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EDITORIAL

De como “Archivos Venezolanos de Nutrición” pasó a ser “Archivos Latinoamericanos de Nutrición”.

El Editorial del Número 1, Volumen 1 de “Archivos Venezolanos de Nutrición” AVN, Junio de 1950, fecha en la cual se 
inicia esta publicación como órgano divulgativo del Instituto Nacional de Nutrición de Venezuela, lee en sus primeras 
líneas:

“Con la aparición de Archivos Venezolanos de Nutrición se presenta por primera vez en Venezuela una publicación 
científica dedicada exclusivamente a la nutrición”.

Desde ese entonces y hasta 1965, AVN publica sin interrupción 29 Números distribuidos en 16 Volúmenes. En 1960, a 
partir del Volumen X, la revista inicia su Sección Internacional, incorporándose en 1961 un Comité de Redacción 
Internacional confonnado por los Dres. Guillermo Arroyave (Guatemala), Conrado F. Asenjo (Puerto Rico) y Alberto 
Guzmán B arrón) Perú, el cual se mantiene hasta el Volumen XV, 1965. En ese mismo año en ocasión de celebrarse el I 
Congreso de Nutrición del Hemisferio Occidental en Chicago, se crea la Sociedad Latinoamericana de Nutrición, SLAN 
y en Enero de 1966 el Dr. Miguel Octavio Russa, Director del Instituto Nacional de Nutrición de Venezuela, cede 
oficialmente la revista AVN a la recién creada SLAN. Aparece asi el primer Número de Archivos Latinoamericanos de 
Nutrición, ALAN, de portada azul y tamaño 1/16, en Septiembre de 1966 con un Editorial del Dr. Conrado F. Asenjo,. 
Presidente de la primera Junta Directiva de la SLAN.

Entre 1966 y 1978 ALAN es publicado en Venezuela bajo la responsabilidad editorial del Dr. Wemer G. Jaffé, de los Dres. 
Guillermo Arroyave y Mauricio Ruphael Divo, Editores Asistentes y del Dr. José Félix Chávez Pérez como Editor Aso­
ciado desde 1967. En 1979 ALAN pasa a Guatemala en donde permanece hasta 1991, período en el cual el Dr. Ricardo 
Bressani desempeña el cargo de Editor General, acompañado del Dr. J.Edgar Braham como Editor Asistente y de los Dres. 
Guillermo Arroyave y José Aranda Pastor como Editores Asociados. A partir del Volumen 42,1992, ALAN es editado otra 
vez en Venezuela con tamaño ampliado a 1/8 y portada de diseño enteramente nuevo. Los Dres. Virgilio Bosch Román y 
José Félix Chávez Pérez ocupan los cargos respectivamente, de Editor General y de Editor Asociado. En 1997 el Dr. José 
Félix Chávez Pérez pasa a ocupar la posición de Editor General y la Dra. Maritza L. de Jiménez la de Editor Asociado, 
cargos que se mantienen hasta la fecha. Es de destacar que en Junio de 1994 ALAN recibió el Premio Anual “Tulio 
Arends” otorgado por el CONICIT de Venezuela, a la mejor revista científica y tecnológica nacional y en 1995 la 
Mención Honorífica al mismo Premio.

Actualmente ALAN recibe un promedio de 9 manuscritos al mes para considerar su publicación y está indexado en 
Abstract on Hygiene and Communicable Diseases, Chemical Abstraéis, Current Contents, Dairy Science Abstracts, Field 
Crops Abstracts, Food Science and Technology Abstracts, Horticultural Science Abstracts, Index Veterinarius, 
MEDLINE, Nutrition Abstracts and Reviews, Nutrition Research Newsletter, Ornamental Horticulture, Plant Breeding 
Abstracts, Rice Abstracts, Seed Abstracts, Veterinary Bulletin y Wheat, Barley and Triticale Abstracts entre otros. ALAN 
puede bajarse del internet por www.scielo.org.ve y es solicitado por renombradas casas editoriales no solo del Hemisfe­
rio Occidental sino de otras regiones del mundo.

Esperamos seguir contando con la colaboración y el apoyo de todos para mantener la excelencia y puntualidad de la 
revista, la cual después de 55 años de publicación ininterrumpida-primero como AVN y luego como ALAN- es el órgano 
de divulgación de la SLAN, reconocido a nivel internacional.

José Félix Chávez Pérez 
Editor General
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Péptidos bioactivos derivados de las proteínas de la leche

M a r ía  de Jesús Torres-L lanez, B elinda V a lle jo -C o rd ob a  y  A aró n  F ernando  G onzález-C órdova

Laboratorio de Química y Biotecnología de Productos Lácteos, Departamento de Tecnología de Alimentos de Origen 
Animal (DTAOA), Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo, A.C. (CIAD, A.C.). Hermosillo, Sonora. México

RESUMEN. Las proteínas lácteas son co n o c id a s por tener 
propiedades nutricionales, funcionales y biológicas que hacen de 
ellas ingredientes importantes en alimentos funcionales promotores 
de la salud. Estas propiedades son parcialmente atribuidas a los 
péptidos bioactivos codificados en las diferentes proteínas de la leche. 
Los péptidos bioactivos, son inactivos dentro de la secuencia de la 
proteína intacta y pueden ser liberados por acción de enzimas 
proteolíticas nativas de la leche, enzimas de bacterias ácido lácticas 
o de fuentes exógenas, durante la digestión gastrointestinal o durante 
el proceso del alimento. Los péptidos derivados de las proteínas 
caseicas y séricas han dem ostrado poseer varias propiedades 
bioactivas como lo son: opioide, antihipertensiva, antimicrobial, 
¡nmunomodulatoria, transporte de minerales y antitrombótica. Esta 
revisión presenta una perspectiva de la importancia de las proteínas 
lácteas en la producción de péptidos bioactivos y sus actividades 
biológicas, así como de las principales técnicas utilizadas para el 
aislamiento e identificación de estos péptidos.
Palabras clave: Péptido bioactivo, proteólisis, proteínas de la leche.

SUM M ARY. B ioactive peptides derived from  m ilk proteins. Milk 
proteins are known forhaving a wide range o f nutritional, functional 
and biological properties that make them important ingredients in 
functional or health promoting foods. These properties are partly 
attributed to bioactive peptides coded in the different milk proteins. 
Bioactive peptides are inactive within the protein sequence but may 
be released by the action o f native proteolitic enzymes from milk, 
enzymes from lactic acid bacteria or from exogenous sources or may 
be produced during gastrointestinal digestion or processing o f foods. 
Peptides derived from caseins and whey proteins were shown to 
present several bioactive properties such as opioid, antihypertensive, 
antimicrobial, immunodulatory, mineral carrier and antithrombotic. 
This overview presents a perspective o f  the importance o f  dairy 
proteins in the production o f  bioactive peptides and their biological 
activities, as well as the main analytical tecniques that have been 
used for the isolation and identification of these peptides.
K ey words: Bioactive peptide, proteolysis, milk proteins..

INTRODUCCION

La leche contiene elementos nutritivos, da protección 
inmunológica y suministra sustancias biológicas activas tanto 
a neonatos como a adultos. En general, las principales 
fracciones proteicas de la leche de vaca incluyen a -  
lactalbúmina (a-LA), (3-lactoglobulina (P-LG), caseínas (CN), 
inmunoglobulinas (Ig), lactoferrina (LF), fracciones de 
péptido-proteosa (estables al calor), fosfoglicoproteínas 
(solubles en ácido), y proteínas séricas menores tales como: 
transferrina y albúmina sérica (1). De estas fracciones, los 
péptidos bioactivos pueden ser generados por proteólisis 
enzimàtica, ya sea durante la digestión gastrointestinal o por 
efecto del proceso de los alim entos (2). El calificativo 
“bioactivo” es comúnmente utilizado para describir proteínas 
y péptidos con diversos tipos de actividad biológica. Se ha 
encontrado que los péptidos bioactivos obtenidos de las 
proteínas de la leche presentan funciones antimicrobiales, 
inmunomoduladoras, antitrom bóticas y de transporte de 
minerales. También se ha encontrado que son capaces de 
disminuir la presión sanguínea de sujetos hipertensos y actuar 
como opioides (3).

Los péptidos bioactivos se encuetrán en la leche, en leches 
fermentadas, quesos y sueros derivados de quesería (4-8). Las 
enzimas proteolíticas de la leche, las enzimas provenientes de 
las bacterias ácido lácticas (BAL) y las provenientes de fuentes 
exógenas contribuyen a la generación de péptidos bioactivos, 
prestando particular atención a los péptidos producidos por 
las proteinasas de las BAL que actúan sobre las proteínas de 
la leche (9).

Estudios de péptidos bioactivos provenientes de las 
proteínas lácteas han sido publicados en años recientes (10- 
13). Se le ha dada un énfasis particular al aislamiento de 
péptidos bioactivos derivados de diferentes tipos de quesos 
europeos. Últimamente se ha manifestado interés por la 
caracterización de quesos de origen latinoamericano (14), así 
como en el uso de cultivos lácticos iniciadores en la elaboración 
de los mismos (15,16), sin embargo no existe información del 
aislamiento de péptidos bioactivos en estos tipos de quesos 
por lo que este sería un campo de investigación por explorar.

Proteínas y péptidos bioactivos de la leche
L a leche co n tien e  m oduladores de funciones 

gastrointestinales y hemodinámicas, hormonas y factores de
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c r e c im ie n t o ,  a d e m á s  d e  c u m p l ir  c o n  f u n c io n e s  d e  
in m un oregu lac ión  co m o , la  d e fe n sa  contra en ferm ed ad es, y  
m odu lación  de la pob lación  de m icro o rg a n ism o s in testina les  
(17 ). U na característica im portante de la m odu lac ión  involucra  
la a c c ió n  a n tib a cter ia n a  fr en te  a p a tó g e n o s  in te s t in a le s ,  
co lifo rm es y  la acció n  prebiótica , estim u la n d o  el crec im ien to  
de m icroflora b en éfica  en el in testin o  (10 ).

La b ioactiv idad  de la lech e  e s  atribuida a las proteínas y  
péptidos secretados por las g lánd u las m am arias, la cual está  
la ten te , a u sen te  o in c o m p le ta  en la p ro te ín a  n a tiv a . L as  
estructuras de las secu en c ia s b io ló g ica m en te  activas se  han 
ob ten id o  de la d ig estió n  en z im à tica  in v itro  y /o  por d igestión  
gastrointestinal in vivo de proteínas precursoras (9 ,1 8 ) . U n a  
v e z  q u e lo s péptidos son  lib erados en  e l cu erp o , e llo s  pu ed en  
actuar c o m o  c o m p u e s to s  r e g u la d o r e s  c o n  a c t iv id a d  tip o  
horm onal (9 ,1 3 ). L a activ idad  b io ló g ic a  está  relacion ada con  
la co m p o sic ió n  y secu en c ia  de lo s  am in o á c id o s presentes. L os  
péptidos b io a ctiv o s usualm en te co n tien en  3 a 2 0  resid u os de  
a m in oácid os por m o lécu la  (1 3 ).

L as proteínas intactas d e  la lec h e  presentan gran variedad  
d e  activ id ad es b io ló g ica s; las in m u n o g lo b u lin a s  tien en  un 
e fec to  inm unoprotector, la lactoferrina d esp lieg a n  activ idad  
a n tib a c ter ia l, m ien tra s q u e  la s bajas c o n c e n tr a c io n e s  d e  
factores de crecim ien to  y horm onas, presentes principalm ente  
en calostro, podrían jugar un papel s ig n ifica tivo  en el desarrollo  
postnatal (1 7 ). L as proteínas d e  la lech e  tam bién  con tien en  
varias se c u e n c ia s  de p ép tid o s  b io a c t iv o s  lo s  c u a le s  están  
c o d ifica d o s dentro de la estructura prim aria. V arios péptidos  
derivad os d e  la  lech e  p o seen  prop ied ad es m u ltifu n c io n a les , 
por ejem plo , secu en cias e sp e c ífica s  d e  p ép tid os presentan dos  
o  m ás actividades b io ló g ica s. A lgun as reg iones de la estructura 
p r im a r ia  d e  P - c a s e in a  ( P - C N )  c o n t i e n e n  s e c u e n c ia s  
sobrepuestas, las cuales presentan d iferentes e fec to s  b io ló g ico s  
(9 ,1 9 ).

Im portancia fisiológica de los péptidos bioactivos derivados 
de las proteínas lácteas

L o s p éptidos b io a ctiv o s están am pliam en te  d istribu idos en  
las p ro te ín a s d e  la  le c h e , lo  cu a l su g ie r e  la im p o rta n c ia  
f is io ló g ic a  d e  e s to s  p é p tid o s . A u n q u e  la p o te n c ia  d e  lo s  
péptidos derivad os d e  la lech e  es m enor q u e la de lo s  péptidos  
u tilizados en fárm acos, lo s prim eros podrían tener un e fec to  
f is io ló g ic o  im portante d eb id o  a q u e  la in g esta  d e  proteínas 
lácteas es alta atribuible al co n su m o  d e  lec h e  y  productos  
lá cteo s. Para q u e  ex is ta  un e fe c to  f is io ló g ic o  ¡n  vivo, e s  
n ecesario  que lo s p ép tid os b io a c tiv o s  sean lib erados durante  
la d ig estió n  y que a lcan cen  el s itio  d o n d e  ejercen  su acció n  en  
el tracto intestinal o  d esp u és d e  su reab sorción  en  los órganos  
periféricos. A d em á s d e  q u e se  ha dem ostrado  la form ación  de  
esto s péptidos b io a ctiv o s tanto en d ig estió n  in vivo  co m o  in 

vitro, estos tam bién son lib erados durante la  e lab oración  de  
lo s productos lácteos (1 3 ).

Péptidos opioides. L o s  p é p tid o s  o p io id e s  t íp ic o s  son 
c o n o c id o s  co m o  e n d ó g e n o s  y son  derivad os de encefalinas, 
endorfinas y dinorfinas. E stos actúan co m o  receptores ligandos 
d e  o p io id e s .  L o s  e f e c t o s  f i s i o ló g i c o s  d e  e s to s  p ép tid o s  
d e p e n d e n  d e l t ip o  d e  r e c e p to r :  lo s  r e c e p to r e s  p. están  
v in c u la d o s  al c o n t r o l  d e  la  m o t i l id a d  in t e s t in a l  y 
com portam iento  em o cio n a l, lo s  recep tores 8, al control del 
c o m p o r ta m ie n t o  e m o c io n a l  y  lo s  r e c e p to r e s  k e stá n  
re la c io n a d o s co n  a n a lg esia  y  sa c ied a d  (2 0 ) . L o s péptidos 
o p io id es a típ icos d er ivad os d e  las proteínas de la leche , son 
exógen os; pudiendo presentar actividad agonista o  antagonista. 
L o s der ivad os de la C N , son  c o n o c id o s  co m o  casom orfin as y/ 
o casoxinas, m ientras q u e lo s  derivados de las proteínas séricas, 
son  c o n o c id o s  c o m o  la cto rfin a s. L as P -ca so m o rfin a s  son 
o p io id es agon ista s y  so n  fragm entos d e  P -C N  (fragm ento  60- 
7 0 ) y  han sido  caracterizad os co m o  ligan dos tipo-p . Otras 
s e c u e n c ia s  d e  o p i o i d e s  a g o n i s t a s  ta m b ié n  han  s id o  
id en tifica d o s en  a  ;-C N , -lacta lb ú m in a , y P -lactog lob u lina  
(1 2 ,2 1 ) . L o s  o p io id e s  an tagon istas son  derivad os de la k -CN  
(ca so x in a s) y  ot(/-C N  (9 ,1 2 ) .

L o s  p é p t id o s  o p io id e s  a t íp ic o s  t ien en  s e c u e n c ia s  N - 
term inales que d ifieren  de lo s  p ép tid o s o p io id es  en d ógen os  
típ icos (10 ). L a característica estructural com ún entre péptidos 
o p io id es e n d ó g e n o s y e x ó g e n o s , e s  la p resen cia  de un residuo  
tirosina en  e l am in o  term inal (e x ce p to  o p io id es derivad os de 
a -C N ) y la presencia  d e  otro resid uo  arom ático  (fen ila lanina  
o  tiro s in a ), en la  tercera  o cuarta  p o s ic ió n . E sta  e s  una 
característica estructural im portante q u e perm ite ajustar al sitio 
d e  un ión  de lo s recep tores o p io id es . E l potencia l negativo , 
lo ca liza d o  en  la v e c in d a d  d e l g ru p o  h id ro x il fe n ó lic o  de  
tirosina, e s  e sen c ia l para la activ idad  o p io id e , cuand o no está  
presente resulta en  a u sen cia  total de b ioactiv id ad  (2 2 -2 3 ).

Péptidos con acción antihipertensiva (inhibidores de la 
enzim a convertidora  de a n g io ten s in a ). L o s  p é p t id o s  
a n t ih ip e r t e n s iv o s  in h ib e n  la  e n z im a  c o n v e r t id o r a  d e  
angiotensina (E C A ) (peptid ild ipeptido  hidrolasa). E C A  e s  una 
enzim a m ultifuncional que esta  loca lizad a  en  d iferentes tejidos  
(p la sm a , p u lm ó n , r iñ ó n , c o r a z ó n , m ú sc u lo  e s q u e lé t ic o ,  
páncreas, cerebro). E sta  en z im a  p u ed e  increm entar la presión  
san gu ín ea  al co n v ertir  a n g io ten sin a  I (d eca p ép tid o ) en un 
potente vasoconstrictor, ang io tensin a  II (octapéptido) (2 4 -2 6 ).

V arios péptidos inh ib idores d e  E C A  han sido  identificados  
en la  d ig e stió n  p r o te o lít ica  d e  p ro te ín a s de la le c h e . L os  
inh ib id ores d e  E C A  d erivad os de C N  o  casoq u in in a  han sido  
id en tificad os dentro d e  las secu en c ia s  d e  (3-CN y  k-C N . E llo s  
tam bién han sid o  der ivad os por d ig estió n  trip lica de ocs|-C N  y 
-C N  de b o v in o  (1 0 ,1 8 ) . In h ib idores d e  E C A  tam bién han sido  
ob ten id os d e  lech e  ferm entada “C a lp is” , la cual e s  obtenida  
por la  ferm en tación  d e  lech e  descrem ad a  con  Lactobacillus  

helveticus  y  Sacharom yces cerev is iae . L o s  p é p tid o s  q u e  
m uestran activ idad  an tih ip erten siva  están form ad os por V al-
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Pro-Pro e Ile-Pro-Pro, estas secuencias de aminoácidos se 
encuentran en la estructura prim aria de (3-CN y k-CN de 
bovinos, respectivamente (11). También se ha descrito que las 
proteínas séricas a -L A , P-LG  e h idro lizados del suero 
obtenidos con pepsina, tripsina y quimotripsina, contienen 
péptidos con acción inhibitoria de ECA (13,27).

Aunque la relación actividad-estructura de los péptidos 
inhibidores de ECA aun no ha sido establecida, estos péptidos 
muestran algunas características comunes. La ECA parece 
tener preferencia por sustratos o inhibidores competitivos con 
residuos hidrofóbicos (aromáticos o cadenas ramificada) en 
cada una de las tres posiciones C-terminal. Muchos de los 
péptidos inhibidores contienen prolina en la posición C- 
terminal. Casoquininas también contienen lisina o arginina en 
el residuo C -term inal. La inform ación sobre actividad- 
estructura sugiere que la carga positiva del grupo guanidino o 
del grupo e-amino de la posición C-terminal de arginina o 
lisina, respectivamente, contribuyen al potencial inhibitorio 
(2 2 ).

A g en tes  in m u n o m o d u la to r io s .  L os p ép tid o s  
¡nmunomodulatorios presentes en la leche afectan al sistema 
inmune y a la respuesta de proliferación de células (18,28). 
Los péptidos inmunoregulatorios obtenidos de p- y <xsl-CN y 
a-LA aumentan la fagocitosis y modulan la proliferación y 
diferenciación de linfocitos. LF intacta o su péptido N-terminal 
también modula la blastogénesis o diferenciación de linfocitos. 
Las hormonas, factores de crecimiento y citocinas encontrados 
en la leche también son importantes en la inmunoregulación y 
desarrollo inmune (10).

Péptidos antitrombóticos. Los péptidos antitrombóticos, 
las casoplatelinas, son derivadas de la parte C-term inal 
(caseinoglicom acropéptido) de la tc-CN, inh ib iendo  la 
agregación de las plaquetas. Esto es debido a la similitud en la 
estructura y funcionalidad del dodecapéptido presente en el 
fibrinogeno humano y el undecapéptido de la k-CN de bovino 
(1,18).

A nivel molecular, la coagulación de la sangre y de la leche 
m uestra gran sim ilitu d . En la leche el m ecan ism o de 
coagulación es definido por la interacción de k-CN con 
quimosina y el proceso de coagulación de la sangre, es definido 
por la interacción de fibrogeno con trombina.

Péptidos transportadores de calcio (caseinofosfopéptidos).
La caseína contiene fosfato que está unido covalentemente 
vía uniones monoester a los residuos de serina, el grado de 
fosforilación depende de la CN particular. Se han identificado 
varios fosfopéptidos derivados de la caseína que contienen la 
secuencia -S e r  (P )-S e r(P )-S e r(P )-G lu -G lu . E stos 
caseinofosfopéptidos (CPPs) son liberados por proteólisis, la 
presencia de múltiples residuos de fosfatos los convierten en

buenos agentes quelantes de calcio (9,29). Los CPPs juegan 
un papel preponderante en la absorción de calcio en el intestino 
delgado y su presencia en la cavidad oral promueve la 
remineralización del esmalte de los dientes.

P éptidos con  ac tiv id a d  an tim icrob iana . Como un 
complemento al sistema de defensa contra enfermedades e 
infecciones bacterianas y vírales, un grupo de proteínas y 
péptidos se encuentran en la leche y secreciones mamarias. 
Estas incluyen lactoperoxidasa, lisozima, LF y lactoferricina. 
Su acción antimicrobial puede ser obtenida tanto en la glándula 
mamaria como en el tracto gastrointestinal de los lactantes 
(30,31).

Lactoferricina es un péptido catiónico de bajo peso 
molecular, compuesto por 25 residuos de aminoácidos. Ocho 
de los 25 residuos de aminoácidos en este péptido son básicos 
y esta característica  probablem ente sea importante en 
determinar sus propiedades bactericidas potentes (22,32). Las 
propiedades bactericidas perecen estar correlacionadas con 
la carga positiva neta del péptido, la cual puede matar 
m icroo rgan ism os su scep tib les  ya que increm enta la 
permeabilidad de la membrana celular ocasionando su ruptura 
(9,10,33).

LF exhibe actividad bacteriostática y bactericida frente a 
un gran rango de microorganismos, es una glicoproteína unida 
a hierro, es bacteriostático debido a su alta afinidad por Fe3+ y 
bactericida debido a la habilidad de la LF intacta o a la 
secuencia cercana a N-terminal de lactoferrina humana o de 
bovino, en una región distinta de los sitios de unión de hierro, 
llamada lactoferricina (3). Este péptido es obtenido de la 
degradación de LF de bovino con pepsina y presenta 
propiedades bactericidas más potentes que LF.

Algunos péptidos que presentan actividad antimicrobiana, 
también han sido aislados de a sI-CN, s2-CN, así como de a - 
LA. La cesecidina, se obtiene por la digestión de CN con 
quimosina. Este péptido presenta actividad in vitro contra 
Staphylococcus, Sarcina, Bacillus subtilis, Diplococcus 
pneumoniae, y Streptococcus pyogenes (18). La casocidina- 
I, es un péptido derivado de a s2-CN (f165-203) que presenta 
efectos an tibacterianos, inhibiendo el crecim iento de 
Escherichia coli y Staphylococcus carnosus (9). La isracidina 
es un segmento de a sl-CN (fl-23) con actividad antibacterial 
contra Staphylococcus aureus y Candida albicans. La leche 
tam bién  con tiene  pép tidos que exhiben propiedades 
antifúngicas (3,18).

Form ación de péptidos bioactivos p o r BAL en quesos y 
suero  de quesería

La proteólisis es uno de los fenómenos más importantes 
que contribuyen al sabor y textura de los diferentes tipos de 
quesos. Los agentes pro teo líticos pueden provenir de 
diferentes fuentes como: coagulantes de la leche, proteinasas



TORRES-LLANEZ et al.

nativas de la leche como plasm ina y catepsina D, BAL 
iniciadoras y no-in iciadoras y sus enzim as (34,35); e 
in iciadores secundarios, por ejem plo , bacterias ácido 
propionicas, levaduras, mohos, y sus enzimas (36,37).

La degradación de las proteínas lácteas por proteasas 
permite la formación de péptidos y aminoácidos, los cuales 
actúan como compuestos de sabor o como precursores de 
compuestos del sabor (38-39). Sin embargo, los péptidos 
liberados de las proteínas alimentarias durante la fermentación, 
también tienen importancia en la salud ya que pueden propiciar 
numerosas respuestas fisiológicas en el organismo (9). Estos 
péptidos bioactivos pueden ser liberados durante la elaboración 
de productos lácteos (40). Las BAL son conocidas por poseer 
una variedad de enzimas proteolíticas capaces de utilizar las 
proteínas como una fuente de nitrógeno para garantizar su 
crecimiento durante la fermentación (41).

Las BAL son utilizadas en la salud humana ya que su 
ingestión puede proteger contra varias infecciones virales 
estimulado al sistema inmune (42,43). En el mismo campo de 
interés, ha sido mostrado que estas actúan en la prevención de 
cáncer de colón (44). Los cultivos iniciadores utilizados en la 
industria láctea son altamente proteolíticos. Además de las 
proteinasas enlazadas a la pared celular, al menos 16 peptidasas 
de BAL han sido identificadas y caracterizadas genéticamente. 
Este sistema provee un mecanismo de transporte específico 
para aminoácidos, di- y tripéptidos y oligopéptidos liberados 
de la molécula proteica. En el tracto intestinal, las enzimas 
d igestivas endógenas y las p ro teasas  liberadas por 
microorganismos colonizadores del intestino, pueden degradar 
oligopéptidos permitiendo una posible formación de péptidos 
con bioactividades específicas. Una vez liberados en el 
intestino, estos péptidos pueden actuar localmente o pasar a 
través de la pared intestinal a la circulación sanguínea y 
alcanzar los órganos, con la subsiguiente regulación fisiológica 
(2,45).

Los CPPs se pueden formar durante la maduración del 
queso debido a las proteasas (3-4). La presencia de péptidos 
con actividad antihipertensiva de varios alimentos se debe a 
que actúan inhibiendo la ECA (46-48). Laffineur y col. (49) 
mostraron que las BAL son capaces de liberar péptidos de P- 
CN con actividad inmunomodulatoria. Un estudio realizado 
por Pihlanto-Leppala y colaboradores (13) mostró que los 
cultivos iniciadores de bacterias ácido lácticas fueron capaces 
de producir péptidos con actividad inhibitoria de ECA solo 
después de la digestión de la a-LA  y la P-LG, con pepsina y 
tripsina (27).

Otros péptidos con potente actividad inhibitoria que no 
habían sido reportados provinieron de la p-CN y de la a s|- 
CN. En un estudio similar, se detectaron péptidos obtenidos 
de leche fermentada con Kluyveromyces marxianus var. 
marxianus, conteniendo la secuencia de p-lactorfina (31). 
Recientemente, diferentes tipos de quesos como el Gouda,

han sido utilizados como fuente de péptidos con actividad 
antihipertensiva (6,40). Sim ilarm ente, algunos péptidos 
antihipertensivos como las P-casomorfinas, fueron aislados 
de quesos enzimáticamente modificados (46).

Como se ha mencionado con anterioridad, la hidrólisis de 
las proteínas de la leche con proteinasas de BAL produce 
péptidos bioactivos (46,50). El efecto sobre las características 
sensoriales y químicas que causa el inocular la leche con 
cultivos iniciadores ha sido ensayado en diferentes tipos de 
quesos (36,39). Sin embargo, son pocos los datos disponibles 
acerca del papel que desempeñan los diferentes cultivos 
iniciadores sobre la producción de péptidos bioactivos (40). 
En el estudio realizado por Gómez-Ruiz y col. (8) se determinó 
que la actividad inhibitoria de ECA increm entó con la 
proteólisis hasta el octavo mes de maduración y empezó a 
dism inuir a los doce m eses de m aduración del queso 
Manchego. En este estudio un total de 22 fragmentos de 
péptidos fueron identificados en nueve fracciones (8).

No solo los quesos son fuentes de péptidos bioactivos, sino 
también el suero derivado; esto último toma particular 
importancia debido al incremento del suero como subproducto 
de la industria quesera (31,51). El suero de bovino contiene 
proteínas unidas a metales, inmunoglobulinas, factores de 
crecimiento y hormonas. A varias proteínas del suero se le 
han atribuido propiedades fisiológicas. Sin embargo, los 
péptidos bioactivos del suero y sus efectos fisiológicos han 
sido menos estudiados que los obtenidos de las caseínas. Varios 
estudios han encontrado secuencias de péptidos con actividad 
antihipertensiva en proteínas séricas de leche utilizando 
enzimas digestivas (26) o microbianas o combinación de 
ambas (27). Los péptidos antihipertensivos también han sido 
obtenidos por la digestión de proteínas del suero de queso 
con proteinasa K, obteniéndose un tripéptido a partir de la 0- 
LG (51). Los productos fermentados que presentan péptidos 
inhibidores de ECA tienen un gran potencial como alimentos 
funcionales para la prevención de hipertensión.

Algunos de los péptidos obtenidos de proteínas séricas son 
a-lactorfina, P-lactorfina, albutensina A y p-lactensina. Las 
serorfinas obtenidas de albúmina sérica de bovino presentan 
actividad opioide. Los péptidos, a-lactorfina, P-lactorfina 
causan la contracción del músculo liso similar a la causada 
por morfina (52). La literatura menciona que las principales 
actividades bioactivas del suero son, por un lado, su actividad 
anticancerosa y, más concretamente, su papel protector frente 
al cáncer de colon, y por otro lado, su papel como estimulador 
de la respuesta inmune (53).

En un estudio realizado en queso Emmental se encontró 
que Catepsina D y proteinasas celulares podrían actuar 
competitivamente en la degradación de caseínas durante la 
maduración (54). Se señala que además de la acción de las 
proteinasas nativas de la leche, los lactobacilos termofílicos 
presentan un rol significativo en la proteólisis del queso a través
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de la acción de sus p ro te in asas  ce lu la res . E stos 
microorganismos son considerados la especie bacteriana más 
activa durante la maduración, no solamente debido a su alta 
actividad proteolítica, sino también debido a su actividad 
autolítica. Este estudio, también informa que algunas regiones 
de las caseínas no fueron hidrolizadas, aún cuando eran sitios 
de ruptura potenciales de las diferentes proteinasas de los 
lactobacilos, lo que podría estar relacionado a: la modulación 
de la especificidad de las enzimas del queso por las condiciones 
fisicoquímicas (pH, actividad de agua, y contenido de 
minerales y sales) y a la accesibilidad de los sustratos, debido 
al rearreglo estructural durante la formación de la matriz 
caseica y condiciones ambientales en el queso (54,55).

Técnicas de a islam ien to  e id en tificac ió n  de pép tidos
bioactivos

Los protocolos utilizados para la obtención de péptidos 
bioactivos consisten en: preparación de extractos acuosos, 
fraccionamiento por cromatografía por exclusión de tamaño 
(4,6,27) y HPLC en fase reversa (8,25,46) o electroforesis 
capilar (6). Para la identificación de la secuencia de los 
péptidos, se ha utilizado la degradación de Edman o la 
espectrometría de masas en “tándem” (34).

La actividad potencialmente bioactiva de los péptidos es 
determinada por comparación de las secuencias encontradas 
con las reportadas de péptidos bioactivos en bases de datos 
(55). Aquellos estudios que incluyen la confirmación de la 
actividad bioactiva de los péptidos in vivo o in vitro, incluyen 
a la cromatografía semi-preparativa para la obtención de 
suficiente material para los ensayos biológicos (6,28,43).

Los protocolos antes descritos, han sido los clásicos, en 
los cuales las separaciones cromatográficas para el aislamiento 
y purificación se realizan de manera discontinua. Sin embargo, 
cuando es necesario realizar una gran cantidad de muestras de 
manera rápida, el procedimiento descrito no resulta eficiente 
y se le ha considerado “el cuello de botella” para aquellos que 
buscan la automatización en el análisis de péptidos. Por estas 
razones, algunos fabricantes de instrumentación analítica se 
han enfocado a desarrollar plataformas integradas que abordan 
el problema de reducir el tiempo de análisis, mientras que otros 
se han enfocado a mejorar etapas específicas del análisis. Para 
la identificación sistemática de los péptidos constituyentes en 
un sistema complejo, las herramientas analíticas que permiten 
la identificación de las mismas en gran escala y con gran 
rapidez son la cromatografía bidimensional (2D) como técnica 
de separación, la espectrometría de masas especializada como 
técnica de identificación de la secuencia de aminoácidos y la 
bioinformática para com parar la inform ación estructural 
generada de la espectrometría de masas a través de las bases 
de datos (56,57).

Una metodología que presenta ventajas para la separación 
de péptidos en dos dimensiones, es la cromatografía capilar

de líquidos (2D-LC) con interfase directa con una gran 
variedad de espectróm etros de masas.' Debido a la alta 
sensibilidad de la LC, y a que todo el análisis es realizado en 
fase líquida y en línea, estos sistemas (2D-LC-MS) permiten 
separar hasta péptidos menos frecuentes (56).

Anteriormente, los métodos de identificación de proteínas, 
consistían  en la degradación  de Edm an y el análisis 
com posic iona l de am inoác idos, sin em bargo  am bas 
metodologías son muy laboriosas y requieren de mucho 
tiempo. La introducción de los métodos de espectrometría de 
masas reforzó las estrategias de identificación de péptidos y 
proteínas; especialmente con el desarrollo del espectrómetro 
de tiempo de vuelo (TOF) y los métodos de ionización suave, 
incluyendo el de MALDI (matrix-assisted laser desorption 
ionization) y la ionización por electroespreado (ESI) (58).

En la identificación de la secuencia de los péptidos por 
medio de la espectrometría de masas, estos son separados 
usando cromatografía de líquidos o pueden ser analizados 
directamente por MS. Los péptidos individuales son separados 
y fragmentados por colisión con un gas inerte dentro del 
espectróm etro de masas y las masas de los fragmentos 
derivados son medidas. La información generada de las masas 
moleculares se compara con valores teóricos de las bases de 
datos de péptidos para encontrar la secuencia del péptido e 
identificar a la proteína enlistada de acuerdo con una exactitud 
medida estadísticamente por un software especializado (58).

Un método alternativo consiste en la identificación de 
péptidos usando “tandem” MS y búsqueda en las bases de 
datos específicas para proteínas. Para este tipo de análisis se 
utiliza un sistema de cuadrupolo TOF o una trampa de iones. 
En ambos instrumentos la fragmentación es inducida en una 
celda de colisión y se miden las masas moleculares de los 
iones fragmentados. Las masas obtenidas de los iones son 
comparadas con los valores teóricos de masas de fragmentos 
de secuencias de proteínas de las bases de datos. Los equipos 
“tandem” MS en com binación con la crom atografía de 
líquidos multidimensional permite el análisis eficiente de un 
gran número de mezclas de péptidos provenientes de la 
digestión de varias proteínas de sistemas biológicos complejos 
(58).

CONCLUSIONES

La leche y derivados lácteos contienen num erosas 
secuencias peptidicas que determinan funciones fisiológicas 
importantes y modulan diferentes procesos regulatorios. Las 
investigaciones realizadas sobre péptidos bioactivos en 
productos lácteos y derivados indican que, aunque el 
mecanismo fisiológico de estos péptidos aún no es claro, 
ofrecen un gran potencial para el desarrollo de alimentos 
funcionales. Además, la fermentación microbiana es una
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tecn olog ía  aplicab le para la producción de péptidos b ioactivos.
S on  n ecesa r io s trabajos a d ic io n a le s  para e sta b le ce r  la 

relación  estructura-actividad. L a in v estig a ció n  en e ste  cam po  
p o d ría  aportar al c o n o c im ie n to  d e  lo s  m e c a n is m o s  q u e  
producen d iferentes e fec to s , así co m o  tam bién las fu n cio n es  

de los péptidos b io a c tiv o s derivad os d e  lo s a lim en to s .
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Deficiencias de hierro, ácido fólico y vitamina B12 en relación 
a anemia, en adolescentes de una zona con alta incidencia 

de malformaciones congénitas en Venezuela
Teresa Suárez, M ó n ic a  T orrea lba , N e ifre d  Villegas, C riso l Osorio y  M a r ía  N ieves G a rc ía -C a s a l
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RESUMEN. Debido a que en años recientes la principal causa de 
anemia en ciertos grupos de edad parece no ser exclusivamente la 
deficiencia de hierro, nos propusim os estudiar el efecto de las 
deficiencias de hierro, ácido fólico y vitamina B 12 en la aparición de 
anemia en adolescentes de Venezuela. Cien adolescentes en edades 
entre 12-19 años participaron en este estudio. Se les realizó un 
interrogatorio de antecedentes personales y hábitos, examen físico y 
recordatorio de 24 horas. Se tomó una muestra de sangre para 
determinar hemoglobina y hematocrito, se separó el suero en el que 
se determinó la concentración de ferritina, ácido fólico y vitamina 
B 12. La prevalencia de anemia fue de 78% y la de deficiencias de 
hierro, ácid o  fó lic o  y v itam in a  B 12 3 4 .6 6 , 9 0 .9  y 18.18% , 
respectivamente. El 35.89%  de los casos de anemia presentaba 
deficiencia de hierro, mientras que el 91.02%  de las anémicas tenía 
deficiencia de ácido fólico. Solo el 19.23% de las adolescentes con 
anemia presentaba deficiencia de vitamina B 12, pero el total de 
deficientes de vitamina B 12, era anémicas. La deficiencia simultánea 
de hierro y ácido fólico afectó a 30.76%  de los casos con anemia. 
Las altas prevalencias encontradas podrían explicarse por consumo 
insuficiente y deficientes hábitos nutricionales. La prevalencia de 
anemia estuvo asociada a la deficiencia de ácido fólico en mayor 
proporción que a la deficiencia de hierro, com o consecuencia de la 
alta prevalencia de deficiencia de ácido fó lico . Las deficiencias 
encontradas, sobre todo de ácido fólico en este vulnerable grupo de 
edad, requieren intervención inmediata.
Palabras clave: A nem ia, ácido fó lic o , hierro, vitam ina B 12, 
adolescente.

SUMMARY. Iron, folic acid and vitamin B 12 deficiencies related 
to anemia in adolescents from a region with a high incidence of 
congenital malformations in Venezuela. Since in recent years for 
certain age groups, the main cause o f anemia is not iron deficiency, 
we intended to study the effect o f  iron, folic acid and vitamin B12 
deficiencies on anemia prevalence in adolescents from Venezuela. 
One hundred adolescents aged between 12 and 19 years participated 
in the study. Each subject was interviewed about antecedents and 
habits and a physical examination and a 24-hour food recall ques­
tionnaire were performed. From a blood sample, hemoglobin and 
hematocrit concentrations were determined and serum was sepa­
rated for quantification o f  ferritin, folic acid and vitamin B 12 concen­
trations. Prevalence o f anemia was 78% and for iron, folic acid and 
vitamin B 12 deficiencies were 34.66, 90.9 and 18.18%, respectively. 
From anemic cases, 35.89% presented iron deficiency, while 91.02%  
presented folic acid deficiency. Only 19.23% o f  adolescents with 
anemia presented also vitamin B 12 deficiency, but all the cases with 
vitamin B 12 deficiency, were anemic. Simultaneous iron and folic 
acid deficiencies affected 30.76%  o f  anemic cases. The high preva­
lence o f deficiencies found in this work could be explained by insuf­
ficient intake and inadequate food habits. The prevalence o f anemia 
was associated to fo lic  acid deficiency rather than to iron deficiency, 
due to the high prevalence o f folic acid deficiency. The high preva­
lence o f  nutritional deficiencies found in this work, especially re­
garding folic acid deficiency, require immediate interventions.
Key words: Anemia, folic acid, iron, vitamin B12, adolescents.

INTRODUCCION

La d e fic ien cia  de hierro es uno d e  lo s m ayores problem as  
nutricionales que a fecta  a m illo n e s  de p ersonas en  el m un do y 
en  una parte im portante  d e  lo s  c a so s  la  d e f ic ie n c ia  e s  lo  
su fic ien te  severa para causar anem ia  (1 ,2 ) . D e sd e  el punto de  
v ista  c lín ic o  y del laboratorio , la  d e f ic ie n c ia  d e  h ierro es  
u su a lm en te  r ec o n o c id a  p o r  la  a n em ia  q u e  a co m p a ñ a  su s  
últim os estad ios; es por e so  que lo s  r ie sg o s  d e  la d e fic ien cia  
d e  h ie rr o  so n  g e n e r a lm e n te  v i s t o s  e n  té r m in o s  d e  la  
dism in u ción  de la h em o g lo b in a  circu lante.

L as im p lica c io n es  no h em a to ló g ica s  de la d e fic ien c ia  de 
hierro son  m u y  variádas in c lu y en d o  e fec to s  sobre la fun ción  
y estructura gastro in testina l, inm unidad  e in fecc ió n , función  
n e u r o lò g ic a  f í s i c a ,  e tc  ( 3 - 8 ) .  E n  r e la c ió n  a la fu n c ió n  
n eu ro lò g ica , un bajo ren d im ien to  e sco la r , a sí co m o  fatiga  
crón ica  y  otros sín tom as in e sp e c íf ic o s  han s id o  atribuidos a la 
d e fic ien c ia  d e  hierro y  hay e stu d io s en lo s q u e  se  con ecta  la 
d e fic ien c ia  d e  hierro, co n  o  sin  anem ia , a a lteraciones en la 
atención  que producen  d ificu lta d es en el aprendizaje y  en  la 
capacidad  de lo s n iñ o s para reso lv er  prob lem as (9 -1 0 ) . L os  
datos m as rec ien tes sobre p rev a len c ia  de anem ia y d efic ien cia
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de hierro obten idos en un estu d io  IV IC -F U N D A C R E D E S A  
(2004) en la región C en tro-occ id en ta l del país m uestran una 
prevalencia de 71.4%  de anem ia  y  57 .4%  d e  d e fic ien cia  de  
hierro en m enores de 2  años. Para n iñ os y  a d o lescen tes de  
esta misma zona, la preva len cia  de anem ia  y  d e fic ien c ia  de  
hierro resultó en 33%  y 27% , resp ectiv a m en te  (datos propios, 
no publicados).

La d e fic ien c ia  de á c id o  fó l ic o  tra d ic io n a lm en te  se  ha 
asociad o  a la a n e m ia  m a c r o c ít ic a .  S in  e m b a r g o , e n  la  
actualidad se  sabe que d e fic ien c ia s  m argin ales o  alteraciones  
de su m etabolism o se  a soc ian  a otras p a to lo g ía s frecuentes  
com o m alform acion es c o n g é n ita s , cá n cer  y  en ferm ed ad es  
cardiovasculares (1 1 -1 4 ) . L o s  fo la to s tien en  principalm ente  
dos e fec to s f is io ló g ic o s  im portantes: son  c o fa c to r es  para  
enzimas que sintetizan A D N  y A R N  y son  n ecesarios para la 
conversión de h o m o ciste ín a  a m etio n in a  (1 5 ). L a  m agnitud  
real de la d efic ien cia  d e  ác id o  fó l ic o  no e s  b ien  co n o c id a  y  la 
mayoría de las cifras provienen de p a íses desarrollados, aunque  
com ienzan a con o cerse  datos p ro v en ien tes d e  p a íses m enos  
desarrollados.

Por su parte, la d e fic ien c ia  de v itam ina B 12 o  cobalam ina  
es poco frecuente y tien e m ayor in c id en cia  en  lo s ancianos y 
en los v e g e ta r ia n o s  e s tr ic to s  ( 1 5 ,1 6 ) .  G e n e r a lm e n te  la  
deficiencia de esta v itam in a  se  r ec o n o c e  en  c lín ic a  por su  
im pacto en lo s s is te m a s h e m a to p o y é tic o  y  n e r v io so , co n  
importante daño en la rep lica c ió n  d e l A D N . E l d é fic it  de  
vitamina B 12 puede ocasion ar  d añ os irreversib les en  e l sistem a  
nervioso con  neuropatía, d e sm ie lin iza c ió n  d iscontin ua , d ifusa  
y progresiva (1 7 ,1 8 ) . E s  in teresa n te  señ a lar , q u e  en  añ os  
recientes la in gestión  d e  carne roja en  lo s  p a íses  desarrollados  
ha dism inuido con sid era b lem en te  y  se  ha su stitu id o  por carne  
blanca que e s  una fu en te  pobre d e  co b a la m in a  (1 9 ).

S e  d isp one d e  p o ca  d o cu m en ta c ió n  sob re  la d e fic ien cia  
de ácido fó lic o  y  v itam in a  B 12 en  e l ám bito  m undial. E sta  
d eficien cia  co n  m ucha fr ec u e n c ia  era en m ascarad a por la  
severidad y d o m in io  d e  la d e f ic ien c ia  d e  hierro. S in  em bargo, 
los datos d isp on ib les actualm en te apuntan a q u e la d efic ien cia  
de fo lato  c o n stitu y e  un p ro b lem a  d e  sa lu d , e l cua l a fecta  
fundam entalm ente a las em barazadas y  a las ad o lescen tes , 
debido al requerim iento aum entad o en  respuesta  a p eríod os  
de rápido crecim ien to . A lg u n a s in v e s t ig a c io n e s  rec ien tes  
ponen de m anifiesto la  repercusión d e  esta  carencia en  e l estado  
de salud d e  la m ujer en  edad  rep rod uctiva  (1 7 ,2 0 ,2 1 ) .

H istóricam ente, la p rev a len c ia  d e  d e fic ien c ia  d e  hierro a 
nivel m undial era d o s  o  tres v e c e s  m ayor q u e la d e  anem ia  en  
todos los grupos de edad  y  estratos so c io e c o n ó m ic o s . D esd e  
hace unos años, en  V e n e zu e la  y  e n  otros p a íse s  en  v ía s de  
desarrollo, la p reva len cia  d e  a n em ia  tien d e  a hacerse  sim ilar, 
y en a lgunos ca so s  m ayor, q u e  la  p rev a len c ia  de d e fic ien cia  
de hierro. E sto  se  ha o b serv a d o  e sp e c ia lm en te  en  a lg u n o s  
grupos de edad, c o m o  lo s a d o le scen tes , y  no ha s id o  reportado  
hasta ahora en  otros grupos d e  edad , c o m o  em barazadas y

n iñ os m enores d e  2 años. E ste  com portam iento  parece indicar  
q u e otras causas d iferen tes a la d e fic ien c ia  d e  hierro, estén  
co m en zan d o  a tener un rol im portante en el desarrollo  de la 
anem ia en c iertos grupos etarios.

D eb id o  a e ste  cam b io  aparente en las causas de anem ia, a 
la in terd ep en dencia  m eta b ó lica  entre ácid o  fó lic o  y  v itam ina  

B 12 y a  las im p lica c io n es  d e  la d e fic ien c ia  de e sto s nutrientes 

para la salud , en el p resen te  estu d io  se  analiza  la prevalencia  
de anem ia en hem bras a d o le scen tes  y  cual es el papel de las  

d e fic ien c ia s  d e  h ierro, á c id o  fó l ic o  y v itam in a  B 12 en su  

aparición.

M A T E R IA L E S  Y  M E T O D O S

E ste  estu d io  fu e  rea lizad o  en la p o b lación  de Pedregal, 
M u n ic ip io  D e m o c r a c ia ,  E s ta d o  F a lc ó n  e n  e l la p s o  
c o m p r e n d id o  en tr e  A g o s t o - N o v ie m b r e  d e l  2 0 0 3 .  E sta  
pob lación  fu e  se lecc io n a d a  d eb id o  a estu d ios prev ios don d e  
se  ha d em o stra d o  una alta in c id e n c ia  d e  m a lfo rm a c io n es  
con gén itas en e l E stad o  F a lcó n  en  general y esp ec ífica m en te  
en e se  M unicip io . S e  in c lu y ó  una m uestra d e  100  adolescen tes  
del sex o  fem en in o , que representa e l 48 .2 5 %  d e  las estudiantes 
en ed ades com p ren d id as entre 12 y  19 añ os q u e acuden a la 
U n id a d  E d u c a t iv a  “C a r m en  F u g u e t t” , la  ú n ic a  d e  e s ta  
pob lación . L a  m uestra fu e  probabilística obten ida por m uestreo  
aleatorio  sim p le .

S e  su m in is tr ó  in fo r m a c ió n  a  la s  a d o le s c e n te s  y  su s  
representantes sob re  lo s  p ro p ó sito s d e  la  in v estig a ció n  para 
obtener la  firm a del c o n sen tim ien to  in form ado. P osterior a la 
firm a, se  llen ó  un m o d e lo  d e  f ich a  d e  rec o le c c ió n  de datos  
do n d e  se  r eco p iló  in fo rm a ció n  so b re  nom bre, edad , grado  
esco lar, h istoria  d e  sa lud  anterior, y  háb itos p s ic o b io ló g ic o s  
en tre  lo s  q u e  s e  in terro g ó  so b re  u so  ta b á q u ico , e t íl ic o  e  
in gestión  d e  fárm acos h a c ien d o  h in ca p ié  en  e l co n su m o  de  
p o liv ita m ín ic o s  y  a n t ic o n c e p t iv o s  o r a le s , en tre  o tro s. S e  
e v a lu a r o n  ta m b ié n  lo s  h á b ito s  a l im e n ta r io s  m e d ia n te  
r e c o r d a to r io  d e  2 4  h o r a s  y  s e  c la s if ic a r o n  p or  e stra to  
so c io e c o n ó m ic o  a través d e l m éto d o  G raffar m o d ifica d o . 
P osteriorm ente se  rea lizó  e l ex a m en  f ís ic o  integral.

L a  e s t r a t i f ic a c ió n  s o c ia l  p o r  e l  m é to d o  d e  G ra ffa r  
m od ifica d o  por M én d ez-C a ste lla n o , c la s if ic a  a lo s ind iv id u os  
en  estratos d e l I al V  d e  acuerd o  a  4  variab les: P rofesión  del 
je fe  d e  fa m ilia , n iv e l d e  in stru cción  d e  la m adre, principal 
fu en te  de in g reso  fa m ilia r  y  c o n d ic io n e s  d e  v iv ien d a . L o s  
estratos m as d e sfa v o r ec id o s  so c io e c o n ó m ic o  se  agrupan en  
lo s  estratos IV  y  V .

L o s  cr iter io s d e  e x c lu s ió n  in c lu y ero n  n iñas y  m ujeres  
m e n o r e s  d e  12 o  m a y o r e s  d e  1 9  a ñ o s , a n te c e d e n te s  d e  
em barazo, no estar e sco la r iza d a s, no firm ar e l con sen tim ien to  
in form ado y  haber p a d ec id o  a lgu n a  in fe cc ió n  grave en lo s 3 
m e ses  anteriores al estu d io .
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Se obtuvo una m uestra d e  10 m i d e  sangre por pu nción  
v en osa , previa lim p ieza  del p lieg u e  de f le x ió n  d e l c o d o  con  
a lcoh ol iso p rop ílico . La m uestra se  c o lo c ó  en  2  tubos, en  uno  
de e llo s , con  E D T A  corno anticoagu lante , se  c o lo c ó  1 m i para 
la d e term in a c ió n  d e  h e m o g lo b in a  y h e m a to cr ito  y en  e l  
segu n d o  tubo se  c o lo c ó  e l resto  d e  la  sangre, para obtener por 
cen tr ifu g a c ió n  e l suero en  un la p so  n o  m a y o r  d e  4  horas 
desp u és de la extracción . E l su ero  fu e  a lm acen ad o  a -3 0 ° C  y 
protegido de la luz, hasta que fueron  trasladados bajo estrictas  
m edidas de con servación  d e  co n g e la m ien to  y  protecc ión  de la 
luz, al Laboratorio de F is io p a to lo g ia  del C entro de M ed ic in a  
E xperim enta l del In stitu to  V e n e z o la n o  de In v es tig a c io n e s  
C ien tíficas (IV IC ), don d e fueron  p ro cesa d o s para determ inar  

n iv e le s  séricos de ferritina, ác id o  fó l ic o  y  v itam in a  B 12 .

La determ inación  d e ác id o  fó lic o  y v itam in a  B 12 se  realizó  

m ediante un rad io in m u n oen sayo  en z im à tico  co m ercia l (D P C  
D ia g n o s tic  P ro d u c i C o rp o ra tio n ), q u e  u tiliz a  p ro te ín a  de  
captación  de fo la to  de alta afin idad  (p ro ven ien te  de lech e ), 
para determ inar fo la to  y  de factor in tr ín seco  para determ inar  
v ita m in a  B 12 p o r  c a p ta c ió n  c o m p e t it iv a .  E s  un  m é to d o  
radiactivo de alta sen sib ilid a d  y  e sp e c ific id a d , q u e no e s  su s­
c ep tib le  a a n tib ió tico s y  m eto trex a to  en  la  m uestra y  q u e  

perm ite determ inar sim u ltán eam en te  fo la to s  y  v itam in a  B 12 
(2 2 ). L a concen tración  d e  am bos nutrientes fu e  ob ten ida  a 
partir d e  lo s  c o n ta je s  r a d ia c t iv o s  en  c o n ta d o r  g a m m a , 
ca lcu lán d o la  a partir de estándares c o n o c id o s .

La determ inación de ferritina sérica se  realizó  por un ensayo  
in m u n o e n z im á t ic o  t ip o  E L I S A  ( 2 3 ) ,  c o n  a n t ic u e r p o s  
m onoclonales , desarrollado en nuestro laboratorio que presenta  
una variación intraensayo d e  5% y una variación  entre en sa y o s  
de 7% y ha sid o  va lid ado  contra estándares in tern acionales, 
adem ás de realizarse cada p lato  con  co n tro les internos de baja, 
m edia y alta concen trac ión  de ferritina.

L os puntos de corte u sados fueron: para d efin ir  d e fic ien cia  
d e  h ierro, la co n c en tra c ió n  d e  ferr itin a  <  10 p g /L  para  
ad o lescen tes de 1 2 -1 3 .9  años y  < 1 2  p g /L  para ad o lescen tes  
de  14 añ os en  adelante . P ara a n e m ia  la  c o n cen tra c ió n  de  
h em o g lo b in a  <  12 g/L . Para d e fic ien c ia  d e  ácid o  fó lic o  se  
c o n s id e r ó  d e f ic ie n c ia  se v e ra  la s  c o n c e n tr a c io n e s  sé r ic a s  
m enores a 3 ng/m l y  d e fic ien c ia  m oderada entre 3 y 6  ng /m l. 
A  m en os que se  ind ique d e  otra form a, en  to d o s lo s  c a so s  en 
que se  hace referencia  a p rev a len c ia  d e  d e fic ien c ia  d e  ácid o  
f ó l ic o ,  se  in c lu y e r o n  lo s  c a s o s  d e  d e f ic ie n c ia  se v e r a  y  
d efic ien cia  m oderada, por lo  que el punto d e  corte considerado  
es < 6  ng/m l. Para vitam ina B 12, e l punto de corte u tilizado  
para defin ir d efic ien cia , fu e  la co n cen tra c ió n  sérica  m enor a 
2 0 0  pg/m l.

E l a n á l is is  d e  r e s u lta d o s  se  h iz o  e s t a b le c ie n d o  la s  
prevalencias de anem ia, d e fic ien c ia s  de hierro, ácid o  fó l ic o  y 

vitam ina B 12 por separado y lu e g o  ana lizan do  la p revalencia  

de anem ia en  fu n ción  d e  la d e fic ien c ia  d e  hierro, ácid o  fó lic o

y /o  v ita m in a  B 12, a fin  d e  e v a lu a r  e l im p a c to  d e  estas  
d e f ic ie n c ia s  so b re  la  a p a r ic ió n  de a n em ia . A d em á s , se  
c lasificaron  los ca so s  seg ú n  edad  y  estrato so c io ec o n ó m ico  y 
se  analizaron los háb itos a lim en tar ios para estim ar la ingesta 
d e  fo la to s  y hierro en  esta p o b lación .

RESULTADOS

L as características antropom étricas y h em ato lóg icas de 
las a d o lescen tes estu d iad as in c lu y en  una edad prom edio de
1 4 .4  a ñ o s  ( l ím ite s  en tre  1 2 -1 9  a ñ o s ) , c o n  una estatura  
prom edio  de 1 .54  m t (1 .4 1 -1 .7 4  m t) y  un p eso  de 4 8 .9 7  kg 
(2 2 .7 -7 3 .5  kg). E l ín d ice  d e  m asa  corporal varió entre 13.8 y 
3 0 .2 , pero su d istr ib u ció n  m o stró  q u e la m ayoría  de las 
ad o le scen tes presentan una re lación  p eso /ta lla  norm al (73%  
d e  lo s  c a so s) en co n trán d ose  el 21 % en d éfic it y  so lo  el 6% en 
e x c e s o .  E n  c u a n t o  a la  d i s t r ib u c ió n  p o r  estra to  
so c io eco n ó m ico , el 2%  de las ado lescen tes fueron clasificadas 
co m o  estrato II, e l 37%  c o m o  estrato III, e l 60%  co m o  estrato 
IV  y  so lo  e l 1% co m o  estrato V . Para e fe c to s  del análisis y por 
la  relativa  sim ilitud  en  sus c o n d ic io n e s  lo s estratos II y  III se 
analizaron ju n to s, co n stitu y en d o  el 39%  de la  m uestra, así 
co m o  lo s  estratos IV  y  V  q u e  representaron el 61%  restante. 
L a d istr ibución  d e  lo s c a so s  en  e s te  M u n ic ip io , ub icándose la 
m ayoría  en lo s estratos m a s p ob res d e  la p ob la c ió n  (IV  y V) 
se  a sem eja  a lo  rep ortad o  por F u n d a cred esa  (2 2 ) a nivel 
N a c io n a l, aunque el p orcen taje  d e  in d iv id u os en  el estrato III 
e s  b a sta n te  e le v a d o ,  m ien tra s  q u e  en e stra to  V  e s casi 
in ex isten te .

D e sd e  el punto d e  v ista  h em a to ló g ico , las adolescentes  
m ostraron un valor p ro m ed io  de h e m o g lo b in a  d e  11 g/dL, lo 
q u e segú n  e l punto d e  corte  d e  12 g /d L , las c la s if ica  co m o  un 
grupo a n ém ico . En térm in o s d e  ferritina, e l prom edio  del 
grupo fu e  de 1 6 .8 4  p g /L , co n sid era d o  c o m o  adecuado en 
térm in o s d e  re ser v a s  d e  h ierro , au n q u e  a lg u n o s  autores 
c la s ifica n  co m o  d e fic ien c ia  le v e  lo s  va lo res entre 13 y 20  pgI 

L . L o s va lo res sér ico s  para ác id o  fó l ic o  y  v itam ina B 12 de las 

ad o lescen tes estud iad as fu eron  d e  3 .2 0  n g /m L  y 4 7 4 .9 2  pg/ 
m L , resp ectivam en te, lo q u e  s ig n ifica  n iv e le s  norm ales para 
v itam in a  B 12, pero d e fic ie n c ia  m oderada para ácido fólico. 
D e  h ech o , el valor prom ed io  d e  3 .2 0  n g /m L  se  encuentra muy 
cercan o al lím ite  de 3 n g /m L  por debajo  del cual se  considera  
d e fic ien c ia  severa.

En la  F igura 1, se  m uestra la p rev a len c ia  d e d efic ien cia  de 
lo s nutrientes estu d iad os. L a  p rev a len c ia  de anem ia  fue de 
78%  y la de d e fic ien c ia  d e  hierro 3 4 .69% , m ientras que para 
á c id o  f ó l i c o  y  v i t a m in a  B 12 f u e  d e  9 0 .9 %  y 18.8% . 
resp ectivam en te. E s im portante  resaltar que según  el dato 
anterior, 9 0  de las 1 0 0  m uestras eva lu ad as presentaron algún 
grado d e  d e fic ien c ia  de á c id o  fó l ic o  y  la c la s ifica c ió n  de los 
c a so s  c o m o  d e f ic ie n c ia  se v e ra  (< 3  n g /m L ) o  d efic ien cia  

m oderada  (3 -6  n g /m L ), m o stró  q u e  en la m ayoría  de las
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adolescentes (64 de un total de 90) presentaron deficiencia severa 
de ácido fólico, lo que representa el 71%  de los casos con 
deficiencia (Figura 2) y el 64%  del total de casos analizados.

F IG U R A  1
Prevalencia de anem ia ydefic iencias de h ierro , ácido fó lico  

y vitamina B 12 en 100 ado lescen tes esco larizadas del sexo 
fem enino del E stado  F alcón , V enezuela  2 0 0 3 1

Anem ia Defic ienc ia  de 
Fe

D efic ienc ia  de 
Folato

D efic iencia de 
V it B12

Puntos de corte:
Anemia: hemoglobina < 12 g/L
Deficiencia de hierro: ferritina sérica < 10 j_ig/L para adolescentes de 
12-13.9 años y <12 pg/L  para adolescentes de 14 años en adelante 
Deficiencia de ácido fólico severa: < 3 ng/ml y moderada: entre 3- 
6 ng/ml. Deficiencia de vitam ina B 12 : < 200 pg/ml.

F IG U R A  2
Distribución de los casos de defic ienc ia  de ácido fólico, 

según su severidad , en la pob lac ión  estud iada.
E stado Falcón  V enezuela  2003

□  Severa
□  Moderada

,1%

Número de casos estudiados =100
Puntos de corte para deficiencia de ácido fólico
Severa <3ng/ml. M oderada 3-6 ng/ml

Para la d istribución  de casos po r edad , las adolescen tes se 
agruparon en tres ca tegorías 12-13, 14-15 y 16 a 19 años, 
representando cada grupo el 34% , 39% y 27%  de la m uestra 
total estudiada. Pudo  observarse  que la p revalencia  de anem ia 
y deficiencias de h ierro, ácido  fó lico  y v itam ina B 12 m ostró 
una distribución sim ilar en tre  los d iferen tes grupos, aunque 
las deficiencias parecen afectar m as a las adolescentes m ayores 
(16 a 19 años) aunque tam bién  fue  p rec isam en te  este grupo 
en el que la prevalencia  de anem ia  fue m enor que en los otros 
2 grupos de edades (T ab la  1).

T A B L A  1
P revalencia  de anem ia, d efic iencia  de h ierro, ácido fó lico  y 

v itam ina B 12 en las 100 ado lescen tes del sexo fem enino  
estud iadas, c lasificadas por edad. V enezuela  2003 '

Edad (años) n Anem ia Deficiencia Deficiencia Deficiencia
de hierro de de

ácido fólico vitam ina Bu

Prevalencia (%)

12-13 34 85.29 30.30 90.90 18.18
14-15 39 82.05 34.21 87.18 15.38
16-19 27 62.96 40.74 96.30 22.22
Total 100 78.00 34.69 90.91 18.18

1 Puntos de corte:
Anemia: hem oglobina < 12 g/L
Deficiencia de hierro: ferritina sérica < 10 pg/L  para adolescentes de 
12-13.9 años y <12 pg/L  para adolescentes de 14 años en adelante. 
Deficiencia de ácido fólico severa: < 3 ng/ml y m oderada: entre 3- 
6 ng/ml. Deficiencia de vitam ina B 1 2: < 200 pg/ml.

En cuanto  a la d is tribución  por estrato  socioeconóm ico , 
com o se m encionó  se ag ruparon  los estra tos II+III y lV + V  y 
se encontró  poca variación  en las p revalencias de defic iencia  
al c lasificar las ado lescen tes por este criterio . P or ejem plo  la 
p revalencia  de anem ia  fue  82.05%  para los estratos II+III y 
75.4%  para  los estra tos IV +V . A sim ism o, la p revalencia  de 
defic iencia  de h ierro  fue  35.89%  y 32 .79% , la de defic iencia  
de ácido fó lico  89.74 y 90 .16  y la de defic iencia  de v itam ina 
B 12 15 .38%  y 19 .67%  p a ra  los e s tra to s  I I+ III  y IV + V , 
respectivam ente.

L a T ab la  2 se m uestra  la p revalencia  de anem ia asociada a 
las deficiencias de h ierro , ácido fó lico  y/o v itam ina B 12 . Los 
resu ltados en esta  tab la  son ex p resados en térm inos de la 
p o b la c ió n  to ta l e s tu d ia d a  (1 0 0  c a so s )  y en  base  a las 
ado lescen tes que presen taron  anem ia  (78 casos). C om o ya se 
señaló la p reva lenc ia  de anem ia fue de 78%  y se presentó  
anem ia+ deficiencia  de h ierro  en 28 casos, lo que constituye 
28.6%  del total de casos y 35.9%  del total de casos con an e­
m ia. A l analizar la p revalencia  de anem ia  con deficiencia  de 
ácido fó lico  se observó  que el 91%  de las aném icas tuvieron 
defic iencia  de ácido  fó lico  asociada.

La prevalencia de anem ia+ deficiencia de vitamina B 12 afectó 
al 19.23%  de las adolescentes aném icas. Es interesante señalar 

que todas las adolescentes deficientes en vitam ina B 12 eran 
aném icas (excepto 2), y deficientes en ácido fólico (excepto 1). 
En el caso de deficiencia de hierro, de 18 adolescentes con 
d efic ien c ia  de v itam in a  B 12 , 8 p resen tan  sim u ltáneam en te  
deficiencia de hierro. Tam bién se analizó la presencia de ane­
m ia sim ultáneam ente con deficiencia de hierro y ácido fólico, 
encontrándose una prevalencia de 30.76% , lo que indica que
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ca si la totalidad d e  lo s  ca so s  d e  a n em ia + d efic ien c ia  de hierro, 
presentaron adem ás d e fic ien c ia  d e  ác id o  fó lic o .

D e b id o  al im p o rta n te  p a p e l d e  la d ie ta  y lo s  h á b ito s  
alim entarios en la aparición de estas d efic ien cias, se  realizó un 
análisis de los alim entos consu m id os por estas adolescentes a 
través de un recordatorio de 2 4  horas. C om o se  m uestra en  la 
Figura 3 , e l prom edio d e raciones por persona al día en  todos los 
r en g lo n es  a n a liza d o s, n o  cu b r ió  la s r e c o m e n d a c io n e s . El 
consu m o de carnes no alcanzó 1 ración/día a sí co m o  tam poco el 
d e  v eg eta les  y frutas. E l ú n ico  grupo q u e  las a d o lescen tes  
consum ieron mas raciones de las recom endadas y que podría 
cubrir el aporte calórico fueron las grasas y productos clasificados 
c o m o  m isc e lá n e o s  q u e in c lu y e n  la “c o m id a  chatarra” . El 
consu m o de cereales fue tam bién m uy bajo.

T A B L A 2
P resencia  de anem ia en  a so c ia c ió n  c o n  d e fic ien c ia s  
d e  hierro, ácido fó lic o  y /o  v itam in a  B i:  en  las 100  

a d o lescen tes del sex o  fem en in o  estud iad as. V e n e zu e la  200 3

n

Prevalencia 

Sobre 100 casos

(%)

Sobre 78 casos

Anemia 78 78.00
Anemia + Deficiencia
de hierro 28 28.57 35.89
Anemia + Deficiencia
de ácido fólico 71 71.71 91.02
Anemia + Deficiencia
de vitamina B 12 15 15.15 19.23
Anemia + Deficiencia
de ácido fólico +
Deficiencia de hierro 24 24.48 30.76

F IG U R A  3
C on su m o prom edio  d e  a lim en to s segú n  recordatorio de 24  

horas en com paración  co n  e l c o n su m o  recom en dad o

□  Consumo persona/día

- i

0  Consumo promedio 
recomendado

I —

if
1

G r u p o s  d e  a lim e n to s

' Grupos de alimentos 1= Leche y productos lácteos. 2= Carnes y huevos 3= 
Cereales 4= Verduras 5= Frutas 6= Grasas, misceláneos.

DISCUSION

E l g r u p o  d e  la s a d o le s c e n te s  e s  m u y  v u ln er a b le  a 
d eficien cias nutricionales, e sp ecia lm en te  a anem ia, deficiencia  
de hierro y  á c id o  fó l ic o , d eb id o  no so lo  al requerim iento  
aum entado p or  e l c recim ien to  s in o  a las pérdidas m enstruales. 
E sta  v u ln e r a b i l id a d  se  v e  a u m e n ta d a  en  e l  c a s o  d e  
m aduradoras tem pranas, c o m o  en  V e n e zu e la  don de las niñas 
alcanzan la m enarquia  a lo s  8 añ os. E sto s factores, un idos a 
desin form ación  y  falta de p rev en ció n , hacen que e l em barazo  
en ad o lescen tes sea  frecu en te  en este  grupo y  que los r iesgos  
de m orbo-m ortalidad se  increm enten tanto para la m adre com o  
para e l n iño.

L os datos reportados en  este  trabajo m uestran el estado  
n u tric ion a l d e te r io ra d o  en  e s te  g ru p o , e sp e c ia lm e n te  en  
térm inos de a n em ia  y  d e f ic ie n c ia  de ácid o  fó lic o . L a  alta 
prevalencia  d e  a n em ia  en esta  zona , que lleg a  a ser m as del 
dob le  d e  la d e  d e fic ien c ia  d e  hierro, es uno d e  los principales  
hallazgos d e  este  trabajo y  m uestra c laram ente la presencia  
de otros factores en la  aparición  de anem ia. U n o  de estos  
factores podría ser  la d e fic ien c ia  de ácid o  fó lic o , que m ostró  
afectar a la ca si to talidad  d e  las a d o le scen tes  estudiadas. La  
com paración con  otros datos a n ive l N acional co m o  un estudio  
realizado p or  F U N D A C R E D E S A -IV IC  durante 2 0 0 4  en la 
región C entro-O ccid en ta l d e l país, revelaron para las hem bras 
ad o lescen tes entre 11 y  15 años una preva len cia  de anem ia  
de 33.17% , d e  d e fic ien c ia  d e  hierro 30 .8 1 % , de d efic ien cia  
de ácid o  fó lic o  92%  y  de v itam in a  B 12, 25% . En el Estado  
V argas, un esta d o  co stero  cercan o  a la reg ión  capital q u e fue  
e s tu d ia d o  d u ra n te  2 0 0 2 ,  ta m b ié n  s e  e n c o n tr ó  un a  alta  
prevalencia  d e  d e fic ien c ia  d e  ác id o  fó lic o  entre ad o lescen tes, 
alcanzando e l 96%  de lo s c a so s  estu d iad os. L o s datos indican  
que la d e fic ien c ia  de hierro no es la principal causa de la 
altas p reva len cia  de a n em ia  en e ste  grupo d e  edad y que la 
d efic ien cia  d e  ácid o  fó l ic o ,  ju n to  con  otras d e fic ien c ia s  y /o  
factores am bienta les pudiera ser responsab le  d e  lo s resultados 
obten idos no so lo  en esta  reg ión  sin o  a n ivel N acional.

Por lo que se  desprende del análisis de hábitos alim entarios, 
a pesar de la lim ita c ió n  q u e co n stitu y e  e l haber realizado  
so lo  1 recordatorio de 2 4  horas, se  puede inferir un inadecuado  
con su m o p ro te ico , ca ló r ico , de v itam in as y  m inerales, que 
in c lu yen  los nutrientes analizad os en e ste  estud io . C on el bajo 
con su m o de frutas, v e g e ta le s  y  cerea les  el co n su m o  de ácido  
fó lic o  fu e  m u y  bajo. L a fu en te s  de hierro tam bién fueron  
lim itadas y e l bajo co n su m o  de proteín as de origen  anim al y 
de ácido ascòrb ico  y v itam ina A  lim itaría la b iod isponib ilidad  
del p o co  hierro ingerido .

F in alm ente, resulta in teresante señalar que d esd e 1967  el 
E studio  C olab orativo  L atin oam erican o  de M alform acion es  
C on gén itas (E C L A M C ) rea liza  la ev a lu a ció n  de todos los 
recién  n acidos registrados en  1 0 0  h o sp ita les, d istribu idos en 
4 2  c iu d a d es  d e  9  p a íse s  su ra m e ric a n o s , reg istrá n d o se  y
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evaluándose todo nacido (vivo o muerto) malformado (25). 
Para el 2000, el ECLAMC, reportó los datos registrados entre 
1982 y 2000, comparando no solo la tasa entre hospitales, 
sino también, con la frecuencia del ECLAMC. En Venezuela 
participan 3 hospitales ubicados en las ciudades de Maracaibo, 
Ciudad Bolívar y Santa Ana de Coro. La tasa mayor de espina 
bífida ocurrió en Santa Ana de Coro, con 12,1/10 000 
nacimientos, seguido de M aracaibo  con 11,5/10 000 
nacimientos, mientras que el promedio en toda Sudamérica 
fue de 9,3/10 000 nacimientos. Este estudio reveló que Ven­
ezuela tiene una alta p revalencia  de m alform aciones 
congénitas, resultando el Estado Falcón con las tasas mas altas.

Posteriormente, en un estudio realizado precisamente en el 
Municipio Democracia del estado Falcón, para determinar 
factores relacionados con las malformaciones labiopalatinas, 
encontraron como agentes causales de estos defectos la 
multifactoriedad, representada en un 56% y el aspecto genético 
solo un 44% (26). Dentro del aspecto de multifactoriedad se 
encuentran los factores ambientales que incluyen las deficiencias 
de ácido fólico y vitamina B 12 (27) y como se ha reportado en 
este trabajo la deficiencia de ácido fólico es muy elevada, lo que 
no solo podría ser un factor im portante en el origen de 
malformaciones congénitas y otras enfermedades, sino que 
constituye un problema de salud pública y un factor de riesgo 
no solo en esta zona sino a nivel nacional.
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RE SU M O . O trabalho teve, com o objetivo principal, verificar se a 
antropometria (ANT) e a impedáncia bioelétrica (BIA) fornecem 
resultados concordantes com os obtidos pela absortiometria de raios- 
X de dupla energía (DXA), quanto a massa (MG) e a porcentagem  
de gordura (%GC), a massa livre de gordura corporal (MLG) e ao 
índice de MLG (IMLG= MLG/estatura2), em individuos adultos (> 
50 anos), do sexo masculino, sadios (n=23) e em pacientes com 
doen^a pulmonar obstrutiva crónica (DPOC) (n=24). As comparaqoes 
entre as técnicas de com posifao do corpo foram feitas utilizando 
ANOVA por medidas repetidas; para análise de concordancia, 
utilizou-se o  procedim ento de Bland & Altm an. R esultados e 
C o n clu so es: 1) v a lo res  o b tid o s  no grupo sad io  foram  
significantemente diferentes dos observados no grupo com DPOC; 
2) nao foram observadas diferengas significantes, nos individuos 
sadios, entre DXA x BIA e entre DX A  x ANT; em DPOC, a 
com parafáo  entre D X A  x B IA  rev e lo u , para B IA , va lores  
estatisticamente maiores para MG e %GC e menores para MLG e 
IMLG; na com parafáo D X A  x A N T , nao houve d iferen9as 
significantes entre as variáveis; 3) a aplicagáo do teste de Bland & 
Altman, em ambos os grupos, mostrou falta de concordancia na 
comparafáo da BIA cóm  DXA e, também, da AN T com DXA; 
verificou-se, também, superestim a9áo da gordura corporal e 
subestimafáo da MLG pela BIA, em relafáo á DXA. 
Palavras-chave: Impedáncia bioelétrica, absortiometria de raios-X 
de dupla energía, antropometria, massa livre de gordura, massa de 
gordura, DPOC.

SU M M AR Y. C om parative analysis o f body com position assess­
m ent m ethods in healthy m en and in chronic obstructive pulm o­
nary disease patients: anthropom etry, bioelectrical im pedance 
and dual-energy X -ray absorptiom etry. The aim of this study was 
to examine the agreement between the results o f  body fat (BF and 
BF%), fat-free mass (FFM) and FFM index (FFMI= FFM/height2) 
as estimated by skinfold anthropometry (ANT), bioelectrical imped­
ance (BIA) and dual-energy X-ray absorptiometry (DXA) in two 
groups o f men (^ 50 y), one comprising healthy individuals (n=23) 
and the other, patients with chronic obstructive pulmonary disease 
(COPD) (n=24). Comparisons between body composition techniques 
were done by repeated measures ANOVA; the Bland & Altman pro­
cedure was used to analyse agreement. Results and Conclusions: 1) 
comparison between healthy and COPD groups showed significant 
differences between all studied variables; 2) in the healthy group, 
values for BF, BF% , FFM and FFMI were not significantly differ­
ent when BIA or ANT was compared to DXA; however, in COPD, 
values for BF and BF% were significantly higher and for FFM and 
FFMI significantly lower when BIA was compared to DXA; in con­
trast, no differences were shown between values for these variables 
when ANT was compared with DXA; 3) Bland & Altman test, in 
both groups, showed no agreement between BIA and DXA and 
between ANT and DXA; it was also shown that body fat was overes­
timated and fat free mass underestimated by BIA in relation to DXA. 
K ey w o r d s:  B io e le c tr ic  im p ed a n ce , dual energy  X-ray 
absorptiometry, anthropometry, fat-free mass, fat mass, COPD.

IN T R O D U J O

Entre os objetivos importantes dos estudos relacionados 
com a composifao do corpo, ressaltam-se a estimativa do grau

Este estudo foi parcialmente financiado pelo Curso de Pós-Graduagáo de 
Fisiopatologia em Clínica Médica -  Faculdade de Medicina de Botucatu -  
UNESP

de obesidade e o teor de massa do corpo desprovida de gordura, 
a massa magra. Nesse contexto, a posifáo atual é que o índice 
de massa do corpo é urna estimativa imprecisa da massa de 
gordura e da massa magra e nao fornece informafao sobre se 
as alteraqoes de peso resultam de decréscimo de massa magra 
ou de aumento de gordura (1). Atualmente, estáo disponíveis, 
para análise da composifáo do corpo, técnicas relativamente 
simples, como as que empregam os valores das pregas cutáneas
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e a impedáncia bioelétrica, e técnicas mais complexas, como 
a hidrodensitometria, a diluiçâo de isótopos e a absortiometria 
de raios-X de dupla energia, entre outras (2).

Quanto à antropometria, as pregas cutáneas têm sido 
utilizadas para avaliaçâo da gordura corporal, tanto na área 
clínica como na área de saúde pública (3-5). Esta técnica 
fornece resultados de precisáo limitada quando o teor de 
gordura é calculado a partir da medida de apenas urna prega 
cutánea (5,6); ocorre, entretanto, melhora da reprodutibilidade 
dos dados quando os valores de várias pregas sao utilizados 
(4,5).

A impedáncia bioelétrica tem sido empregada na área 
clínica nos últimos dez anos. Esta técnica foi também utilizada 
em estudos populacionais ampios como no Cardiovascular 
Health Study (7) e no N ational H ealth  and N utrition 
Examination Survey III, desenvolvido nos Estados Unidos, 
no período de 1988 a 1994 e que incluiu mais de 7000 
participantes (8).

A absortiometria de raios-X  de dupla energia é um 
procedimento de avaliaçâo nâo traumática da composiçâo 
corporal, que tem sido freq ü en tem en te  u tilizad a  em 
investigaçâo e na pràtica médica na última década, fornecendo 
informaçôes sobre très compartimentos: massa de gordura, 
massa livre de mineral e de gordura e massa de minerai osseo 
total do corpo (9-13).

No presente trabalho, a composiçâo do corpo foi avaliada 
em dois grupos de individuos do sexo masculino, de 50 anos 
ou mais: um grupo de individuos sadios e um grupo de 
pacientes com doença pulmonar obstrutiva crónica (DPOC). 
Très técnicas foram utilizadas para estudo da composiçâo do 
corpo: antropometria, impedáncia bioelétrica e absortiometria 
de raios-X de dupla energia; estas técnicas levaram à estimativa 
do teor de gordura e da massa livre de gordura do corpo. O 
principal objetivo do trabalho consistiu em verificar se a 
antropometria e a bioimpedância elétrica fomecem resultados 
concordantes com os obtidos pela absortiometria, quanto à 
gordura e à massa livre de gordura corporal.

CASUÍSTICA E MÉTODOS

Foram estudados dois grupos de individuos do sexo 
masculino, de idade igual ou acima de 50 anos, um sadio 
(Grupo Sadio, n=23) e outro, com doença pulmonar obstrutiva 
crónica (Grupo DPOC, n=24). O grupo sadio foi constituido 
a partir de funcionários, docentes e moradores da cidade de 
Botucatu - SP. O grupo com DPOC foi recrutado a partir do 
cadastre de pacientes atendidos no ambulatòrio do Hospital 
das Clínicas e acompànhados pelo serviço de Pneumologia 
da Faculdade de M edicina de B otucatu-SP . Todos os 
participantes do estudo foram submetidos à observaçâo clínica, 
ao exame físico, a exames laboratoriais hematológicos e 
bioquímicos de sangue, provas de funçâo pulm onar,

radiografía de tórax e eletrocardiograma em repouso. Tais 
procedimentos tiveram por finalidade, no grupo sadio, afastar 
a existéncia de afec$oes clínicas, especialmente aquelas que 
pudessem interferir na composi$ao corporal. O grupo sadio 
foi composto por individuos assintomáticos, que nao faziam 
uso regular de m edica§oes de qualquer espécie e que 
apresentavam valores das provas de fungao pulmonar dentro 
dos limites de normalidade, segundo a American Thoracic 
Society (14). Q uanto ao grupo com doenqa pulm onar 
obstrutiva crónica, o diagnóstico da doen§a de base foi feito 
por meio de dados de historia clínica, exame físico, critérios 
radiológicos e provas de fun§ao pulmonar, de acordo com a 
Iniciativa Global para a Doenga Pulmonar Obstrutiva Crónica 
-  1998 (15). Estas incluíram o volume expiratório forjado no 
primeiro segundo (VEFJ - em litros e em porcentual do valor 
predito), a capacidade vital forjada (CVF -1) e VEF,/CVF. A 
rela^ao VEF,/CVF devia estar abaixo de 70% em todos os 
casos. Faziam parte deste grupo os pacientes que estavam em 
condi§oes clínicas estáveis na época da realizado dos exames, 
sem apresentar qualquer m a n ife s ta d o  de insuficiencia 
cardíaca, nao afetados por outras condi§oes que interferissem 
no estado nutricional, como neoplasias, doen?as sistémicas, 
renais e hepáticas, diabetes mellitus e alcoolismo, e que nao 
recebiam suplementaqao alimentar.

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Ética 
em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP.

Medida da composi^ño corporal
A composi?áo corporal foi estimada por tres técnicas: 

antropom etría (ANT), im pedáncia bioelétrica (BIA) e 
absortiometria de raios-X de dupla energía (DXA). As medidas 
antropométricas foram obtidas de ácordo com procedimentos 
descritos por Lohman et al. (16) e incluíram: peso corporal 
(P), estatura (E), índice de massa corporal (IMC=P/E2) e pregas 
cutáneas: subescapular-PSE, tricipital-PT, bicipital-PB e 
suprailíaca-PSI. Estas foram medidas com adipómetro modelo 
Lange, marca Cambridge Scientific Industries, com precisáo 
de 0,2 mm. A estimativa da gordura do corpo, a partir das 
pregas cutáneas, foi feita de acordo com o procedimento de 
Durnin & Womersley (3), que utiliza o logaritmo do somatório 
de quatro pregas cutáneas (PSE, PT, PB e PSI) para cálculo 
da densidade corporal e a equagáo de Siri (17), para estimativa 
final do percentual de gordura (%GC). A partir deste valor, 
calcularam-se a massa de gordura (MG) e a massa livre de 
gordura (MLG), ambas em kg.

A análise da composiqao corporal pela BIA foi feita com 
aparelho modelo BIA analyzer - 101 A, marca RJL Systems, 
D etroit. O aparelho u tiliza  co rren te  e lé trica  de baixa 
intensidade (0,8mA) e de baixa freqiiéncia (50kHz). Quatro 
eletrodos foram posicionados no hemicorpo direito: dois no 
dorso da máo (eletrodos transmissores) e dois no dorso do pé 
(eletrodos receptores), tal como referido por Heyward &
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Stolarczyk (18). Por esta técnica, estimaram-se os valores de 
MLG, MG e %GC. Estes valores foram obtidos a partir de 
equaçôes incorporadas no próprio equipamento; a equaçâo do 
aparelho RJL, para massa livre de gordura, foi publicada por 
Segal et al. (19).

Para estimar a composiçâo corporal pela absortiometria, 
foi utilizado o equipamento marca Hologic modelo QDR 2000/ 
Plus (Hologic, Waltham) e o software versâo 5.56. A técnica 
consiste na utilizaçâo de uma fonte de raios-X e na passagem 
destes através de filtro de terra rara (cério ou samário), com o 
que sâo obtidos fótons com dois níveis de energía (40 e 70 
KeV). O feixe de fótons é dirigido para os tecidos, ocorrendo 
interaçôes entre os elementos constituintes destes e os fótons. 
Há, entâo, atenuaçâo de fótons, que varia de acordo com a 
constituiçâo tecidual local. Isto permite a diferenciaçâo dos 
tecidos, analisados em detector. No presente trabalho, foram 
considerados os valores da massa de gordura (MG) e da massa 
livre de gordura (MLG), que corresponde à soma da massa 
livre de mineral e gordura + massa de mineral ôsseo.

Os valores de MLG, estimados pelas très técnicas, foram 
utilizados para calcular o indice de massa livre de gordura 
(IMLG) que corresponde ao valor de MLG dividido pela 
estatura ao quadrado (MLG/E2)

Análise estatistica
Os dados obtidos sâo expressos na forma de médias e 

medidas de dispersâo. Para a comparaçâo de médias, utilizou- 
se o teste t de Student para amostras independentes.

Para a comparaçâo das técnicas, utilizaram -se, como 
referência, os valores obtidos pela DXA; desta maneira, 
compararam-se DXA x ANT e DXA x BIA. Os procedimentos 
estatísticos adotados foram: 1) análise de variância de medidas 
repetidas, com comparaçâo entre as médias, complementada 
com o teste de com paraçôes m últiplas de D unnett; a 
significância foi estabelecida em P<0,05; 2) método de 
concordância  de B land & A ltm an (20), que perm itiu  
estabelecer os limites de concordância entre os resultados 
relacionados à composiçâo corporal, obtidos por duas técnicas 
diferentes.

RESULTADOS

Na Tabela 1, os valores relacionados à composiçâo do corpo 
foram obtidos por absortiometria. O grupo sadio era formado 
por individuos mais jovens, de peso maior e com valor médio 
de IMC significantemente maior que o grupo com DPOC. 
A presentavam , tam bém , valores das provas de funçâo 
pulm onar significantem ente mais altos que o grupo de 
pacientes. Quanto ao IMC, verificaram-se valores acima de 
25,0 kg/m2 em 17 dos 23 individuos sadios e nenhum valor 
abaixo de 20,0 kg/m2, ao passo que em nove dos 24 pacientes 
com DPOC esses valores foram menores que 20,0 kg/m2 e,

em apenas très casos, os valores foram maiores que 25,0 kg/ 
m2. Os grupos diferiram, ainda, quanto à gordura corporal, 
expressa em porcentagem, à massa livre de gordura e ao indice 
de m assa liv re  de g o rd u ra , cu jos valo res foram  
significantemente menores nos pacientes com DPOC.

TA BELA 1
Valores médios e desvios-padrâo de idade, variâveis 
antropométricas e provas de funçâo pulmonar nos 

grupos de estudo

Variáveis Grupos de estudo
Sadio DPOC
n = 23 n = 24

Idade (anos) 57,8 + 7,9 63,8 + 8,2**
Peso do corpo (kg) 75,0 + 9,6 58,2 + 8,7**
Estatura (cm) 168,2 + 6,6 165,6 + 6,8
IMC (kg/m2) 26,5 + 3,2 21,2 + 3,1**
GC * (%) 24,1 + 6,2 20,3 + 6,9**
MLG * (kg) 56,6 + 6,7 46,1 + 5 ,7 * *
IMLG * (kg/m2) 20,0 + 2,0 1 6 ,8 + 1 ,9 * *
VEF, (%) 1 0 8 ,6 + 1 5 ,0 3 4 ,9 + 1 4 ,1 * *
V E F /C V F  (%) 77,5 + 3,0 36,8 + 9,1**

IMC = índice de massa corporal; GC = porcentual de gordura 
corporal; MLG = teor de massa livre de gordura corporal; IMLG = 
massa livre de gordura/estatura2; VEF( = volume expiratório forjado 
no primeiro segundo; CVF = capacidade vital forjada; V E F/C V F = 
volum e expiratório forjado no primeiro segundo dividido pela 
capacidade vital fonjada. * Valores das variáveis relacionadas á 
composi^ao do corpo obtidos por absortiometria. ** = valores do 
Grupo DPOC significantemente diferentes do Grupo Sadio (P<0,05).

Comparaçâo das técnicas
Na Tabela 2, estáo registrados os valores médios e os 

desvios-padrâo das variáveis estimadas pelas très técnicas, 
nos individuos sadios. As com paraçôes das médias nâo 
revelaram diferenças significantes entre os resultados da BIA 
em relaçâo à DXA e também da ANT em relaçâo à DXA.

Na Tabela 3, estáo registrados os valores médios e os 
desvios-padrâo das variáveis estimadas pelas très técnicas, 
nos p ac ien tes  com  D PO C . A aná lise  de variância , 
complementada com teste de Dunnett, revelou haver diferença 
significante (P<0,05) entre os valores obtidos pela BIA em 
relaçâo à DXA; assim, os valores de MG e %GC foram 
maiores e os valores de MLG e IMLG, menores, quando 
estimados pela BIA, em relaçâo à DXA. Os valores estimados 
pela ANT nâo foram significantemente diferentes daqueles 
obtidos pela DXA.
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TABELA 2
Valores médios + desvios-padráo das variáveis da 

composiçâo corporal do grupo de individuos sadios

Variáveis Técnicas de estudo P
DXA BIA ANT

MG (kg) 18,4 ± 6 ,3 20,1 ± 5 ,2 18,4 ± 8 ,5 ns
GC (%) 2 4 ,1 + 6 ,2 26,5 ± 4 ,9 24,3 ±  8,4 ns
MLG (kg) 56,6 ± 6 ,7 54,9 ± 6 ,4 56,6 ± 4 ,9 ns
IMLG (kg/m2) 20,0 ±  2,0 19,4 ± 2 ,1 20,5 ± 1 ,5 ns

DXA = absortiometria de raios-X de dupla energía; BIA = impedancia 
bioelétrica; ANT = antropometria; MG = teor de massa de gordura; 
GC = porcentual de gordura corporal; MLG = teor de massa livre de 
gordura corporal; IMLG = índice de massa livre de gordura corporal; 
valor de P para a análise de variáncia; ns = nao significante.

TABELA 3
Valores médios + desvios-padrao das variáveis da 

composi?ao corporal do grupo de pacientes com doen?a 
pulmonar obstrutiva crónica

Variáveis
DXA

Técnicas de estudo
BIA ANT

P

MG (kg) 12,0 + 5,4 13,7 + 4,3* 11,9 + 5,3 0,005
GC (%) 20,3 + 6,9 23,3 + 5,4* 19,9 + 6,9 0,002
MLG (kg) 4 6 ,1 + 5 ,7 44,6 + 6,3* 46 ,2  + 5,3 0,010
IMLG (kg/m2) 1 6 ,8 +  1,9 1 6 ,3 + 1 ,9 * 1 6 ,8 +  1,6 0,017

DXA = absortiometria de raios-X de dupla energía; BIA = impedancia 
bioelétrica; ANT = antropometria; MG = teor de massa de gordura; 
GC = porcentual de gordura corporal; MLG = teor de massa livre de 
gordura corporal; IMLG = índice de massa livre de gordura corporal; 
valor de P para a análise de variáncia; * =  valores diferentes 
estatisticamente (P<0,05) em relaçâo aos obtidos pela DXA.

Análise de concordáncia
Os resultados do estudo da concordáncia (DXA x BIA e 

DXA x ANT), relacionado ao porcentual de gordura e à massa 
livre de gordura, exp ressa  em kg, sâo ap resen tados 
gráficamente ñas Figuras 1 e 2.

Grupo Sadio
Quanto à gordura corporal, na comparaçâo de DXA x BIA, 

os vieses negativos (-1,7kg para M G e -2,3% para %GC), 
indicam que as estimativas da gordura foram maiores pela 
BIA em relaçâo à DXA; os limites de concordáncia variaram 
de 5,0 a -8,4kg para MG e de 6,2 a -10,8% para %GC. Na 
comparaçâo de DXA x ANT, embora os vieses apresentassem 
valores baixos (-0,03kg para M G e -0,1% para %GC), os 
limites de concordáncia variaram de 8,7 a -8,7kg para MG e 
de 10,4 a -10,6% para %GC.

Em rela9ao á massa livre de gordura e ao índice de massa 
livre de gordura, as comparagoes de DXA x BIA apresentaram 
vieses positivos (l,7kg  para MLG e 0,6kg/m2 para IMLG), 
indicando que a BIA apresenta valores menores em rela?ao á 
DXA. Quanto aos limites de concordáncia, variaram de 8,3 a 
-5 ,0kg  para MLG e de 2,9 a -1,8 kg/m2 para IMLG. Na 
compara5áo de DXA x ANT, os vieses apresentaram valores 
baixos (0,05kg para MLG e -0,4 kg/m2 para IMLG) e os limites 
de concordáncia variaram de 8,8 a -8 ,7kg para MLG e de 1,6 
a -2 ,5  kg/m2 para IMLG.

FIGURA 1
Avalia^ao da concordáncia no grupo de individuos sadios 

entre: porcentagem de gordura estimada pela absortiometria 
e bioimpedáncia (A); porcentagem de gordura estimada 
pela absortiometria e antropometria (B);massa livre de 

gordura estimada pela absortiometria e bioimpedáncia (C) 
e massa livre de gordura estimada pela absortiometria e 

antropometria (D)

10 is JO » M U 
Média OC (DXA • HA, X)

14 »  J* JO U 40
Média OC (DXA a Anlr, %)

50 »  80 K. 70
Média MLO (DXA a RIA. kg)

«  50 M M 55 7 0 75
Média MLO (DXA t  ANI, kg)

G rupo DPOC
A comparaçâo de DXA x BIA revelou vieses negativos 

(-1,6kg para MG e -3,0% para %GC), que indicam que as 
estimativas da gordura corporal foram maiores pela BIA em 
relaçâo à DXA. Quanto aos limites de concordáncia, variaram 
de 3,8 a -7 ,lkg  para MG e de 6,2 a -12,3% para %GC. Na 
comparaçâo de DXA x ANT, semelhante ao que foi observado 
no grupo de individuos sadios, os vieses apresentam valores 
baixos (-0,1kg para MG e 0,4% para %GC) e os limites de 
concordáncia variaram de 5,8 a -5,6kg para MG e de 9,7 a - 
8,9% para %GC.
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A va liagào  da co n cord an cia  no grupo d e  in d iv id u os com  
D P O C  entre: p orcen tagem  de gordura estim ad a  pela  
absortiom etria e  b io im p ed à n cia  (A ); p orcen tagem  de  
gordura estim ada pela  absortiom etria  e  antropom etria  

(B );m assa  livre de gordura estim ada  p e la  absortiom etria  
e b io im pedàn cia  (C ) e  m assa  livre de gordura estim ada  pela  

absortiom etria e  antropom etria  (D )

FIG U RA  2

Mèdia OC (OXA c BIA, %) Mèdia OC (DXA e Ante, %)

-10 . ----

Mèdia MLQ (OXA e BIA. kg) Mèdia MLQ (DXA * Antr, ki

A s c o m p a r a r e s  entre as variáve is m assa  livre de gordura  
e  ín d ice  de m assa livre de gordura revelaram , na com paragáo  
de D X A  x B IA , v ie se s  p o s it iv o s  ( l ,5 k g  para M L G  e 0 ,6 k g /m 2 
para IM L G ) e  ind icam  q u e a B IA  apresenta va lores m enores  
em  relagáo á D X A . Q uan to  a os lim ite s  d e  co n cord an cia , 
variaram de 7 ,4  a -4 ,3 k g  para M L G  e  d e  2 ,8  a -1 ,7  k g /m 2 para 
IM LG . N a  co m p a r a d o  d e D X A  x A N T , o s  v ieses apresentaram  
valores ba ixos (-0 ,1  kg para M L G  e  0 ,0 1  k g /m 2 para IM L G ) e 
os lim ites de concord ancia  variaram  de 5 ,6  a -5 ,8  kg para M L G  
e de 2,1 a -2 ,1  k g /m 2 para IM L G .

DISCUSSÁO

N e s t e  t r a b a lh o , u t i l i z o u - s e  a a b s o r t io m e tr ia  para  
com paragáo do grupo de d o en tes co m  o  grupo sad io  e  para a 
análise  da com paragáo das técn ica s e  de sua concord ancia . 
Isto d e v e -se  aos fatos d e  qu e, a lém  d e  ter s id o  usada para 
validagáo de técn icas co m o  a antropom etria  e  a im pedáncia  
bioelétr ica  (2 1 -2 3 ), a absortiom etria  tem  fo rn ecid o  resultados  
concord antes, quanto á gordura e á m assa  livre  de gordura 
co rp o ra l, co m  té cn ic a s  d e  r e fe r e n c ia  c o n s id e r a d a s  c o m o  
padráo-ouro, na área experim en ta l e  em  in d iv id u o s adultos

sad ios d e  am b os o s s e x o s  e em  d oen tes co m  paralisia cerebral 
e D P O C  (2 4 -2 7 ) . N e ssa  m esm a  linha, in v e s t ig a r e s  recentes 
m ostraram  q u e as estim a tiv a s de gordura e d e  m assa livre de 
gordura do corp o , pela  absortiom etria , sao  q u ase idénticas a 
a q u e la s  o b t id a s  p o r  m o d e lo s  c o m p le x o s  d e  a n á l is e  
com partim ental (2 8 ) e pela  resson án cia  m agn ética  (29 ).

Q uanto á im pedáncia  b ioe lé tr ica , o s  d ad os fornecidos por 
esta  técn ica , nao co n stitu em  m ed id a s d iretas de qualquer  
estrutura b io ló g ic a  de in teresse , c o m o , por ex em p lo , gordura 
ou m assa m uscu lar. N esta  técn ica , as estim ativas sao obtidas 
a partir de eq u a g o es em p íricas que fo rn ecem  valores para a 
água total d o  o rg an ism o, e , en tao , o  teor de m assa  m agra e o  
te o rd e  gordura, num  m o d e lo  de d o is com partim entos. Assim , 
no q u e  c o n c e r n e  á c o m p o s ig a o  d o  c o r p o , a v a lia d a  p ela  
im p e d á n c ia ,  in ú m e r a s  e q u a g o e s  fo r a m  d e s e n v o lv id a s ,  
considerando sex o , idade, estatura e, tam bém , doengas (21,23). 
D esta  m aneira, a aplicagáo d e  equagoes d iferentes pode ensejar 
resu ltados d iferen tes quanto á m assa  d e  gordura e á m assa  
livre  de gordura d o  corpo. P ichard et al. (2 1 ), por exem p lo , 
m o stra ra m  q u e  a a p lic a g á o  d e  d if e r e n te s  fó r m u la s  de  
im pedáncia  forn ece , para a m assa  d e gordura, valores m enores 
(a té  1 0 ,6  ±  10 ,2  k g) e  va lo res m aiores (até 19 ,8  ±  8,8 kg), em  
relagáo  ao va lor d e  17 ,9  k g , e stim a d o  em  m ulheres, pela  
a b so rtio m etr ia . N o  p resen te  trabalho , o va lor  do teor de 
gordura registrado fo i b a sead o  na equagáo incorporada no 
p r ó p r io  a p a r e lh o  q u e  f o i  u t i l iz a d o  para a m e d id a  d o s  
com p artim en tos corporais.

Composigao do corpo no grupo sadio e no grupo com 
DPOC

O s resu ltados rela tivos á co m p o sig a o  do corpo, no grupo 
sad io , sao  sem elh a n tes a d ad os p u b lica d o s na literatura. De  
fato , quanto á porcen tagem  de gordura, G allagher e t  al. (30) 
citam  va lores d e  25 ,1  a 30 ,1  % para h om en s sad ios d e  6 0  a 79  
anos, co m  IM C  variando d e  25  a 3 0  k g /m 2 e , quanto á m assa  
livre de gordura, o s  resu ltados registrados variam  de 4 9 ,5  a
5 8 ,0  kg , tam bém  para h o m en s de m ais de 6 0  anos (9 ,2 4 ).

N o s  p acien tes co m  D P O C , va lores p u b licad os de gordura 
corporal sao  v a r iáveis (1 3 ,3 1 ) , m as p od em  ser ba ixos (10). 
Q uanto á estim ativa  da m assa  liv re  de gordura, há registro de  
valores b a ix o s , de 3 9 ,3 k g  (3 2 ) , e  va lo res m ais altos, de 5 0 ,2  ±  
8 ,7 k g  (2 4 ). N o  presente  trabalho, os va lores de M L G , nos 
pacientes c o m  D P O C , foram  4 6 ,1  ±  5 ,7 k g  (T abela 1), situándo­
se , portanto, dentro d e  lim ites  o b serv a d o s em  pu b licagoes da 
literatura. Q uanto ao IM L G , utilizand o  o  ponto  de corte de
17 ,4  k g /m 2, c o m o  p u b licad o  por P ichard et al. (3 3 ), o valor  
m édio  d o s  in d iv id u o s sa d io s é norm al; o  valor m éd io  dos 
pacien tes com  D P O C  é m enor que 17,4 , correspondendo, pois, 
a ín d ice  de m assa  livre  de gordura b a ix o  (IM L G  < 17 ,4  kg/m 2 
em  17 d o s  2 4  p a cien tes).
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C om paraçâo das técn icas de aná lise  d a  com posiçâo  
corporal e estudo da concordancia en tre  as técnicas

A análise de variáncia nao revelou, nos individuos sadios, 
diferenças significantes entre os resultados relacionados ás 
très técnicas utilizadas (Tabela 2). No grupo de pacientes com 
DPOC, porém, há diferença entre os resultados da impedáncia 
bioelétrica, quando comparados à absortiometria, a impedáncia 
superestimando o compartimento de gordura e subestimando 
a massa corporal magra (Tabela 3). Os valores da gordura 
corporal, obtidos por impedáncia, nos pacientes com DPOC, 
podem ter sofrido influéncia da menor quantidade de gordura 
corporal (menores valores de IMC e %GC, conforme Tabela
1) e por isso apresentam-se superestimados na comparaçâo 
com DXA. Nesta linha, em trabalho recente, Sun et al. (34) 
mostraram que a bioimpedáncia fornece valores altos de 
gordura corporal em individuos sadios classificados pela DXA 
como m agros e va lo res m ais ba ixos nos ind iv iduos 
classificados como obesos.

Quanto ao estudo da conco rdánc ia , os resu ltados 
relacionados com a massa e a porcentagem de gordura do 
corpo, em individuos sadios e em DPOC, mostraram valores 
pequeños de viés nas comparaçôes DXA x BIA, porém com 
limites de concordáncia relativamente largos, indicando falta 
de concordáncia entre os métodos. Pela impedáncia bioelétrica, 
os vieses foram negativos, indicando superestimaçâo da 
gordura e, conseqíientemente, subestimaçâo da massa livre 
de gordura (Figuras 1 e 2), achados coincidentes com os 
resultados da com paraçâo dos métodos pela análise da 
variáncia. Em pacientes com DPOC, Steiner et al. (22) também 
observaram subestim açâo da m assa livre de gordura e 
superestimaçâo da gordura corpórea pela impedáncia, em 
relaçâo à absortiometria. No tocante à massa livre de gordura 
e ao indice de massa livre de gordura, embora os limites de 
concordáncia nâo tenham sido largos, os vieses, em individuos 
sadios e em DPOC, também indicam menor concordáncia 
entre os métodos.

Com relaçâo à antropometria, nos individuos sadios e nos 
pacientes com DPOC, nâo encon tram os d ife renças 
significantes entre os valores de MG, %GC, MLG e IMLG 
estimados por essa técnica e pela absortiometria (Tabelas 2 e 
3 ). Note-se que os valores obtidos pela antropometria quase 
sejustapôem aos da absortiometria, tanto em individuos sadios, 
quanto em pacientes com DPOC. Em bora seja método 
considerado como de sensibilidade menor para detectar, por 
exemplo, depleçâo nutricional (22), a medida de pregas 
cutáneas, realizada por pessoa experiente, com técnica 
padronizada, fornece estimativas consideradas confiáveis e 
com acurácia da porcentagem de gordura corporal (35).

No estudo de concordáncia entre os dados antropométricos 
e dados obtidos pela absortiometria, verificaram-se, para MG, 
%GC, MLG e IMLG, valores médios quase superponíveis, 
com vieses de valor baixo; contudo, também aqui, os limites

de concordáncia sao am pios, o que com prom ete o uso 
intercambiável desses métodos, para análise da composigao 
do corpo de individuos (Figuras 1 e 2).

Levando em consideragáo as diferengas assinaladas entre 
DXA e BIA e DXA e ANT, poder-se-ia utilizar um fator de 
corregáo para ajuste dos valores relacionados aos compartimentos 
do corpo. O fator de corregáo poderia corresponder ao valor do 
viés, tal como calculado pelo método de Bland & Altman (20). 
Entretanto, considerando que, no presente trabalho, os limites 
de concordáncia sao relativam ente largos, os resultados 
perderiam precisáo, tornando-se pouco confiáveis.

As consideraqoes acima expostas sao válidas ñas condigoes 
que se enquadram  dentro do delineam ento do trabalho 
desenvolvido, isto é, para individuos do sexo masculino, de 
50 a cerca de 80 anos de idade, sadios e portadores de doenga 
pulmonar obstrutiva crónica e cujos espagos compartimentais 
foram estimados pelos equipamentos descritos, ñas condigoes 
registradas.

CONCLUSÓES

Em conclusáo, a análise do grupo de individuos sadios 
m ostrou  nao h av er d ife renga  en tre  os re su ltados da 
antropometria ou da impedáncia quando comparados com os 
da absortiometria; em contraste, no grupo com DPOC, houve 
diferenga entre os resultados da impedáncia em relagáo aos 
da absortiometria. Adicionalmente, em análises individuáis, 
em ambos os grupos estudados, nao houve concordáncia entre 
as estim a tiv as  da com posigao  co rpo ra l ob tidas pela 
antropometria ou pela impedáncia em relagáo á absortiometria.
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Perfil do aleitamento materno em menores de 2 anos na cidade 
de Itupeva, SP, Brasil
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RESUMO. O objetivo deste estudo foi estimar a freqüéncia do 
aleitamento materno (AM) e identificar variáveis associadas á sua 
duragao mediana. Trata-se de um estudo transversal de base 
populacional realizada em amostra representativa de 261 crianzas 
menores de 2 anos selecionadas aleatoriamente da área urbana de 
Itupeva, SP, Brasil. O AM foi classificado utilizando-se as 
recomendares da OMS. A freqüéncia e a duragao mediana foram 
estimadas comutilizando-se a técnica de tábuas de vida. O teste de 
Wilcoxon foi empregado para identificar associagao entre as variáveis 
categóricas (p<0.05) na análise bivariada. Para análise multivariada, 
as variáveis associadas com a duragao mediana do AM (Teste de 
Wilcoxon; p<0,10) foram inseridas num modelo de Regressao de 
Cox. Iniciaram a amamentagao 97,3% das crianzas e 41,0% ainda 
estavam em AM no momento da entrevista. A duragao mediana do 
do AM foi de 7,2 meses e de AM exclusivo de apenas 28 dias. 
Associaram-se com a mediana de aleitamento: ordem de nascimento, 
uso de mamadeira, uso de chupeta, número de de filhos, situagao 
conjugal da máe e escolaridade do pai. O modelo de Regressao de 
Cox selecionou como significante as variáveis: ordem de nascimento 
(HR=1,68; IC95%= 1,03-2,73), uso de mamadeira (HR=15,20; 
IC95%=3,69-62,01) e uso de chupeta (HR=2,84; IC95%= 1,95-4,19). 
Pode-se concluir que o perfil do AM em Itupeva ainda se encontra 
distante da recomendagao da OMS, necessitando da intensificagao 
das agóes de incentivo e apoio. As variáveis que influenciam o AM 
devem ser consideradas na operacionalizagao dessas agóes, cabendo 
aos profissionais de saúde envidar todos os esforgos para a aumentar 
a amamentagáo exclusiva em menores de 6 meses e prolongar o tempo 
total de amamentagao.
Palavras-chave: Aleitamento materno; saúde da crianga; 
epidemiología

SUMMARY. Profile of breastfeeding in children under 2 years 
old in the city of Itupeva, SP, Brazil. The objective of this study 
was to estimate the frequency of breastfeeding and to identify vari­
ables associated with median breastfeeding length. It is a cross-sec­
tional population-based study carried out in a representative sample 
of 261 children under 2 years old randomly selected in the urban 
area of Itupeva city, SP, Brazil. The breastfeeding patterns recom­
mended by WHO were used. The frequency and the median length 
of breastfeeding were estimated by life tables technique. The 
Wilcoxon test was used to identify association between breastfeeding 
and the categorical variables (p<0.05) in the bivariate analysis. For 
the multivariate analysis, the variables associated with the 
breastfeeding length (Wilcoxon test; p<0.10) were inserted in a Cox 
Regression model. Almost 100% of the children have initiated 
breastfeeding and 41.0% were in breastfeeding at the moment of the 
interview. The median length of breastfeeding was 7.2 months and 
exclusive breastfeeding was only 28 days. It was observed associa­
tion between the breastfeeding length and the following variables: 
father’s schooling, mother’s marital status, number of children, se­
quence of birth, bottle-feeding and pacifier use. The Cox regression 
model selected as significant variables: sequence of birth (HR=1.68; 
IC95%= 1.03-2.73), bottle-feeding use (HR= 15.20; IC95%=3.69- 
62.01) and pacifier use (HR=2.84; IC95%=1.95-4.19). The current 
pattern of breastfeeding in Itupeva is still far from the WHO recom­
mendations; therefore, encouragement and support to breastfeeding 
need to be intensified. Variables influencing breastfeeding should be 
considered in the attempt to increase breastfeeding. Health workers 
should dedicate all their efforts to increase the exclusive breastfeeding 
period in children under 6 months of age and increase the total 
breastfeeding period.
Key words. Breastfeeding; child health; epidemiology

INTRODUQÁO

O aleitamento materno tem merecido destaque entre as agoes 
básicas de saúde pelo papel fundamental que desempenha na redugao 
da morbi-mortalidade e melhoria da qualidade de vida infantil, 
protegendo o crescimento e o desenvolvimento normal e beneficiando 
biológica e afetivamente a crianga e sua mae, com grande eficácia e 
baixo custo.

Estudo colaborativo recente, da Organizagao Mundial de 
Saúde (OMS) destaca que a protegáo conferida pelo leite

materno contra mortes por diarréia é mais eficiente nos 
primeiros seis meses de vida quando comparada à protegáo 
contra mortes por infecçôes respiratorias. Os resultados dessa 
meta-análise, baseada em cerca de très mil investigagoes 
científicas realizadas em diversos países, inclusive o Brasil, 
reiteraram o efeito protetor do aleitamento materno, mostrando 
que criangas m enores de dois anos, nao amamentadas, 
apresentam risco seis vezes maior de morrer por doengas 
infecciosas quando comparadas ás amamentadas (1).

Desde o final da década de 70, OMS e Unicef estabelecem
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medidas para promover a saúde e nutrigao da crianga. No 
Brasil, a revisáo de Rea (2) mostra a trajetória do programa 
nacional, com a implantagao do Programa de Incentivo ao 
Aleitamento Materno em 1981, seguido da aprovagáo da 
Norma Brasileira de Comercializagao de Alimentos para 
Lactentes e da regulamentagáo dos Bancos de Leite Humano 
em 1988, além do langamento da Iniciativa Hospital Amigo 
da Crianga com os “Dez passos para o sucesso do aleitamento 
materno” em 1991.

Entre os estudos de abrangéncia nacional, a Pesquisa 
Nacional Sobre Saúde e Nutrigao (PNSN) realizada em 1989, 
mostrou que 97% das mulheres iniciavam a amamentagao, 
com duragao mediana de 134 dias, porém com apenas 72 dias 
de aleitamento materno predominante (3). Comparado com 
os dados do Estudo N acional de D espesa  F am ilia r 
desenvolvido (ENDEF) em 1974-75, constatou-se aumento 
considerável no índice de amamentagao, pois o tempo mediano 
de aleitamento materno mais do que praticamente duplicou 
no período, elevando-se de 2,5 para 45,5 meses (4). Dados 
mais recentes, embora referentes apenas as capitais dos 
estados, mostraram que a mediana do aleitamento materno 
passou para 9,9 meses em 1999, porém  a m ediana do 
aleitamento materno exclusivo mantinha-se somente em 33 
dias (5).

Assim, apesar dos ganhos obtidos, ainda há necessidade 
de se continuar a promover a amamentagao, especialmente a 
prática do aleitamento materno exclusivo até os seis meses, 
que permanece bastante inferior ás recomendagoes da OMS
(6), da mesma forma que a manutengao do aleitamento 
materno, acrescido de alimentos complementares, até os dois 
anos de idade ou mais.

O tempo mediano, tanto do aleitamento materno geral 
quanto do exclusivo, tem sido associado a urna série de 
variáveis, tais como idade, situagao conjugal e trabalho 
materno, escolaridade da mae e do pai, paridade, tipo de parto, 
experiencia prévia, peso ao nascer, momento da primeira 
mamada, uso de mamadeira e chupeta, entre outros, revelando 
a interagáo de determinantes sociais, económicos, políticos, 
culturáis e psicológicos (7- 9).

Considerando que a determinagao de tais variáveis poderia 
contribuir para urna maior efetividade prática dos programas 
de promogáo do aleitamento materno, com o controle e/ou 
modificagáo dos fa to res su sce tív e is  de in tervengáo , 
desenvolveu-se este estudo que teve como objetivo analisar o 
perfil do aleitamento materno em criangas menores de 2 anos, 
identificando variáveis a ela associadas.Tendo em vista que o 
desmame precoce ainda representa um problema de saúde 
coletiva, que se associa diretamente á morbi-mortalidade 
infantil, e que estudos de abrangéncia populacional e de caráter 
local (o conhecimento dos determinantes daquela comunidade) 
sao de suma importancia para o direcionamento das políticas 
públicas locáis de saúde e de incentivo ao aleitamento materno,

justifica-se a realizaçâo deste estudo, que teve como objetivo 
estimar a freqüéncia e identificar variáveis associadas à 
duraçâo mediana do aleitamento materno.

M ÉTODOS

Este estudo transversal, de base populacional, integra um 
projeto mais ampio desenvolvido em Itupeva, SP, municipio 
localizado 70 km a oeste da cidade de Sao Paulo. A amostra 
do projeto maior foi delineada para ser representativa e 
proporcional ao número de criangas com idade inferior a 2 
anos, residentes nos setores censitários que compunham a zona 
urbana do municipio. Para garantir a representatividade da 
amostra para os diversos sub-projetos, além da estimativa do 
número de criangas menores de dois anos e do número de 
domicilios na área urbana do m unicipio, considerou-se 
também urna prevaléncia estimada de 45% de anemia.

U tilizando-se  o proced im ento  de am ostragem  por 
conglomerados, e com base na teoria da Inferencia Estatística, 
obteve-se um tamanho amostral de 274 criangas, aceitándo­
se um erro de até 5,0%, com previsáo de 10% de perdas e 
recusas. O sorteio foi realizado em très etapas, obedecendo- 
se ao critèrio de probabilidade. Sortearam-se inicialmente os 
setores censitários urbanos e as áreas urbanas isoladas (ou 
núcleos urbanos da zona rural), seguido dos conglomerados 
de domicilios (quadras ou quarteirôes), e finalm ente os 
domicilios individuáis. A amostra final foi constituida por 261 
criangas.

A pesquisa foi aprovada por Comité de Ética em Pesquisa 
registrado na Comissâo Nacional de Ética em Pesquisa e os 
dados foram obtidos a partir de um inquérito domiciliar, 
realizado nos meses de julho e agosto de 2001, por equipe 
treinada. A entrevista foi realizada somente com a mae da 
crianga, utilizando-se um formulàrio com questóes objetivas 
e respostas fechadas.

Considerou-se como variável dependente, a freqüéncia e 
a duraçâo do aleitamento materno, classificado de acordo com 
os indicadores recomendados pela OPS/OMS (10):

A leitam ento m aterno  (AM ): alim entaçâo com leite 
materno, independente do consumo de qualquer complemento, 
lácteo ou nao.

Aleitam ento materno exclusivo  (AME): alimentaçâo 
exclusiva com leite materno, sem qualquer outro líquido ou 
sólido, porém  podendo receber vitam inas, minerais ou 
medicamentos.

Aleitamento materno predominante (AMP): alimentaçâo 
em que o leite m aterno constituiu a principal fonte de 
alimentaçâo, porém incluí água, chás, suco de frutas, soro de 
rehidrataçâo oral, porém nenhum outro leite ou alimento semi- 
sólido.

Aleitamento materno complementado em tempo oportuno: 
alimentaçâo com leite materno e alimentos sólidos ou semi-
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sólidos, independente de receber outro leite ou outros líquidos.
Aleitamento materno continuo 1: lactentes de 12 a 15 meses 

que continuam recebendo leite materno.
Aleitamento materno continuo 2: lactentes de 20 a 23 meses 

que continuam recebendo leite materno.
Com o variàveis  in d ep en d en tes , fo ram  estudadas 

características fam iliares (renda fam iliar per cap ita  e 
esco laridade do pai); ca rac terísticas m aternas (idade, 
escolaridade, insergào no trabalho, situagào conjugal, número 
de filhos, orienta5òes sobre AM no pré-natal e no parto); e 
características infantis (idade, sexo, peso ao nascer, tempo e 
ordem de nascimento, uso de mamadeira e de chupeta).

Os dados obtidos foram inseridos em bancos de dados 
criados no programa Excel. A análise foi feita utilizando-se os 
pacotes estatísticos Epilnfo 6, Statistical Package for Social 
Science - SPSS 8.0 e Stata.

Para se obter as estimativas do AM atual (no momento da 
entrevista) e respectivos intervalos de 95% de confianga, 
considerou-se o setor censitário como unidade primària de 
amostragem.

Obteve-se o tempo mediano de AM utilizando-se a técnica 
de tábuas de vida, considerando-se como evento final a 
interrupgao definitiva da amamentagào. Em relagào à crianga 
que ainda recebia leite materno, o tempo de AM referiu-se à 
pròpria idade da crianza. O uso dessa técnica permitiu utilizar 
informagoes tanto de criangas desmamadas como daquelas 
amamentadas no momento da entrevista, favorecendo urna 
análise longitudinal dos dados, mesmo tendo sido o estudo 
delineado como transversal. No caso do AME e do AMP, foram 
considerados como evento final a introdugáo de água, chás ou 
sucos e a in trodugáo  de q u a lq u e r ou tro  a lim ento , 
respectivamente. As criangas que nunca haviam recebido leite 
materno foram consideradas como se tivessem iniciado a 
amamentagào e parado logo depois (tempo de AM = 0).

A associagào entre a variável dependente, expressa em 
curvas de sobrevida do AM, e as variáveis independentes foi 
inicialmente avahada através do teste de Wilcoxon, adotando- 
se um nivel de significancia de 5%. Na análise multivariada, 
as variáveis que apresentaram associagào com o tempo de AM, 
no nivel de significancia de 10% (P<0,10), foram analisadas 
adotando-se o modelo de Regressño de Cox, com processo de 
selegáo de variáveis “backward”, utilizando-se como variável 
dependente o tempo de AM. Os resultados foram expressos 
em hazard ratio - HR (razao de densidade de incidencias), com 
intervalo de 95% confianga (IC).

RESULTADOS

Do total das criangas estudadas, apenas sete nào iniciaram 
a amamentagào, ou seja, 97,3% haviam sido ou estavam sendo 
amamentadas. A Tabela 1 apresenta os indicadores do AM no 
momento da entrevista, de acordo com a classificagào da OMS.

Observa-se que mais da metade das 261 criangas estudadas já 
haviam sido desmamadas, urna vez que somente 41 % estavam 
em AM (IC95%: 35,0 -  47,0). Entre os menores de 4 meses, 
77,8% recebiam leite materno (IC95%: 65,2 -  90,4), porém 
apenas 17,8% estavam em AME(IC95%: 6 ,7 -29 ,4 ) e 31,1% 
já estavam em AMP (IC95%: 17,0-45,0). Cerca de um quarto 
dos menores de 6 meses já  nao recebiam mais leite materno.

TA BELA 1
Indicadores da situagáo do Aleitamento Materno (AM) 

atual, no momento da entrevista. Itupeva, Sao Paulo, 2001

Tipo de aleitamento Faixa etária Total de Crianzas 1C (95%)
materno (AM) (meses) crianzas amamentadas 

n (%)

AM -  Aleitamento 
materno 0 - 2 4 261 107 (41,0) 35,0 - 47,0

< 4 45 35 (77,8) 65,2 - 90,4
< 6 71 51 (71,8) 61 ,1 -8 2 ,5

AME - AM Exclusivo < 4 45 8 (17,8) 6,7 - 29,4
< 6 71 9 (12,7) 4,7 - 20,6

A M P - AM
Predominante < 4 45 14 (31,1) 1 7 ,0 -45 ,0

< 6 71 14 (19,7) 1 0 ,0 -29 ,0

AM Complementado
em tempo oportuno 6 - 9 47 7 (14,9) 4,3 - 25,5

AM Continuo 1 1 2 - 1 5 42 7 (15,2) 4 ,9 -2 8 ,4

AM Continuo 2 2 0 - 2 4 38 12 (31,6) 16,1-47,1

- A  Figura 1, construida a partir da técnica de tábuas de 
vida apresenta o padráo de AM, AME e AMP no decorrer dos 
primeiros dois anos de vida. A probabilidade de amamentagáo 
no final do primeiro mes era de 89,6%, caindo para 70,0% e 
61,5% aos quatro e seis meses, respectivamente. A curva 
apresenta declínio mais acentuado nos primeiros seis a sete 
meses, revelando o quáo elevada é a taxa de desmame nesse 
período. Aos 12 m eses, a p robabilidade das criangas 
continuarem sendo amamentadas era de apenas 38,1%, e de 
24,6% aos 18 meses. A curva de sobrevida revela também 
que aos 24 meses, a proporgáo de criangas que continuariam 
em AM seria de apenas 19,5%. A duragao mediana do AM 
(idade em que a metade das criangas ainda é amamentada) 
para todas as criangas estudadas foi de 7,2 meses. As curvas 
de AMP e AME revelaram que ao final do primeiro mes, 
apenas 47,7%  das criangas encontravam -se em AME, 
proporgáo que cai para 35,6% aos dois meses e 11,3% aos 
quatro meses. A mediana do AME foi de apenas 0,9 meses
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(28 dias). A probabilidade da crianza estar em AMP, ou seja, 
receber água, outros líquidos ou alimentos, no primeiro mes 
de vida era de 18,8%, passando para 60,9% no terceiro mes 
de vida.

FIGURA 1
Dura?áo estimada do aleitamento materno (AM), 

aleitamento materno exclusivo (AME) e aleitamento 
materno predominante (AMP) mediante o uso de curvas 

de sobrevida. Itupeva, Sao Paulo, 2001

Tipo de AM’  

“ AMP 

“ AME

° AM
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tempo (meses)

A associaçâo entre a duraçâo do AM e as variáveis 
estudadas está apresentada na Tabela 2. A duraçâo do AM 
associou-se inversamente com a escolaridade do pai, de forma 
que crianças de pais com menor escolaridade (<  3 anos de 
estudo) mamavam por tem po significativam ente maior 
comparada às crianças de pais com  m aior escolaridade. 
Também a situaçâo conjugal da máe influenciou no tempo de 
AM, pois aquelas que viv iam  com  o com panheiro  
amamentavam significativamente mais tempo. Em relaçâo ao 
número de filhos e ordem de nascimento, verificou-se que a 
duraçâo do AM das mulheres com um filho era menor em 
relaçâo àquelas com très ou mais filhos e que os primeiros 
filhos eram amamentados por menos tempo em comparaçâo 
aos filhos de terceira ordem em diante. A duraçâo mediana do 
AM foi significativamente maior entre as crianças que nâo 
faziam uso da mamadeira, da mesma forma que entre aquelas 
que nâo faziam uso da chupeta (havendo uma diferença de 
mais de dez meses na mediana de duraçâo do AM).

ÿ  0.0

TABELA 2
Variáveis estudadas e associaçâo com o tempo de 

Aleitamento materno (AM).Itupeva, Sâo Paulo, 2001

Variáveis n Mediana de 
AM (meses)

P*

Características familiares
Renda familiar per capita 0,1910
¿1,8 salàrio-minimo 215 7,8
<1,8 salàrio-minimo 46 6,8
Escolaridade do pai (anos) 0,0009
<3 16 24,0
>3 201 7,6
Características maternas
Idade (anos) 0,9075
<20 40 10,8
>20 221 7,5
Escolaridade (anos) 0,8887
<3 27 12,6
>3 233 7,5
Insergào no traballio 0,0655
Sim 74 6,1
Nào 187 7,9
Situalo conjugal 0,0334
Com companheiro 227 8,0
Sem companheiro 34 4,5
Nùmero de filhos 0,0223
Um 99 6,1
Dois 89 7,9
Trés ou mais 73 9,5
Orientales sobre AM no pré-natal 0,6172
Sim 131 7,3
Nào 130 7,8
Orientafòes sobre AM no parto 0,1022
Sim 226 7,6
Nào 35 7,0
Características infantis
Sexo 0,4854
Masculino 141 6,9
Feminino 120 7,8
Peso ao nascer 0,7238
<2500g 18 7,3
>2500g 241 7,6
Nascimento de termo 0,6096
Sim 239 7,6
Nào 22 7,1
Ordem de nascimento 0,0107
1° filho 99 6,1
2° filho 91 8,3
3° filho em diante 71 10,2
Uso de mamadeira <0,001
Sim 216 6,6
Nào 45 24,0
Uso de chupeta
Sim 139 4,6 <0,001
Nào 122 14,9

* Teste de Wilcoxon
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A Tabela 3 mostra o resultado estatístico da análise 
multivariada. O modelo de Regressáo de Cox selecionou como 
significativas apenas as variáveis ordem de nascimento, uso 
de mamadeira e uso de chupeta. Observa-se que as criangas 
de primeira ordem apresentaram chance 1,68 vezes maior de 
terminar o segundo ano de vida desmamadas, em relagáo 
áquelas de terceira ordem. Essa chance foi 2,84 vezes maior 
para as crianzas que faziam uso de chupeta e 15,2 vezes maior 
para aquelas que faziam uso de mamadeira, comparadas 
áquelas que nao faziam  uso de chupeta e m am adeira, 
respectivamente.

TABELA 3
Valores do Hazard Ratio, intervalo de confianga (IC) e 

significancia estatística (p) obtidos no modelo de Cox para 
as variáveis fináis selecionadas, tendo o desmame aos 24 

meses como variável dependente. Itupeva, Sao Paulo, 2001

Variáveis Hazard ratio (IC 95%) P

Ordem de nascimento 
1° 1,68 (1,03-2,73) 0,04
2o 0,98 (0,61-1,56) 0,93
3 0 em diante 1 — —
Uso de chupeta 
Sim 2,84 (1,95-4,19) <0,001
Nao 1 — —
Uso de mamadeira 
Sim 15,20 (3,69-62,01) <0,001
Náo 1 — —

DISCUSSÁO

Como parte de urna investigado mais ampia que teve como 
finalidade caracterizar os determinantes das condigoes de saúde 
e nutrigáo da populagáo menor de dois anos da cidade de 
Itupeva, este estudo avalia o perfil do AM a partir de inquérito 
domiciliar. Apesar da amostra ter sido calculada para urna 
prevaléncia esperada de 45% de anemia, a prevaléncia de AM 
encontrada, 41% (IC95%: 35,0-47,0) com um erro de 6%, 
mostra que o cálculo amostral também foi válido para estudar 
o AM.

Em estudos de natureza transversal, os dados sobre o AM 
podem ser obtidos a partir de recordatorio de 24h, isto é, da 
freqüéncia de criangas amamentadas no dia anterior ao da 
entrevista (current status) ou a partir de dados colhidos de 
forma retrospectiva, como no presente estudo. Neste caso, a 
análise dos dados com o emprego da técnica de tábuas de vida, 
permite obter urna estimativa longitudinal do aleitamento, 
possibilitando estudar a prevaléncia desse evento e a incidencia 
do desmame, com número menor de observagoes. Apesar disso, 
a análise dos resultados encontrados deve considerar o viés de

memoria, com um  nos estudos que obtém informagoes 
retrospectivas (11). Entretanto, mesmo nao se obtendo o 
consumo alimentar da crianga ñas 24 horas anteriores á da 
entrevista, a máe foi questionada sobre o estado atual da 
amamentagáo e a idade de introdugáo de determinados 
alimentos, possibilitando assim a construgao da Tabela 1, 
similar á de estudos que utilizam o método current status, 
podendo-se fazer algumas analogías.

Tendo em vista essas consideragoes é que se analisam e 
discutem os parám etros do AM ora estudados, isto é, a 
proporgáo de criangas amamentadas e o tempo em que elas 
permaneceram em AM (duragáo mediana), além da associagáo 
entre a duragáo m ediana do AM e variáveis familiares, 
maternas e infantis, tragando-se alguns paralelos com perfis 
já  determinados em outras localidades do Brasil.

Os resultados obtidos revelaram que quase a totalidade 
das criangas iniciou o aleitam ento materno em Itupeva 
(97,3%). Essa proporgáo é similar áquela encontrada no Brasil 
em 1989 (97,0%) pela Pesquisa Nacional sobre Saúde e 
Nutrigáo (3).

Apesar disso, a situagáo do AM na área urbana de Itupeva 
é preocupante, pois nos meses seguintes, a proporgáo de 
criangas amamentadas diminuiu rápidamente, caracterizando 
um quadro de desm am e precoceestá muito aquém das 
recom endagoes da OM S (1991). No m om ento da 
entrevista,Embora quase a totalidade das máes íníciasse a 
amamentagáo, menos da metade das criangas estavam sendo 
amamentadas (41,0%)no momento da entrevista, apesar do 
AM ser recomendado até os dois anos de vida ou mais. Em 
relagáo. Entre os menores de 4 e 6 meses, a proporgáo de 
criangas em AM era  de 77,8%  e 71,8% , enquanto 
encon travam -se  em A M E, som ente  17,8% e 12,7%, 
respectivamente exclusivo.

Esses resultados encontram-se bastante aquém daqueles 
relatados para os menores de 4 meses do Distrito Federal (12), 
85,3% e 26,8% de criangas em AM e AME, respectivamente, 
porém similar aos verificados para os menores de 6 meses, 
70,9% e 12,8%. Já em relagáo a Sao Carlos (13), observou-se 
dados similares quanto ao AM aos 4 e 6 meses (73,3com 
apenas 1,8% das criangas de 6 meses encontravam-se em AME 
e % e 63,8%, respectivamente), enquanto o AME foi maior 
tanto entre os menores de 4, quanto entre os menores de 6 
meses (37,8 e 27,7%, respectivamente)em AME aos 3 meses 
de idade.

A duragáo mediana do AM em Itupeva foi de apenas 7,2 
meses, tempo inferior á mediana brasileira de aos 9,9 meses 
constatados pelo Ministério da Saúde ñas capitais brasileiras, 
no último estudo de maior abrangéncia (5), contudo superior 
aos 6,6 meses em Ouro Preto (14) e na regiáo Nordeste do 
Brasil (7).

Em relagáo ao AME, a duragáo mediana de encontrada 
(28 dias) reitera os preocupantes 33 dias relatados encontrados
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para o Brasil (5) e 39,4 dias no Distrito Federal (12). Além 
disso, ao final do primeiro mes somente 47,7% das crianzas 
cncontravam-se em AME, proporgáo que aos quatro meses 
caiu para 11,3%. Esses dados indicam que a situagáo do AME 
é crítica, tanto em Itupeva quanto em outras localidades do 
Brasil.

Audi et al (8) verificaram que quase um quarto das crianzas 
com menos de 90 dias recebiam água ou chá no Municipio de 
Itapira. César et al (15), entrevistando todos os médicos que 
prestavam atendimento a crianzas em Pelotas, encontraram 
cerca de metade recomendando o uso de chás para criangas 
menores de seis meses, para o tratamento de cólicas, ainda 
que nao haja evidencias científicas que comproveando esse 
efeito benéfico. Esses comportamentos se refletem na extensao 
do AMPno encontrado no presente estudo, que apresentouteve 
mediana mais próxima dea 4 meses que o aleitamento materno 
exclusivo.

Algumas variáveis que tém sido classicamente relacionadas 
ao tempo de AM - renda familiar, idade, escolaridade e trabalho 
maternos, orientagoes sobre AM, baixo peso ao nascer e 
nascimento pré-termo - nao interferirán! na prática da 
amamentagáo em Itupeva.

A mediana de AM foi quase a metade quando a máe nao 
vivia com companheiro, denotando que a presenta do pai é 
importante e se associa com maior duragáo do AM. Issler et al 
(16) constataram que o apoio do pai é fundamental na decisao 
de amamentar e também na duragáo do AM, destacando a 
importancia de considerar o pai nos programas de incentivo 
ao AM.

A associagáo entre menor escolaridade paterna e maior 
duragáo do AM contraria a tendencia secular dos padroes de 
AM evidenciada pela OMS (17) e constatada no Municipio 
de Sao Paulo (9). De acordo com essa análise, a tendéncia 
observada é que após um período de baixa prevaléncia e 
duragáo, a retomada do AM tem inicio ñas classes mais 
privilegiadas (com mais informagáo e acesso aos servigos de 
protegao e apoio ao AM) que posteriormente influencia o 
comportamento das classes mais pobres. Nos anos de 1973/ 
74, verificou-se que menor número de mulheres das classes 
de renda mais elevada amamentavam no Municipio de Sao 
Paulo (18). Já na década seguinte, nos anos de 1984/85, 
Monteiro et al (9) confirmaram a tendéncia observada pela 
OMS (17), urna vez que encontraram associagao positiva entre 
duragáo mediana da amamentagáo e escolaridade do chefe da 
familia.

Em relagáo ao número de filhos e ordem de nascimento, 
as primíparas amamentaram por menos tempo, da mesma 
forma que o observado por por Issler et al (16) e Gigante et al
(19).O Issler et atl (16) lembram que a “primigesta nao tem 
nenhuma experiencia orgánica ou emocional anterior”, fato 
reiterado neste estudo, urna vez que criangas de terceira ordem 
em diante foram amamentadas por mais tempo. Por sua vez,

Oo estudo prospectivo de Ingran et al, Woolridge e Greenwood 
(20), que analisaram  a quantidade de leite produzido, 
consta taram realm en te  que as p rim íparas produziam  
significativamente menos leite que as multíparas.

A OPS/OMS (10) recomenda estudar a freqüéncia da 
alimentagáo do lactente com mamadeira, pois essa prática 
prejudica o AM, diminuindo a sucgao e conseqüentemente a 
produgáo do leite, que favorece o desmame e aumenta a taxa 
de m orbidade e m ortalidade por diarréia. Em Itupeva, 
comprovou-se que a mediana de AM decresceu 17,4 meses 
com o uso da mamadeira, diferenga superior áquela verificada 
na Regiáo Nordeste do Brasil, que foi de 13,9 meses em 1996
(7).

Quanto ao uso da chupeta e sua relagáo com o AM, muito 
se tem estudado, especialmente depois que Victora et al (21) 
demonstraram maior risco de desmame entre usuárias de 
chupetas. Embora a chupeta nao tenha sido constatada como 
causa, representa urna ferramenta importante para o desmame, 
urna vez que máes “menos á vontade para amamentar” sofrem 
mais interferencia da chupeta do que aquelas mais seguras 
em relagáo á amamentagáo. Assim, apesarda náo causalidade, 
Victora et al (22) sugerem que a chupeta seja utilizada como 
um marcador para identificar criangas e máes com dificuldade 
para amamentar. Diferentemente desses resultados, Aarts et 
al (23) constataram que o uso da chupeta diminuiu a duragáo 
do AM, mesmo em máes motivadas para amamentar e com 
experiencia prévia. Para Howard et al (24) e Marques et al 
(25), o fato da chupeta aumentar o intervalo das mamadas e 
diminuir o estímulo para a produgáo do leite explica em parte 
a associagáo confirmada entre o uso dessa ferramenta e a menor 
duragáo do AM.

Dados do M inistério da Saúde revelam que 53% das 
criangas menores de 1 ano usam chupeta no Brasil (5). Victora 
et al (22), em estudo epidem iológico e etnográfico que 
envolveu visita em 650 domicilios de máes e bebes no Sul do 
Brasil, constataram que com 1 mes, 85% dos bebés usavam 
chupeta. Mesmo em populagáo orientada para evitar seu uso, 
constatou-se que 61,6% a utilizavam no final do primeiro més 
de vida (26). Assim, para Lamounier (27), apesar da relagáo 
bem estabelecida entre uso de chupeta e menor duragáo do 
aleitamento materno, tal associagáo necessita ser mais estudada 
e explicada, principalmente porque esses hábitos sáo muito 
difundidos e culturalmente arraigados no Brasil e em outros 
países.

Cabe ressaltar que os resultados do presente estudo náo 
possibilitaram definir relagáo de causa e efeito, urna vez que 
a exposigáo e o desfecho foram avahados ao mesmo tempo. 
O que se constatou foi menor duragáo de AM entre criangas 
que utilizavam  m am adeira e chupeta no m omento da 
entrevista. Além, disso, apesar de representativo da populagáo 
de criangas menores de dois anos, a amostra estudada pode 
ter sido reduzida a ponto de náo indicar associagóes do AM
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com variáveis importantes, reconhecidamente associadas com 
essa pràtica. Mesmo assim, os resultados permitem estabelecer 
algumas conclusòes e recom endares.

Em primeiro lugar, a sinalizagào de que o maior problema 
encontrado em Itupeva refere-se ao tempo extremamente curto 
de AME, indicando que a in troduco  de outros alimentos é 
precoce. Em segundo lugar, a constatagào de Constatou-se que 
diversas variáveis associaram-se estatisticamente com o tempo 
de AM, reiterando-se : ordem de nascimento, orienta^ào sobre 
AM no locai do parto, nùmero de filhos, situa9ào conjugal 
materna, trabalho regular materno e escolaridade patema, além 
de uso de mamadeira e uso de chupeta. Aassim, reitera-se o 
conceito estabelecido de que o declínio ou o aumento do AM 
é determinado por urna multiplicidade de variáveis complexas 
e in te r-re lac io n ad as que devem  se r co n sid e rad as  na 
identifica§ào  de p rio rid ad es para  o p lané jam en to  de 
interven9òes de apoio ao AM.

No caso de Itupeva SP, os resultados apontam que as 
primigestas e aquelas que vivem sem companheiro devem ser 
priorizadas nas interven9òes, e que o uso de mamadeiras e 
chupetas deve ser desestimulado. Além disso, os dados do 
presente estudo refor9am revelam a necessidade de se melhorar 
a qualidade do pré-natal e do atendimento ao partoimplementar 
a9oes de promo9ào, prote9ào e apoio ao AM, cabendo aos 
profissionais de saúde envidar todos os esfor90s nos s e n d o s  
de saúde do municipio, com vistas a aumentar a amamenta9áo 
exclusiva em criangas menores de 6 meses e prolongar o tempo 
total de amamenta9áo. Destaca-se que aeduca9áo das gestantes 
e puérperas é fundamental para a promo9§o do AM, porém 
mais importante é a educa9áo dos profissionais de saúde, que 
devem ter conhecimento sobre o assunto e manter atitudes 
positivas em rela9ao ao AM (39). Além da orienta9áo no pré- 
natal e pós-parto imediato, Albernaz e Victora (40) ressaltam 
a importáncia do apoio às maes após a alta hospitalar, com a 
inclusao de orienta95es relacionadas à técnica de aleitamento 
e resolu9áo de problemas que a màe venha a encontrar 
concretamente durante a amamenta9áo.

Refor9a-se, pois, a necessidade de se implementar a9òes 
de promo9ào, prote9ào e apoio ao AM, com mobiliza9áo de 
toda a equipe de saúde e ado9áo de medidas simples, que vém 
se mostrando essenciais para melhorar os padroes de AM.
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Desarrollo y validación de un método por HPLC para la 
determinación de niveles de vitamina A en leche materna. 

Su aplicación a una población rural de Argentina
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RESUMEN. Se desarrolló y va lid ó  una m etodología  para la 
cuantificación de vitamina A en leche humana. Se determinaron los 
niveles en 223 muestras correspondientes a los m eses 5, 6 y 7 
posparto, obtenidas en la provincia de Santiago del Estero. Las 
muestras (500 pL) se saponificaron con hidróxido de potasio/ etanol, 
se extrajeron con hexano, se llevaron a sequedad y se reconstituyeron 
con metanol. Se utilizó una columna RP-C18, fase m óvil metanol 
/agua (91:9 v/v) y detector de fluorescencia (X excitación 330 nm y 
X emisión 470 nm) para la separación y cuantificación de vitamina 
A. Los parámetros analíticos de linealidad (r2: 0 ,9995), límites de 
detección (0,010 pg/mL) y de cuantificación (0,025 pg/mL), precisión 
del método (desvío estándar relativo, RSD = 9,0% en el día y RSD = 
8,9% entre días) y exactitud (recuperación = 83,8%) demuestran que 
el método desarrollado permite cuantificar la vitamina A en forma 
eficiente. Los valores promedios + desvío estándar (DE) obtenidos 
en las muestras analizadas fueron 0 ,60  ±  0,32; 0,65 ±  0,33 y 0,61 ± 
0,26 pg/mL para 5o, 6o y T  mes, respectivamente. No se observaron 
diferencias significativas en los tres m eses analizados y los valores 
hallados fueron similares a los de bibliografía. El 19,3% del total de 
la población estudiada presentó niveles inferiores a 0,40 pg/mL, lo 
que supone un riesgo para los niños de ese grupo, ya que son 
necesarios al menos 0,50 pg/mL para cubrir los requerimientos diarios 
del b e b é .
Palabras clave: HPLC, validación, retinol, leche materna.

SUMMARY. Development and validation of an HPLC method 
for the quantification of vitamin A in human milk. Its applica­
tion to a rural population in Argentina. A methodology for the 
quantification o f vitamin A in human milk was developed and vali­
dated. Vitamin A levels were assessed in 223 samples corresponding 
to the 5lh, 6lh and 7 lh postpartum months, obtained in the province of 
Santiago del Estero, Argentina. The samples (500 pL) were saponi­
fied with potassium hydroxide/ ethanol, extracted with hexane, evapo­
rated to dryness and reconstituted with methanol. A column RP- 
C18, a m obile phase methanol /water (91:9 v/v) and a fluorescence 
detector (X excitation 330 nm and X emition 470 nm) were used for 
the separation and quantification o f  vitamin A. The analytical pa­
rameters o f linearity (r2: 0 .9995), detection (0.010 pg/mL) and quan­
tification (0.025 pg/mL) limits, precision o f  the method (relative 
standard deviation, RSD = 9.0% within a day and RSD = 8.9% among 
days) and accuracy (recovery = 83.8%) demonstrate that the devel­
oped method allows the quantification o f vitamin A in an efficient 
way. The mean values + standard deviation (SD) obtained for the 
analyzed samples were 0 .60 ±  0.32; 0.65 ± 0.33 and 0.61 ± 0.26 pg/ 
mL for the 5th, 6 lh and 711' postpartum months, respectively. There 
were no significant differences among the three months studied and 
the values found were similar to those in the literature. Considering 
the whole population under study, 19.3% showed vitamin A levels 
less than 0.40 pg/mL, which represents a risk to the children in this 
group since at least 0 .50 pg/mL are necessary to meet the infant 
daily needs.
Key words: HPLC, validation-retinol, human milk.

INTRODUCCION

La lactancia  e s  la a lim en tación  óptim a del n eon ato , pero  
han surgido interrogantes sobre p o sib les  cam bios en lo s n ive les  
d e  a lgunos nutrientes, deb id o  a la d ieta. E s sab id o  que m ujeres 
d efic ien tes en vitam ina A  presentan bajos n iv e le s  de retinol 
lácteo . E sta situ ación  in cid iría  n eg a tiv a m en te  en el estado  
nutricional del lactante co n  resp ecto  a esta  v itam in a  y podría  
relacion arse con  una m ayor m orb i-m ortalidad . D e  acuerdo

c o n  lo s  datos h a lla d o s en b ib lio g ra fía  las p o b la c io n es con 
su fic ien te  v itam in a  A  a lcan zan  con cen tra c io n es en la leche 
entre 0 ,5 0  y 0 ,7 0  p g /m L  (1 ). S e  considera  que concentraciones 
p o r  d e b a jo  d e  0 ,4 0  p g /m L  so n  t íp ic a s  d e  p o b la c io n e s  

d efic ien tes (2 -4 ) .
H asta el m o m en to , la ún ica  form a de evaluar si la cantidad 

de vitam ina A  que lo s  n iñ os ingieren es la adecuada, es a través 
de la cu a n tifica c ió n  d e  d ich o  nutriente en la lech e  m aterna, ya 
q u e n o  e x is te  una b u en a  co rre la c ió n  entre lo s n iv e le s  de
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vitamina A en suero materno y los niveles lácteos (5).
Para la cuantificación de retinol en muestras de leche y 

fórmulas infantiles a base de leche es necesario realizar una 
saponificación de la muestra, una extracción de dicha vitamina 
con un solvente orgánico y un análisis posterior por HPLC 
utilizando un detector UV/visible (6- 9). Sin embargo, cuando 
la muestra a analizar es leche materna, en general se dispone 
de un pequeño volumen de muestra. Esto hace necesario contar 
con una técnica muy sensible. Es por este motivo que en el 
presente trabajo se desarrolló y validó un método para la 
determinación de vitamina A en leche materna adaptando la 
técnica de saponificación y extracción a una pequeña cantidad 
de muestra (500 pL) y realizando la detección por fluorescencia 
ya que permite obtener una sensibilidad mucho mayor.

Con esta metodología se analizaron muestras de leche 
materna correspondientes a los meses 5', 6 y 7 posparto de 
madres de niños nacidos a término de una población rural de 
bajos recursos de Argentina, con el objetivo de conocer los 
niveles de vitamina A láctea de este grupo poblacional.

M ATERIALES Y M ETODOS

Aparatos
El sistema utilizado consistió en una bomba 515 HPLC 

Pump (Waters) con inyector Rheodyne (loop de 50 pL), un 
detector de fluorescencia (474 Scanning Fluorescence Detec­
tor, Waters) y una columna ET 250/8/4 Nucleosil® 10 C 18 
(Macherey Nagel). Se utilizó como fase móvil metanohagua 
(91:9, v/v) con un flujo de 1 mL/min. La detección se realizó 
a k excitación 330 nm y k  emisión 470 nm. La adquisición 
de datos se realizó con el programa Chromatography Station 
CSW de DataApex Ltd. Se trabajó con solventes de calidad 
HPLC (J.T. Baker) y agua u ltrapura (EA SY pure RF, 
Barnstead).

Muestras
En primera instancia, se trabajó con muestras provenientes 

de mujeres sanas de clase media con niveles normales de 
vitamina A, tomadas alrededor del 1er mes posparto, para 
realizar los ensayos de validación.

Posteriormente, se analizaron 223 muestras de leche ma­
terna, correspondientes a madres de niños nacidos a término 
y que asistían al Hospital Distrital de Forres, Santiago del 
Estero, Argentina, para sus visitas periódicas de control. En 
todos los casos se les solicitó su consentimiento para la 
realización del presente estudio. Las muestras correspondieron 
a los meses 5 (n= 75), 6 (n= 80) y 7 (n= 68) posparto.

Las muestras de leche se obtuvieron por extracción manual 
de un seno, vaciándolo completamente. La leche se colocó 
en frascos de plástico y se conservó a -20°C  y al abrigo de la 
luz hasta su procesam iento. Todas las recolecciones se 
efectuaron entre las 10 y 12 horas.

Preparación del estándar
Se preparó una solución madre de retinol disolviendo una 

alícuota de todo -trans retinol (S igm a- Aldrich) en metanol 
calidad HPLC (J. T. Baker). Se realizaron diluciones con el 
mismo solvente hasta obtener valores de absorbancia entre 
0,3 y 0,5 a 325 nm. Se calculó la concentración de esta 
solución utilizando la Ley de Lambert - Beer y se diluyó, 
aproximadamente a 0,5 pg/mL, para realizar la inyección 
cromatogràfica.

Preparación de las m uestras

Saponificación
Se colocaron exactamente 500 pL de leche materna en 

erlenmeyer color caramelo, se agregaron 2 g de hidróxido de 
potasio p.a., 12 mL de etanol y 120 mg de hidroquinona p.a. 
Se colocó un tubo refrigerante y se calentó en baño de agua a 
70 - 80°C durante 45 minutos. Inmediatamente, sin enfriar, se 
realizó la extracción.

Extracción
Se trasvasó la muestra a una ampolla de decantación color 

caramelo con 6 mL de solución saturada de cloruro de sodio 
p.a. Se realizaron dos extracciones con 15 mL de hexano p.a. 
Ambas fases de hexano se recogieron en un balón, previa 
filtración por papel de filtro Whatman N° 2 que contenía sulfato 
de sodio anhidro p.a. y se evaporaron en ro tavapor 
(tem p era tu ra  no m ayor de 40°C) hasta  sequedad . 
Inmediatamente antes de la inyección se reconstituyó la 
vitamina A con 1,0 mL de metanol HPLC.

Para el blanco de reactivos se realizó el proceso de 
saponificación y de extracción en ausencia de leche materna.

Todas las muestras fueron procesadas por duplicado y cada 
replicado se inyectó dos veces.

Estudio estadístico
Para la evaluación estadística de los resultados se aplicó el 

test de ANO VA. El nivel de significación se fijó en un 5%. Se 
utilizó el programa InStat versión 3.01.

RESULTADOS Y DISCUSION 

D esarrollo y validación del m étodo analítico
Para el desarrollo del método se realizó una búsqueda 

bibliográfica acerca del contenido promedio de vitamina A 
en leche materna (5,10) y se estudió la respuesta del estándar 
cuando se utiliza un detector de fluorescencia. Se estableció 
que, debido a la alta sensibilidad de esta metodología, es 
posible trabajar con 500 pL de leche materna, a los fines de 
cuantificar vitamina A, aún en muestras deficientes, cuando 
la m uestra es saponificada, ex traída y posteriorm ente 
reconstituida con 1,0 mL de metanol.
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Se optimizó la resolución de la separación cromatogràfica 
trabajando con m uestras reales. Para ello se aum entó 
progresivamente la proporción de agua en la fase móvil, hasta 
9%, sin alterar el factor de asimetría del pico de análisis.

La saponificación de las muestras se realizó según la 
metodología descripta por Escrivá y col. (8) reemplazando la 
utilización de ácido ascòrbico por hidroquinona como 
antioxidante.

Para establecer la linealidad se realizaron 6 diluciones del 
estándar y cada una se inyectó tres veces. Se demostró 
respuesta lineal en el rango de 0,05 -  1,50 pg/mL (n= 18), 
con un coeficiente de correlación de 0,9995; ecuación de la 
recta y = 2029 x + 14,6 y un error estándar de 0,0139.

La determinación de los límites de detección (LD) y de 
cuantificación (LC) fue realizada en base a la desviación 
estándar de la respuesta del blanco y a la pendiente de la curva 
de linealidad, obteniéndose valores de 0,010 pg/mL para el 
LD y de 0,025 pg/mL para el LC.

Para evaluar la exactitud del método se determinó el nivel 
basai de vitamina en una muestra proveniente de una mujer 
sana (n=6), luego se realizó la adición de vitamina A en 
cantidades correspondientes al 50%, 100% y 125% del nivel 
basai. Las muestras de cada nivel se procesaron por triplicado. 
El porcentaje de recuperación promedio fue 83,8 ± 6,9 (n= 9) 
(Tabla 1).

TABLA 1
Recuperación de vitamina A en leche materna 

correspondiente a 50%, 100% y 125% de adición respecto 
del nivel basai de la muestra

Nivel 50 % Nivel 100%  Nivel 125% Promedio ± DE

Recuperación
(% y  ±  d e 80,7± 8,7 9I,6±  2,7 79,0± 5,3 83,8 ± 6.9

a n= 3

Se evaluó la precisión como el desvío estándar relativo 
(RSD) en el día y entre días. Para ello se realizaron 5 
determinaciones de una muestra durante tres días consecutivos. 
Cada día se trabajó con una alícuota distinta de la misma 
muestra mantenida a-20°C y al abrigo de la luz. Para el ensayo 
en el día (n= 5) se obtuvo un RSD de 9,0% y para el ensayo 
entre días (n= 15) un RSD de 8,9% (Tabla 2).

Los resultados obtenidos para la exactitud y precisión del 
método analítico responden a las tolerancias recomendadas 
para este tipo de muestra y para esta concentración de analito
(ID-

C u a n tif ic a c ió n  de v ita m in a  A en m u e s tra s  de una 
población ru ra l

En la Figura 1 se observan, a modo de ejemplo, los 
cromatogramas correspondientes a blanco de reactivos, 
estándar de vitamina A y leche materna.

TABLA2
Precisión del método analítico en el día y entre días

Promedio (pg / mL) DE (pg / mL) RSD (%)

En el día “ 0,598 0,054 9,0
Entre días h 0,601 0,054 8,9

" n=5,h n=15

FIGURA 1
Cromatogramas correspondientes a blanco de reactivos, 

estándar de retinol (0,47 pg / mL) y leche materna. 
Las condiciones cromatográficas se describen 

en Materiales y Métodos

En la Tabla 3 se presentan los resultados correspondientes 
a las 223 muestras analizadas. No se observaron diferencias 
significativas en el contenido de vitamina A entre los tres 
meses analizados. Los valores hallados fueron similares a los 
de bibliografía (1), los cuales indican que durante los primeros 
seis meses, en poblaciones con suficiente vitamina A, el rango 
de concentración promedio de retinol en leche materna es de 
0,50 a 0,70 pg/mL. En el presente estudio, para los tres meses 
analizados el promedio fue de 0,62 ± 0,31 pg/mL.

TABLA 3
Concentraciones de vitamina A (pg/mL) en leches 

humanas correspondientes a 5o, 6o y 7o mes posparto

5o mes 6o mes 7o mes P
n 75 80 68

Promedio ± DE 0,60 ± 0,32 0,65 ± 0 ,3 3  0,61 ± 0 ,2 6  n.s.

Rango 0 ,1 3 - 2 ,3 9  0 ,1 9 -  1,83 0 ,2 4 -1 ,8 4
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Las ingestas recomendadas de vitamina A son de 400 |ig/ 
día para bebés de 0 -  6 meses y de 500 pg/día para bebés de 7- 
12 meses (10). Estas cifras se calcularon teniendo en cuenta 
que el nivel promedio de vitamina A en leche humana entre 0 
y 12 meses es de 0,485 pg/mL. Para el cálculo del primer 
grupo (0 -6 meses) se tuvo en cuenta que la producción 
promedio de leche por día es de 780 mL. Para el segundo 
grupo (7 -12 meses) se debe sumar el aporte estimado debido 
a la alimentación complementaria (244 pg/día) y el aporte 
correspondiente a la leche materna (promedio de producción 
600 mL) equivalente a 291 pg/día (10). De acuerdo con estos 
datos consideramos que los bebés que sólo ingieren leche ma­
terna con valores inferiores a 0,40 pg/mL podrían no cubrir 
sus necesidades diarias de vitamina A.

Según nuestros resultados diecinueve^ muestras del 5o 
mes (n=75), catorce muestras del 6o mes (n= 80) y diez 
muestras del T  mes (n= 68) presentaron valores de vitamina 
A por debajo de 0,40 pg/mL. Esto indica que el 19,3% de las 
muestras analizadas presentaron valores de vitam ina A 
característicos de poblaciones deficientes.

CONCLUSIONES

Los parámetros analíticos de linealidad, lím ite de 
detección, límite de cuantificación, exactitud y precisión del 
método para el ensayo en el día y para el ensayo entre días 
demuestran que el método desarrollado permite cuantificar, 
en forma eficiente, vitamina A en muestras de leche humana.

Un elevado p o rcen ta je  (80 ,7% ) de las m uestras 
correspondientes a una población rural de Santiago del Estero, 
Argentina, presentaron niveles de vitamina A suficientes para 
cubrir las necesidades metabólicas del bebé aún en el caso de 
ser amamantados en forma exclusiva. Sin embargo el 19,3% 
de la población presentó valores de vitamina A compatibles 
con poblaciones deficientes (menor a 0,4 pg/mL). Sería 
necesario evaluar si estos niños reciben  alim entación 
complementaria suficiente para cubrir sus necesidades diarias 
de esta vitamina.

Dado que en la Argentina no se cuenta con información 
acerca de los niveles de vitamina A en leche materna, se 
propone esta metodología para realizar un estudio de los 
niveles de retinol en muestras de mujeres en distintas etapas 
de la lactancia, de diferentes estratos socioeconómicos y de 
diversas regiones del país a fin de establecer la adecuación 
con respecto a la vitamina A de los niños amamantados.
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Déficit estatural em criangas em idade escolar: urna análise 
muitivariada de possíveis fatores de risco, Pernambuco -1997
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RESUM O. Utilizando dados da II Pesquisa Estadual Sobre 
Alimentagáo, Saúde e Nutrigáo do Estado de Pemambuco- 
Brasil, desenvolvida em 1997, analisou-se o  estado nutricional e 
alguns fatores de risco de 894 criangas em  idade escolar (6 a 12 
anos) do Estado de Pemambuco - Brasil. O ponto de corte usado 
na avaliagáo nutricional foi o  limite referente a -2 escore-Z, 
tendo com o padrao de referencia o NCHS. A prevaléncia do 
nanismo nutricional no estado foi de 16,9% e o  espago geográfi­
co mais atingido o Interior Rural com  27,1%. A análise bi-varia- 
da mostrou que o baixo nivel socioeconóm ico das criangas e de 
suas familias está associado á ocorréncia do déficit estatural e, o  
m odelo de regressao logística indicou as variáveis: local de 
residencia, género, tratamento da água de beber, déficit de esco- 
laridade e renda per capita com o principáis determinantes do 
nanismo nutricional. A análise conjunta dos múltiplos fatores 
explicativos para o  déficit estatural encontrado ñas criangas estu- 
dadas, mostrou que a probabilidade de urna crianga em  idade 
escolar apresentar déficit estatural variou, dependendo dos 
fatores de risco considerados, de 1,5 a 60,3% configurando 
assim, diferentes “cenários” epidem iológicos. O estudo concluiu 
ainda que no Estado de Pernambuco o déficit estatural constituí 
um problema de saúde pública especialmente para as criangas 
em  idade escolar residentes ñas áreas rurais, retratando duas real­
idades epidem iológicas bem  diferentes entre os m eios urbanos e 
rurais.
Palavras chaves: Nanism o nutricional, Saúde escolar, 
Escolares, D éficit Estatural.

SUMMARY. Height deficit in school aged children: a mul­
tivariate analysis of possible risk factors, Pernambuco-1997
The nutritional status and som e risk factors in 894 school chil­
dren (ages 6  to 12) in the State o f  Pemambuco, Brazil, were ana­
lyzed based on the data collected by the Second State Research 
on Nourishment, Health and Nutrition carried out in 1997. The 
cutoff point used in the nutritional evaluation was the limit refer­
ring to -2 score-Z, being the NCHS the reference standard. The 
prevalence o f stunting in the state was o f  16.9%. Rural areas 
were more affected, reaching 27.1%. Bivariate analysis showed  
that the low  socioeconom ic level o f  the children and their fami­
lies is associated with the occurrence o f  stunting. The logistic  
regression model pointed the variables: residence location, gen­
der, access to treated potable water, low  education, and per-capi- 
ta incom e as the main determinants in stunting. The conjunct 
analysis o f  all the factors that explain the malnutrition found 
among the school children studied showed that the probability o f  
a school-aged child to present height deficit varied from 1.5 to 
60.3% depending on the risk factors taken into account, therefore 
showing different epidem iological “scenarios.” The study also 
concluded that in the State o f  Pemambuco the height deficit 
constitutes a public health problem especially for school children 
in rural areas, showing two very different epidem iologic realities 
between urban and rural areas.
K ey words: Stunting, Health in school children, School-aged  
children, Height deficit.

INTRODUgÁO

O  retardo estatural, d en o m in a d o  “stu nting” na literatu­
ra in tern acional (1 ,2 ) ou  “n a n ism o ” nu tric ion al, exp ressa o  
preferida por autores b rasileiros (3 ,4 ) , con stitu í a carac­
terística  antropom étrica  q u e m elh or  representa  o  quadro  
e p id e m io ló g ic o  da desnutrigao en erg ético -p ro té ica  tanto  
em  n iv e l m undial (5 ) quanto n acion a l (6 ).

A fe ta n d o  o  cresc im en to  e sq u e lé tic o  e , a ss im , com pro-  
m eten d o  a m ed id a  d o m in an te  das re la g o es corporais (a 
estatura), o s  e fe ito s  s in érg ico s da desnutrigao prim ária e

d o s  e stre sses  in fe c c io s o s  d e  e lev a d a  p rev a lén c ia  e  re le ­
vante  a g io  p a to g én ica  se  refle tem , cu m u lativam en te, no  
retardo d o  c re sc im e n to  linear, e sta b e lec en d o  padróes  
fe n o típ ico s  q u e  d e fin em , n o  tem p o , e sp a g o  g eo g rá fico  e  
e m  relagào  a d iferen tes grupos p o p u la c io n a is , o  resultado  
d o s a justes entre o  p oten cia l g en é tico  e  as co n d ig o es  do  
m e io  am biente . C o m  esta  co m p reen sà o , a lém  d o  in teresse  
e sp e c íf ic o  na área d e  nutrigáo, o s  e stu d o s sobre o s  
parám etros d e  estatura representam  u m  in d icador gen érico  
das c o n d ig o e s  c o le t iv a s  d e  saú d e (7 ,8 ).

E m  fu n gao  d o  reco n h ec im en to  c o n sen su a l d e  sua
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importancia no período crítico dos primeiros meses e anos 
de vida, o crescimento e o estado de n u trid o  de crianzas 
menores de cinco anos tém sido objetos de incontáveis 
estudos clínicos e epidemiológicos em todo o mundo, 
principalmente nos países e regióes onde as condi§5es 
socioeconómicas sao adversas, configurando os ecossis- 
temas da pobreza, com suas várias rep resen ta res  e com ­
ponentes (9,10). No entanto, na idade escolar, o processo 
de crescimento físico e, mais genéricamente a própria 
condigao nutricional, nao tém sido devidamente valoriza­
dos, sendo escassas as pesquisas que tratam da magnitude 
do problema, suas características e fatores associados.

Tal desinteresse resulta, possivelmente, das evidencias 
de que o crescimento na idade escolar reflete o efeito 
cumulativo e residual de processos prévios, que seriam 
cruciais nos primeiros anos de vida, quando efetivamente, 
o problema deveria ser considerado como de saúde públi­
ca. A valo rizado  deste conceito pode ser representada na 
recom endado, em grande parte promovida por alguns 
organismos internacionais (11) de que a av a liad o  da 
estatura dos escolares poderia ser referenciada, por razóes 
de facilidade logística, como urna forma indireta de se 
estimar a própria s itu a d o  dos menores de cinco anos, de 
aferido  mais difícil, demorada e custosa. Seria, portanto, 
um indicador proxi, fundamentada na hipótese de co- 
linearidade das duas s i tu a re s  (11,12).

No caso do Brasil e, em grande parte dos países latino­
americanos, tres aspectos devem ser considerados, justifi­
cando o interesse próprio de se avaliar o crescimento e o 
estado nutricional dos escolares. Em primeiro lugar, o 
rápido processo de tra n s id o  nutricional, implicando em 
diferenjas sensíveis entre os dois grupos etários, menores 
de cinco anos e escolares, separados por um período de 
cinco a oito anos (13). O segundo, se refere ao caráter 
socialmente seletivo das escolas, de forma que parte con- 
siderável das crianzas em idade escolar nao se acha 
matriculada na rede de ensino, deixando, assim, de repre­
sentar a com posido  do universo social (14). O terceiro 
argumento refere-se a associa^ao evidenciada em estudos 
no Brasil do estado nutricional com o desempenho no 
processo de aprendizagem (15,16).

É, portanto, nesta perspectiva que se justifica o pre­
sente estudo que, utilizando dados da II Pesquisa de Saúde 
e N u trid o  do Estado de Pernambuco-1997, teve como 
objetivo principal a id e n tif ic a d o  de fatores socio­
económicos e biológicos que pudessem melhor explicar o 
nanismo nutricional em c r ia n d s  em idade escolar do 
Estado de Pernambuco de modo a contribuir na d e fin id o  
e a v ah ad o  de políticas públicas mais adequadas á re­
sol u^ao do problema.

CASUÍSTICA E M ÉTODO

O estudo, do tipo corte transversal, foi desenvolvido 
tendo como fonte principal de dados o arquivo da II 
Pesquisa Estadual de Saúde e N utrido  do Estado de 
Pernambuco -  1997. O detalhamento do método utilizado 
no referido estudo se encontra disponíve! em publicado 
própria (17). A amostra do tipo probabilistica (aleatoria 
estratificada) e estatisticamente representativa para as tres 
áreas geográficas estudadas, Regiào Metropolitana do 
Recife-RMR, Interior Urbano-IU e Interior Rural-IR, foi 
definida para permitir representado das c riab as  menores 
de cinco anos. Entretanto, é possível considerar que as 
crianzas em idade escolar, residentes em h a b ita re s  onde 
foram encontrados os menores de cinco anos, quase 
sempre, irmàs, representem o universo de c riab as  nesta 
idade para o Estado de Pernambuco. Desta forma, foram 
identificadas 1.013 crian?as em idade escolar, na faixa 
etária de 6 a 12 anos, dos quais, 119 (11,7%) nao foram 
estudados por falta de in fo rm a re s  antropométricas, 
totalizando 894 escolares pesquisados.

A variável dependente estudada foi o déficit estatural 
segundo o indicador altura/idade (A/I), tomando-se como 
ponto de corte o limite referente a -2 escore-Z (Z < -2), 
tendo como referencia o padrao do National Center o f  
Health Statistics (NCHS), recomendado pela O rganizado 
Mundial de Saúde para uso internacional na avahado  
nutricional de crianzas (1). Assim, foram consideradas 
baixas para a idade as crianzas classificadas abaixo de -2 
escore-Z (Z < -2) e eutróficas (altura adequada para a 
idade) aqueles com valores maiores ou iguais a - 2 ( Z S
2). Neste traballio, o termo “escolar” por vezes será uti­
lizado como referencia ás crianzas em idade escolar.

Para o estudo de associado  entre o déficit estatural e 
os possíveis fatores de risco, foram utilizadas, além de 
variáveis biológicas como gènero e idade, algumas 
variáveis socioeconómicas da familia e a variável “déficit 
de escolaridade”. Para a escolha desta variável partiuse do 
pressuposto de que a escola, sendo considerada um espado 
estratégico para fo rm a d o  de hábitos alimentares 
saudáveis e para o acesso a urna alim entado adequada, 
pode funcionar como um fator de prote?áo (18).

Embora os mecanismos utilizados para a coleta dos 
dados na II Pesquisa Estadual de Saúde e N utrido  do 
Estado de Pernambuco-1997 (17), da qual se originou este 
estudo, nao permitam afirmar que durante a sua realizado 
as crianzas em idade escolar estivessem frequentando a 
escola, as in fo rm a le s  sobre a última sèrie cursada possi- 
bilitaram estimar o déficit de escolaridade. Assim, a partir 
da in form ado disponível sobre a última sèrie cursada no 
ensino fundamental foi calculada a variável déficit de 
escolaridade, usando o seguirne critèrio: crianzas de 6 e 7
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anos de idade nâo tem déficit de escolaridade (valor=0); 
crianças de 8 anos, teóricamente, deveriam contar um ano 
de escolaridade e, caso nâo tivessem, teriam um ano de 
déficit de escolaridade, no mesmo raciocinio; crianças de 
9 anos poderiam ter um ou, no máximo, dois anos de 
déficit, e assim por diante, até um máximo de 4 anos de 
déficit de escolaridade para crianças de 11 anos que nunca 
foram à escola, ou que nâo tivessem concluido pelo menos 
a primeira série.

A idade, avaliada em anos, foi categorizada em duas 
faixas etárias, de 6 a menos de 10 (6 10) e maior ou igual 
a 10 ( ^ 0 ) .  As variáveis socioeconómicas estudadas
foram: abastecimento de água, através da rede gérai (com 
canalizaçâo interna) e de outras formas (incluindo poço ou 
nascente, chafariz, rede gérai sem canalizaçâo interna e 
outras formas); tratamento da água de beber, consideran­
do tratada (férvida, filtrada, mineral ou clorada) e sem 
tratamento (coada, sem tratamento e outras formas); esgo- 
tamento sanitário: sanitário ligado à rede geral, sanitário 
ligado à fossa com tampa e outras formas (incluindo 
sanitário ligado à fossa rudimentar); destino do lixo, cole- 
tado e outras formas (incluindo a colocaçâo em terreno 
baldio e outras formas); posse de geladeira; renda familiar 
mensal e renda per capita.

Para a renda familiar mensal foram consideradas as 
rendas totais da familia incluindo renda do trabalho e de 
outras fontes. A renda entâo obtida foi transformada para 
efeito de análise comparativa, em fraçôes do salário míni­
mo (SM) adotando-se as seguintes categorías: abaixo de 1 
SM (< 1SM), de 1 a menos de 2 SM (1 2) e maior ou igual 
a 2 SM ( >2SM ). A renda per capita foi calculada divi- 
dindose a renda familiar total pelo número de pessoas do 
domicilio. Tal como no caso da renda familiar, utilizouse 
a transformaçâo para salário mínimo, adotandose a 
seguinte estratificaçâo: abaixo de ? do SM (< 0,25), de ? 
a menos de meio SM (0,25 0,50) e maior ou igual a 0,50 
SM (>0,50). Na ocasiáo da pesquisa um salário mínimo 
correspondia à R$120,00 (equivalente a US$ 113,42).

Para a análise estatística dos resultados foi feita, inicial­
mente, urna análise bivariada adotandose o teste Qui- 
quadrado (c^) de associaçâo de Pearson e, quando perti­
nente, a correçâo de Yates, para testar a associaçâo entre o 
estado nutricional e os possíveis fatores de risco, além de 
calcular o valor da Odds Ratio (OR) para ocorrência de 
déficit estatural, em algumas situaçôes de interesse. No 
caso de variáveis com mais de duas categorías, sendo estas 
ordinais, foi utilizado o teste Qui-quadrado para tendência 
linear.

Posteriormente, foi ajustado um modelo de regressâo 
logística, considerando como resposta de interesse a 
ocorrência de déficit estatural (Y =l representando a 
criança com déficit e Y=0 a criança eutrófica) e, como

fatores de risco, denominados variáveis explicativas, todas 
aquelas variáveis biológicas e socioeconómicas com asso- 
ciagáo estatística com a c o n d ilo  nutricional das crianzas 
em idade escolar, utilizando como critèrio de selegao o 
método stepwise.

Para aplicagao do modelo de. regressáo foram consi­
deradas como variáveis “candidatas” aquelas que na 
análise bi-variada apresentaram um nivel de significancia 
de no máximo 10%, para entáo aceitar como variáveis par­
ticipantes do modelo aquelas com valor máximo de 5%, 
garantindo, desta forma, 95% de co n fiab a  em todos os 
cálculos (p £ 0,05) . No caso da variável déficit de esco­
laridade, foi utilizado a quantidade de anos de déficit 
como urna variável continua e nao categórica. A partir do 
modelo ajustado, foi possível estimar a probabilidade de 
déficit estatural, ñas crianzas em idade escolar, controlán­
dose os possíveis fatores de risco.

Como plataforma computacional foram utilizados os 
software's EPI-INFO, versáo 6.02 e SPSS, versáo 10.0 
para Windows.

RESULTADOS

Na Tabela 1 estao contidas as análises efetuadas para 
estabelecer possíveis relagóes entre o estado nutricional 
das criangas em idade escolar e fatores biológicos e 
socioeconómicos. Conforme observado, a prevaléncia de 
déficit estatural (Z < -2) no Estado de Pernambuco foi de 
16,9%. Entre os estratos geográficos, o IR foi a regiáo que 
apresentou os maiores percentuais (27,1%), sendo pratica- 
mente equivalentes no IU (8,8%) e na RMR (9,6%).

Escolares residentes no IR apresentaram maiores 
riscos de déficit estatural (OR= 3,48) quando comparados 
com aqueles residentes na RMR. Para o total da amostra, 
com excegáo da idade, todas as variáveis estudadas se 
mostraram estatisticamente associadas ao estado nutri­
cional dos escolares avaliados, conforme se pode constatar 
na Tabela 1. Em todos os casos, observase pelos valores 
das OR que a prevaléncia de déficit estatural aumenta à 
medida que pioram as condigóes socioeconómicas. Com 
relagáo ao déficit de escolaridade, constatase que, quanto 
maior o déficit maior a prevaléncia de criangas com baixa 
estatura. Assim, criangas com 4 anos de déficit de esco­
laridade tem urna chance 5,24 vezes maior de apresentar 
baixa estatura em relagáo aos que nao tem déficit. O esgo- 
tamento sanitário feito por “outras formas” determinou 
risco de baixa estatura 7,36 vezes maior do que quando 
realizado pela rede geral. A prevaléncia de déficit estatural 
foi inversamente proporcional à renda, observándose que 
escolares com renda per capita inferior a ? do SM estao 
expostos a riscos 10,72 vezes maior em relagao ao grupo 
com renda maior ou igual a 1/2 SM per capita.
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TABELA 1.
Prevaléncia de déficit estatural em crianzas em idade escolar, segundo algumas variáveis de interesse,

Pernambuco -1997. (continua)
ALTURA/TOADE

VARIÁVEIS
Total

N
Z <

N
-2

%
Z > 2  

N %
OR ESTAT.

Local de residéncia
RMR 249 24 9,6 225 90,4 1 X ’=49,88
IU 261 23 8,8 238 91,2 0,91 p=0,0000
IR 384 104 27,1 280 72,9 3,48

ESTADO 894 151 16,9 743 83,1 -

Género
Feminino 459 59 12,9 400 87,1 1 X '=10,37
Masculino 435 92 21,1 343 78,9 1,82 p=0,0013

Idade (em anos)
6|------ 10 645 103 16,0 542 84,0 1 X i=l,17

10|------ 12 249 48 19,3 201 80,7 1,26 p=0,2784
Déficit de escolaridade 

(em anos)
0 562 72 12,8 490 82,7 1

1 156 30 19,2 126 80,8 1,62 X2*=25,36

2 96 24 25,0 72 75,0 2,27 p=0,0000

3 57 15 26,3 42 73,7 2,43

4 23 10 43,5 13 56,5 5,24

Abastecimento de água
Rede Geral 412 37 9,0 375 91,0 1 X 2=33,02

Outras Formas 482 114 23,7 368 76,3 3,14 p=0,0000

Tratamento de água de beber

Tratada 439 42 9,6 397 90,4 1 X2'=31,94

Sem Tratamento 455 109 24,0 346 76,0 2,98 p=0,0000

Os totais nao sao necessariamente iguais devido à eventual falta de informado em rela^ao ao registro de algumas variáveis. 
(*) Resultado do teste Qui-quadrado para tendencia.

Os resultados dos testes estatísticos de associa?áo 
entre a co n d i^o  nutricional e as variáveis biológicas e 
socioeconómicas em cada estrato geográfico, encontramse 
apresentados de forma resumida na Tabela 2. Observase 
que na RMR apenas as variáveis tratamento da água de 
beber, posse de geladeira e renda per capita se mostraram 
estatisticamente associadas ao estado nutricional. No IU

apenas a variável renda p er capita se associou com o 
estado nutricional das crianzas investigadas, enquanto no 
IR, o genero, tratamento da água de beber, renda familiar 
e renda per capita mostraram associa9áo estatisticamente 
significante com a classifica9áo nutricional, além do 
déficit de escolaridade com p=0,0700. Em todos os 
estratos estudados, tal como no estado como um todo, a
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TABELA 1.
Prevaléncia de déficit estatural em crianzas em idade escolar, segundo algumas variáveis de interesse,

Pernambuco -1997. (conclusáo)

VARIÁVEIS
Total

N
Z < -2

N %
Z > 2

N

ALTURA/ID ADE

OR
%

ESTAT.

Esgotamento Sanitario
San. ligado á rede geral 175 8 4,6 167 95,4 1 % *=51,85
San. ligado á fossac/tampa 293 32 10,9 261 89,1 2,56 p=0,0000

Outras Formas 426 111 26,1 315 73,9 7,36
Destino do Lixo

Coletado 368 29 7,9 339 92,1 1 %2i=35,09
Outras Formas 526 122 23,2 404 76,8 3,53 p=0,0000

Posse de Geladeira
Tem 441 42 9,5 399 90,5 1 X2i=32,62

Nao Tem 453 109 24,1 344 75,9 3,01 p=0,0000
Renda Familiar

>2SM 416 46 11,1 370 88,9 I
l |------ 2SM 264 53 20,1 211 79,9 2,02 X22=20,85<‘>

>1SM 186 47 25,3 139 74,7 2,72 p=0,0000

Renda per capita

>0,50 195 6 3,1 189 96,9 1

0,251------ 0,50 285 42 14,7 243 85,3 5,44 %5=47,29r)

<  0,25 386 98 25,4 288 74,6 10,72 p=0,0000

Os totais nào sào necessariamente iguais devido à eventual falta de informado em relaqao ao registro de algumas variáveis. 
(*) Resultado do teste Qui-quadrado para tendencia.

renda per capita apresentou uma associaqao inversamente 
proporcional com a ocorréncia percentual de déficit esta­
tural, que diminuí á medida que aumenta o nivel de renda.

Os resultados apresentados em cada estrato geográfico 
revelaram que em todos eles as diferenqas na prevaléncia 
sao estatisticamente significativas segundo a renda per 
capita.

Na análise multivariada dos fatores de risco para o 
déficit estatural, feita a partir do modelo de regressáo 
logística, foram consideradas todas as variáveis que, na 
análise bi-variada apresentaram um nivel de significancia 
de no máximo 10%, ou seja, foram utilizadas todas as 
variáveis exceto a idade das crianzas. A partir destes re­
sultados, foram calculados os valores das odds ratios ajus­
tados para os fatores de risco significativos, bem como as 
probabilidades de baixa estatura estimadas pelo modelo 
em cada situaqáo de interesse.

A Tabela 3 mostra os odds ratios resultantes da análise 
bivariada e da m ultivariada, constatándose que as 
variáveis explicativas para o déficit estatural em crianzas 
em idade escolar foram: local de residencia (estrato 
geográfico), gènero, tratamento da água de beber, renda 
per capita e déficit de escolaridade. Conforme pode ser 
observado, as variáveis que na análise bivariada determi­
naran! as maiores chances de déficit estatural nos esco­
lares investigados (renda per capita mais baixa e ter 
residencia no IR) permaneceram como os maiores deter­
minantes no modelo multivariado (OR= 5,10 e 2,50 
respectivamente).

As probabilidades de déficit estatural em crianzas em 
idade escolar, estimadas pelo modelo, encontramse de- 
talhadas na Tabela 4. Observase que a probabilidade de 
déficit estatural diminuì quando aumenta a renda per capi­
ta, com as demais variáveis controladas. Quando existe
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TABELA 2.9
Resultados do teste x  de associagao entre nutricional (altura/idade) de criangas em idade escolar e algunas variáveis

deinterese por estrato geográfico, Pernambuco - 1 9 9 7

VARIA VEIS

RMR

ESTRATO

1U IR

Género X2>=0,11 X2-=9,74
p = 0 ,2 9 2 3 p = 0 ,7 4 3 0 p = 0 ,0 0 18

Idade X .= 0 ,7 6 X2|= 0 ,0 4 X '= 0 ,6 7
p = 0 ,3843 p = 0 ,8 3 5 4 p = 0 ,4119

Déficit de escolaridade ( * * ) ( * * ) ( * * )

Abastecimiento de água X2.= l ,0 8 X2'= 0 ,00 X2'= 2 ,70
p = 0 ,2981 p = 0 ,9789 p = 0 ,1005

Tratamento de água de beber %2|= 6 ,28 X '= 0 ,0 0 X > = H .91
p = 0 ,0 1 2 2 p = 0 ,9789 p = 0 ,1005

Esgotamiento Sanitàrio X2;=4.83 X ^ 3 ,1 0 ( * * )

p = 0 ,0895 p = 0 ,2123

Destino do lixo X ‘= 0 ,5 9 X '= 0 .4 3 X >=3,73
p=0,4407 p = 0 ,5116 p = 0 ,0535

Posse de geladeira X '= 5 .3 2 X '= 1 .9 7 X '= 3 ,4 4

p = 0 ,0 2 1 0 p = 0 ,1601 p = 0 ,0 6 3 6

Renda Familiar X>=1.21 X22=3,665<-' X ^ 6 ,2 1
p=0,2711 p = 0 ,0 5 5 6 p = 0 ,0127

Renda per capita % 2= 6A9t'1 X22=8,039'-> X22=14,82<->

p = 0 ,0 1 0 8 p=0,Ó 046 p = 0 ,0 0 0 0

(*) Resultado do teste Qui-quadrado para tendencia.
(**) Devido as restrigoes de amostra, ñao foi possivel fazer o teste para estratos geográficos

tratamento da água de beber as probabilidades de urna cri­
anza em idade escolar apresentar déficit estatural sao 
menores comparadas as situagoes do nao tratamento. Em 
re la jo  á interferencia do déficit de escolaridade constata­
se que as probabilidade de baixa estatura sao bem maiores 
para crianzas com 4 anos de déficit comparado com aque- 
las que nao tem déficit, controlando-se as demais var- 
iáveis significativas. Pode-se destacar ainda que na melhor 
condigao (residir no IU, ser do género feminino, nao ter 
déficit de escolaridade, utilizar água de beber tratada e ter 
a melhor condigao de renda) o escolar tem apenas 1,5% de 
probabilidade de apresentar déficit de estatura, enquanto

na pior condigáo (residir no IR, ser do género masculino, 
ter quatro anos de déficit de escolaridade, nao tratar a água 
de beber e ter renda per capta inferior a 0,25 (SM) esta 
probabilidade se eleva para 60,3% .

DISCUSSÁO

Em termos estatísticos e de acordo com a curva normal 
de crescimento, espera-se, em urna populagao sadia e com 
oportunidade de se desenvolver físicamente sem restrigoes 
de natureza ambiental, menos de 1% de déficit 
antropométrico grave e cerca de 2,3% de déficit modera-
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Resumo dos resultados das análises bi e multivariada para explicar o déficit estaural em crianzas em idade escolar,
Pernambuco -1997.

TABELA 3.

Variáveis Análise bi-variada(1>

OR( IC)

Analise multivariada“’

ORQlC)

Local de residencia“’
RMR

UR
Genero

Feminino 
Masculino 

Tratamento de água de beber 
Tratada 

Sem Tratamento 
Renda per capita(*)

<  0,50

0,251 ■0,50

<  0,25

Déficit de escolaridade“’ 
(Em anos)“’

0
1
2
3
4

1
0,91(0,50; 1,65)

1
1,82 (1,27; 2,60)

1
1,98 (2,03; 4,37)

1

5,44 (2,27; 13,07) 

10,72 (4,61; 24,94)

1
1,62 (1,01; 2,59) 
2,27 (1,34; 3,83) 
2,43 (1,28; 4,60) 
5,24 (2,21; 12,38)

1
0,94 (0,50; 1,75)

1
1,97 (1,25; 2,89)

1
1,89(1,24; 2,89)

1

2,94 (1,26; 6,86) 

5,10(2,23; 11,63)

1.24(1,06; 1,46)

(*) teste Qui-quadrado para tendencia
(1) Todos com p<0,01; (2) Variável considerada na análise multivariada como continua.

do. Se em um determinado grupo populacional for 
constatado que a proporçâo de crianças cujo escore-Z do 
indicador utilizado na avaliaçâo nutricional é substancial­
mente superior a 2,3%, tem-se um indicativo de que as 
condiçôes de saúde e nutriçâo sâo inadequadas (1,5).

Os resultados deste trabalho mostraram urna prevalén- 
cia de (16,9%) de déficit estatural (grave/moderado) ñas 
crianças em idade escolar do Estado de Pernambuco e, 
portanto, muito superior ao esperado para urna populaçâo 
sadia. Na verdade, este resultado constituí um achado fre- 
qüente na maioria dos estados nordestinos. Très censos de 
altura de escolares realizados na década de 90 nos Estados 
da Paraíba (19), Ceará (20) e Piauí (21) encontraram 
prevalências de déficits estaturais (Z< -2) de 17,86%, 
17,2% e 28% respectivamente. No Estado de Sergipe, na 
mesma década, um diagnóstico de saúde escolar da cidade 
de Aracaju encontrou 39,5% de déficit estatural com as 
formas grave/moderada atingindo 11,0% (22). Já estudos

envolvendo escolares de outras regioes brasileiras eviden- 
ciaram prevaléncias bem mais baixas como em Osasco, na 
Grande Sao Paulo, onde a prevaléncia do retardo de 
crescimento (Z< -2) foi de 4,8% (23). Na cidade do Rio de 
Janeiro, Anjos et al. (24), encontraram urna prevaléncia de 
déficit estatural de 1,9 e 2,8% respectivamente para meni­
nas e meninos indicando que o déficit de estatura nao 
constituí um problema encontrado em escolares deste 
municipio. Em Florianópolis, capital de Santa Catarina, 
Corso et al. (25) evidenciaram urna prevaléncia de 3,1% 
de déficit estatural nos escolares estudados.

Desta forma, observase que a prevaléncia de déficit 
estatural em crian§as em idade escolar do Estado de 
Pernambuco assemelhase á encontrada em outros estados 
nordestinos como Paraíba e Ceará, apresentando valores 
bem acima dos encontrados em populaqoes que desfrutam 
de melhores condiqóes socioeconómicas, confirmando 
urna realidade que vem se mantendo durante décadas, de
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TABELA 4.
Probabilidades estimadas de déficit em crianzas em idade escolar, segundo variáveis explicativas (%)

Pemambuco -1997.

Déficit Água de beber nao tratada Água de bebe tratada

de

escolaridade

Estrato Género
Renda per capita Renda per capita

<0,25 0,25|-----0,5 >0,50 <0,25 0,251-----0,5 >0,25

IR Mas 60,3 47,7 24,1 45,4 33,0 14,7
Quatro anos Fem 44,8 32,5 14,4 30,5 20,7 8,3

de déficit
IU Mas 37,9 26,5 11,2 24,8 16,4 6,4

Fem 24,4 16,0 6,2 14,9 9,4 3,5

RMR
Mas 39,2 27,7 11,8 25,9 17,2 6,7

Fem 25,4 16,8 6,6 15,6 9,9 3,7

Sem déficit
IR

Mas

Fem

Mas

39,1

25.3

20.3

27.6

16.7 

13,1

11,7

6,6

5,0

25,8

15,5

12,1

17,1

9,8

7,6

6.7

3.7

2.8
IU Fem 11,9 7,4 2,7 6,8 4,1 1,5

Mas 21,2 13,8 5,3 12,7 8,0 2,9

RMR Fem 12,5 7,8 2,9 7,2 4,4 1,6

que as crianças nordestinas estao expostas a riscos de 
desnutriçâo bem superiores áqueles encontrados ñas 
demais macrorregioes do país como Sul, Sudeste e 
Centro-Oeste (26).

Outra constataçâo, já  bem consolidada, é a grande 
diferença na prevaléncia da desnutriçâo entre populaçôes 
urbanas e rurais. Sabidamente, as zonas rurais sao as que 
reúnem as piores condiçôes de vida, com interferencia 
direta sobre a saúde de seus moradores. Assim, o fato de 
9,6% das crianças em idade escolare da RMR terem sido 
classificadas como casos de nanismo enquanto no IR este 
valor foi quase très vezes maior (27,1%) vém confirmar 
outros achados (19,27) de que o déficit estatural tem pre­
dominio significativamente maior em escolares do meio 
rural.

Os resultados obtidos a partir da análise bivariada, 
realizada em cada estrato geográfico, mostraram que em 
todos eles, as diferenças na prevaléncia, sao estatistica- 
mente significantes segundo a renda p e r  capita. A 
importáncia dos níveis de renda na determinaçâo de 
condiçôes de saúde e nutriçâo é um fato inquestionável. 
Trata-se de um papel universalmente reconhecido, embo-

ra apresentando efeitos bem diferenciados em diferentes 
contextos ou ecossistemas de vida. Urna r e la jo  inversa 
entre renda e desnutri§ao constitui achado bastante fre- 
qüente verificándose diminuigáo no percentual de crian?as 
desnutridas á medida que aumenta a renda (28,29). No 
estudo em tela, á mesma tendencia foi observada com os 
maiores percentuais de déficit estatural nos escolares 
sendo encontrado ñas familias de menor renda, diminuin- 
do á medida que melhora a renda.

Na análise bivariada observouse que no Estado de 
Pernambuco, com exce§áo da idade, as demais variáveis 
estudadas estiveram estatisticamente associadas ao déficit 
estatural das crianzas pesquisadas. Após inclusáo, destas 
variáveis, no modelo multivariado, permaneceram signifi­
cantes as variáveis: local de residencia (estrato geográfi­
co), género, tratamento da água de beber, déficit de esco­
laridades renda per capita.

O m aior déficit estatural encontrado no género 
masculino está de acordo com outros trabalhos realizados 
em escolares (19,27,30), entretanto, as ex p lica re s  nao 
tém sido, até o momento, muito conclusivas. Segundo 
Carvalho et al. (27) as diferen<jas observadas no estado
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nutricional entre escolares do gènero masculino e femini- 
no sào co n sta ta res  que vèm sendo consolidadas. Mais 
recentemente, além de fatores constitucionais e biológi­
cos, certos comportamentos, de caràter provavelmente 
antropologico, como práticas alimentares, atividades físi­
cas e cuidados diferenciados das màes podem interferir 
nestas diferengas. Outra hipótese pode estar relacionada 
ao fato de que o padrào de referencia (NCHS) subestime o 
d éfic it  de altura em meninos (30). Neste sentido, tornam- 
se necessárias investigares mais específicas que possam 
melhor explicar as diferengas observadas entre os géneros 
no que se refere ao estado nutricional.

A influencia das condigóes socioeconómicas e am­
bientáis sobre a estatura do individuo vem sendo constan­
temente investigada. Em Americana, Estado de Sào Paulo, 
Silva (28), verificou que a classificagáo nutricional dos 
escolares piorava sob condigóes desfavoráveis de abastec- 
imento de água e esgotamento sanitàrio. Martins et al.
(31), observaram riscos 1,7 vezes maior de baixa estatura 
em criangas e adolescentes que nào tinham acesso a água 
tratada quando comparadas àquelas com melhor infra- 
estrutura de saneamento. No presente estudo constatouse 
que ter ou nào acesso a condigóes sanitárias adequadas é 
um diferencial importante para o estado nutricional na 
medida em que os resultados do modelo multivariado 
revelaram riscos quase duas vezes maiores para os esco­
lares que nào utilizavam água de beber tratada quando 
comparados com aqueles que bebiam água tratada.

Tal vez um dos aspectos, mais singulares do presente 
estudo seja a análise entre o estado nutricional e o défic it 
de escolarizagáo das criangas avahadas, constatándose 
que as criangas com os maiores déficits  de escolaridade 
foram também as que apresentaram as maiores prevalén- 
cias de baixa estatura. Portanto, estes resultados sugerem 
que a escola pode funcionar como fator de protegáo na 
medida em que constimi um espago estratégico na 
formagáo de hábitos alimentares saudáveis, acesso a urna 
alimentagào adequada, melhoria das condigóes 
nutricionais -  por meio do Programa de Merenda Escolar 
-  e, incentivo à pràtica de atividades físicas (18,32).

Como consideragóes fináis, deve-se atentar para a 
análise dos fatores explicativos do défic it estatural encon­
trado ñas criangas estudadas que permitiu, pelo modelo de 
regressào logística, calcular a probabilidade de que urna 
crianga em idade escolar do Estado de Pernambuco vir a 
ter baixa estatura, configurando diferentes “cenários” epi­
demiológicos combinando diferentes fatores com 
diferentes graus de intensidade. Desta forma, ao controlar 
os fatores de risco significativos para explicar o défic it 
estatural, estima-se em 60,3% a probabilidade de que urna 
crianga em idade escolar apresentar baixa estatura se ele 
reside no IR, é do género masculino, nào utiliza tratamen-

to da água de beber, tem um déficit de escolaridade de 4 
anos e a renda p e r  cap ita  é inferior a 0,25 do SM. Como 
contraponto, esta probabilidade seria de apenas 1,5% no 
caso de residir no IU, ser do género feminino, utilizar água 
de beber tratada, nâo ter défic it de escolaridade e a renda 
p e r  capita  ser superior a 0,5 do SM, o que traduz urna 
probabilidade menor do que a esperada para a populaçâo 
tomada como referencia de normalidade (NCHS), em que 
a chance teórica desta ocorréncia seria de 2,3% (1,5).

Convém ainda ressaltar que no desenvolvimento do 
modelo de análise multivariada, com desdobramentos 
para os très grandes espagos geográficos estudados, evi­
denciase que os resultados obtidos para o conjunto do 
Estado de Pernambuco achamse decisivamente influenci­
ados pela magnitude da ocorréncia do défic it estatural em 
escolares do meio rural e pelos fatores de risco explica­
tivos do problema neste estrato geográfico. Em outras 
palavras, descartándose a participaçâo da amostra de 
criangas do meio rural, seria outra a prevaléncia do pro­
blema e seriam outros os componentes de risco implicados 
na sua determinaçâo. Sâo, portanto, duas realidades epide­
miológicas bem diferentes, entre os meios urbanos (RMR 
e IU) e o rural (IR), seja descritivamente (segundo a 
prevaléncia), seja sob o aspecto analítico, representado 
pelo elenco de marcadores de risco.
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Effect of the diuretic furosemide on urinary essential nutrient 
loss and on body stores in growing rats
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SUMMARY. Studies using a model of non-infectious diarrhea, have 
shown that increasing fecal mass by using laxatives resulted in greater 
fecal losses of nutrients and lower intestinal absorption. In the present 
study we used a diuretic to determine if increasing urine volume 
could result in greater urinary losses of essential nutrients. This is a 
relevant question because diuretics are widely and successfully used 
in the treatment of diseases associated with water retention and 
hypertension. They are known to increase potassium losses. However, 
there is less information on the effect of diuretics on the urinary 
losses of essential nutrients. Accordingly, urinary nitrogen, 
phosphorous, sodium, potassium, magnesium, zinc and retinol were 
measured in young rats consuming increasing concentrations of 
furosemide (0, 0.5, 1.0, 1.5 mg/g diet) in the diet over 15 days. The 
results showed that dietary furosemide caused a dose-dependent 
polyuria. In addition it reduced food intake and feed efficiency and 
leaded to poor growth and greater urinary losses of all the measured 
nutrients and electrolytes. These losses were proportional to urine 
volume and represented an important fraction of the rats daily intake. 
The losses were negatively associated with the body and liver content 
of the same electrolytes and nutrients. In general, this study showed 
that the diuretic furosemide caused malnutrition in a short period of 
time by reducing food intake as well as the capacity of retaining 
macro and micronutrients including the liposoluble vitamin A in a 
relatively short period of time. This study, together with our previous 
studies on diarrhea, indicate that proper nutrient utilization requires 
both an adequate intestinal and renal function.
Key words: Furosemide, growth, urine losses, tissue reserves, macro 
and micronutrients, electrolytes.

INTRODUCTION

The concept of the biological value of dietary protein 
proposed by M itchell in 1923 (1) indicates that protein 
utilization depends on how much of the protein consumed is 
absorbed and retained by the organism . Absorption and 
retention are determined by comparing protein intake with 
the amount of protein lost in the feces and in urine respectively.

RESUMEN. Efecto del diurético furosemida sobre las pérdidas 
de nutrientes esenciales en orina y en las reservas corporales de 
ratas en crecimiento. Estudios previos en un modelo no infeccioso 
de diarrea, mostraron que un aumento en la masa fecal producido 
con laxantes aumenta las pérdidas de nutrientes en las heces y en 
consecuencia reduce su absorción. En el presente estudio se usó un 
diurético para determinar si un aumento en el volumen de orina podría 
tener un efecto similar pero en la retención de los nutrientes. Esta 
interrogante es válida ya que los diuréticos se han utilizado 
ampliamente y con éxito en el tratamiento de enfermedades como la 
hipertensión y edemas y se sabe que producen deficiencias de potasio. 
Sin embargo, se desconoce su efecto sobre las pérdidas urinarias de 
nutrientes esenciales. En consecuencia, se midieron las pérdidas 
urinarias de nitrógeno, fósforo, sodio, potasio, magnesio, cinc y 
retinol en ratas en crecimiento que consumieron concentraciones 
crecientes de furosemida en la dieta (0,0.5,1.0 y 1.5 mg/g de dieta) 
durante 15 días. Se observó que la inclusión de furosemida en la 
dieta causó poliuria así como una reducción en el consumo, la 
eficiencia del alimento, el crecimiento y aumentó las pérdidas 
urinarias de todos los electrolitos y nutrientes estudiados. La magnitud 
de estas pérdidas fue proporcional al volumen de orina, representó 
una fracción importante de su consumo diario y afectó negativamente 
a las reservas tisulares de los mismos. En general, este estudio mostró 
que la administración del diurético furosemida causó una desnutrición 
asociada con una reducción en el consumo de alimento y una 
disminución en la capacidad de retener el nitrógeno así como algunos 
micronutrientes esenciales incluyendo a la vitamina A en un tiempo 
corto. Estas observaciones en conjunto con nuestros estudios en 
diarrea indican que para lograr una utilización adecuada de los 
nutrientes dietarios, se requiere tanto de una apropiada función 
intestinal como renal.
Palabras clave: Furosemida, crecimiento, pérdidas urinarias, reservas 
tisulares, macro y micronutrientes, electrolitos.

This concept, which was developed for the evaluation of 
protein quality, can be extended to almost all nutrients. The 
exception are dietary fat as well as a small group of nutrients 
whose main route of excretion is the bile secreted by the liver. 
Therefore, the utilization o f the majority of the essential 
nutrients requires not only proper intestinal function to assure 
absorption but also proper kidney function to assure nutrient 
retention.
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Previous studies (2-7) have shown that altering intestinal 
function by using diarrhea-causing laxatives resulted in a 
substantial reduction in the absorption o f several dietary 
nutrients. This reduction was mainly associated with a decrease 
in transit time (7) and was proportional to fecal mass or the 
severity of diarrhea. Since one of the functions of the kidney 
is to reabsorb nutrients present in the glomerular filtrate back 
into the circulating blood, we arrived at the follow ing 
possibility: if  d ia rrh ea  induced  by lax a tiv es  causes 
malabsorption in the intestine, thus increasing urine volume 
or causing diuresis, then diuretics may also cause a reduction 
of nutrient reabsorption in the nephron tubules. Therefore, 
diuresis may be associated with increased urinary losses of 
nutrients and consequently with reduced nutrient retention 
and lower tissue reserves.

In order to test this hypothesis, we employed a diuretic. We 
measured its effect on urinary loss of nutrients and on the 
nutritional status of rats. This model is relevant to nutrition both 
in health and disease since diuretics have been successfully used 
in the treatment of various pathologies associated with liquid 
retention (8) and hypertension (9). Moreover, their utilization 
has recently increased because they are extensively used as part 
of extreme and unhealthy w eight-loss practices among 
overweight adolescents (10) and adults (11), as well as in sports 
in which thinness is considered advantageous (12-13).

The main side effect of diuretics is urinary electrolyte loss 
(14). However, in patients using diuretics, potassium loss is 
the main concern because of the severe health problems this 
occasions (15). Despite the emphasis placed on potassium, 
diuretics also increase the urinary losses of other water-soluble 
essential nu trien ts and m etabo lites  such us calcium , 
magnesium, chloride, bicarbonate, vitamin C, B6 and thiamin 
(14,16-22). This indicates that individuals using diuretics may 
be at risk of developing nutritional deficiencies. In contrast to 
potassium, these deficiencies may be asymptomatic in the short 
term. Diuretics are prescribed for use over very long periods 
of time. Therefore, if nutrient losses are not prevented, they 
may eventually jeopardize the nutritional status o f those using 
them. This is important because several micronutrients have 
been associated with the prevention of hypertension (23) which 
is one of the diseases diuretics are prescribed for.

Therefore, the objective of this study was to determine 
two things: the effect of the diuretic furosemide on urinary 
losses of essential nutrients, and the consequences of 
administrating this diuretic on the nutritional status of growing 
rats. A ccordingly, we m easured several nutrients and 
electrolytes in the urine of young rats. These were fed diets 
providing all the e ssen tia l n u trien ts  and increasing  
concentrations of the loop diuretic furosemide. In addition to 
several urinary cations and phosphate, also measured was the 
effect of the diuretic on the urinary loss of nitrogen and retinol. 
Urinary nitrogen loss was included because it is representative

of protein catabolism, urinary loss of intact proteins and other 
nitrogen containing-metabolites. Retinol was included since 
increased urinary loss of retinol has been reported in children 
with infection and diarrhea (24).

In order to get an idea of the importance of the measured 
nutrient and electrolyte urinary losses, these were compared 
with the daily intake of the lost elements. Also, we assessed 
the effect of these losses on the nutritional status of the rats 
receiving the diuretic by measuring growth as well as lost 
electrolytes and essential nutrients in the rats' carcasses and 
livers. Those which grew less and/or featured lower reserves 
of these compounds in their carcasses and livers than rats which 
did not receive the diuretic, were considered malnourished.

M ATERIALS AND METHODS

Growing Sprague-Dawley female rats (approximately 6 
weeks old) were fed a control diet (25) containing Isolated 
Soybean Protein 15%, Corn oil 5%, AIN 93G Mineral Mix 
3.5%, AIN 93Vx Vitamin Mix 1%, Choline Bitartrate 0.2%, 
Methionine 0.3%, Corn Starch 50% and Sucrose 25% for four 
days. Then they were randomly assigned to four groups (6 
rats/group). A control group received the same diet. The three 
other groups also received this diet, but with part o f the corn 
starch replaced by ground furosem ide-containing tablets 
(Lasix ™ Hoechst) to provide 0.5,1.0 and 1.5 mg furosemide/ 
g diets. Each tablet provided 40 mg furosemide and weighed 
160 mg. Therefore the amount of com starch replaced by the 
ground furosemide tablets in these diets was 200, 400 and 
600 mg per lOOg of diet, respectively. All the diets were 
prepared in our laboratory using commercial ingredients. The 
soybean protein was purchased from Protein Technologies 
International o f Saint Louis MO. The mineral and vitamin 
mixes as well as the methionine, and choline bitartrate was 
purchased from Harlan/Teklad, from Indianapolis IN. The corn 
starch, sucrose and soybean oil were obtained from local 
sources. The four groups o f rats were placed in hanging wire 
stainless steel metabolic cages and were offered their assigned 
diets and water ad libitum for 15 days. During this period of 
time body weight, food, and water intake were measured every 
other day. Twenty-four-hour urine collections were performed 
on days 1,4,8,12 and 15. After measuring urine volume, a 
sample of the urine was stored frozen until analyzed. The rats 
were killed under ether anesthesia by decapitation on last day 
of the experiment. Blood samples were collected, the livers 
were dissected and the remaining carcasses were dried in a 
convection oven at 105 °C until constant weight. Serum was 
separated by centrifugation and all tissues were kept frozen at 
-  20°C until analyzed. All animal procedures conformed to 
the standard principles in the Guide for the Care and Use of 
Laboratory Animals (26).
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In the dried rat carcasses, body nitrogen was determined 
using the colorimetric method of Hevia and Cioccia (27). Body 
protein was estimated as body nitrogen x 6.25. Body lipids 
were determined by the method of Blight and Dyer (28). Body 
ash was obtained by incineration in a Thermolyne Bench Top 
Furnace Muffle at 550°C. Then the ashes were diluted. Body 
magnesium and zinc were determined by flame ionization 
atomic absorption in a Perkin Elmer 2380 apparatus. Sodium 
and potassium were determ ined by emission (29). Body 
phosphorous was determ ined after acid digestion of the 
carcasses using Bartlett's method. (30). Liver vitamin E and 
vitamin A were determined by HPLC after saponification and 
extraction using the procedure recommended by Ueda and 
Igarashi (31). The same vitamins were also measured in the 
serum by HPLC in the manner described by Chow and Omaye
(32). Urinary vitamin A was determined by HPLC as described 
by Alvarez et al. (24). Urinary losses of magnesium, zinc, 
sodium, potassium, phosphrous and nitrogen were determined 
directly in the urine samples using the methods just described.

Growth was determined by substracting the initial from 
the final weight of each rat. Feed efficiency was calculated as: 
(weight gained / food consumed) x 100.

The data were analyzed using analysis o f variance, 
correlation and regression (33). D uncan's multiple range 
method (34) was used as a posteriori comparison of the means. 
For all these analyses, the level of significance was set at 5%. 
The BMDP statistical package version 7.0 (35) was used in all 
calculations.

RESULTS

Table 1 shows that the inclusion of furosemide in the diet 
of the rats caused a substantial increase in urine volume, 
proportional to the intake of this diuretic (y = 0.99 x +37.98, r 
= 0.86, p<0.01). The administration of the diuretic also caused 
a reduction in growth. This was associated with lower food 
intake and a severe decrease in feed efficiency.

Figure 1 shows that increased urine volume, caused by 
the administration of increasing concentrations of furosemide, 
was associated with elevations in urinary excretion of nitrogen, 
magnesium and retinol. The urinary excretion of these nutrients 
was proportional to urine volume. However, in accordance with 
the shape of the regression lines, the largest increment in 
nutrient excretion occurred in the first segments of the curve. 
This corresponded to urine volumes lower than 5 ml/24 hr 
and to dietary furosemide concentrations in the range of the 
0.5 mg/g diet. It also’ corresponded to approximately 34 mg/ 
kg body weight per day. The footnotes accompanying Figure 
1 show equations for the regression lines explaining the effect 
of urine volume on the urinary losses of phosphorous, zinc, 
sodium and potassium in the same rats. The regression lines

calculated for these minerals were similar to those shown for 
urinary nitrogen, magnesium and retinol in the figure. The 
slopes of these regression lines indicate that the effect of urine 
volume on nutrient excretion was more apparent in the case 
of magnesium, phosphorous and nitrogen than in the case of 
zinc, sodium, potassium and retinol. Relationships similar to 
those shown in Figure 1 and its footnotes were also found 
when dietary furosemide concentration or furosemide intake 
was used instead of urine volume as the independent variable. 
Also, the results showed that the diuretic caused an increase 
in plasma vitamin A and vitamin E. This increment was also 
proportional to urine volume. The relationship between urine 
volume (x) and plasma vitamin A (y) was explained by the 
straight line y = 0.019 x + 13.19 (r = 0.60, p< 0.01). The 
same relationship for vitamin E was y = 0.94 x + 296.6 (r =
0.35, p< 0.01).

TABLE 1
Furosemide intake, food intake, feed efficiency, growth 

and urine volume in rats fed diets with increasing 
concentrations of furosemide for 15 days 1

Dietary Furosemide concentration (mg/g diet)
0 0.5 1.0 •1.5

Furosemide
Intake (mg/15d) 0 “ 84.5+3.0 " 163.4+12.5“ 226.5+27.5 “
Food intake
(g/15d) 183.7+23.7 “ 165.4+7.5 *b 161.2+12.3 b 151.2+18.2"
Inicial weight
(g/15d) 128.2+18.05 “ 128.3+19.22 " 127.7+13.31 “ 128.0+12.88“
Final weight
(g/15d) 180.1 + 18.21 “ 166.4+18.88 b 162.3+14.66 b 150.7+ 20.3 “
(g/15d) 5 1 .9 + 8 .6 “ 38.1+ 9.78 b 34.6+ 4.0 ” 2 2 .7 + 8 .0 “

Feed efficiency
(%) 2 8 .6 + 5 .8 “ 21.9+ 7.3 b 20.5+2.1 b 1 2 .6 + 5 .6 “
Urine volume
(mL/15d) 3 8 .0 + 1 3 .5 “ 119.2+70.9 b 205.8+ 70.8 “ 257.4+ 63.8 “

1 Data are mean ± SD for 6 rats per group. Within a row, values with different 
superscripts differ significantly, p< 0.05.

Table 2 shows the fraction of the nutrient consumed which 
was lost in the urine of rats receiving increasing concentrations 
of furosemide in the diet. The percentage of the minerals and 
retinol consumed that was lost in the urine of the rats receiving 
the diuretic was higher than the loss seen in the control rats. 
The magnitude of these amounts varied with the nutrients. 
However in general terms, with the exception of phosphorous 
which increased approximately six times, the administration 
of furosemide was associated with a doubling in the fraction 
of the nutrient consumed that was lost in the urine.
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FIGURE 1

Urine volume (mL/24h)

Relationship between urine volume (x) and urinary nitrogen, magnesium or 
retinol (y) in rats receiving increasing concentration of furosemide in the 
diet.
The figure shows the results of 5 individual urine collections performed on 
days 1, 4, 8, 12 and 15 of the experiment o f each rat in each the four 
furosamide concentrations used (0, 0.5, 1.0 and 1.5 mg/g diet.). Similar 
relationships were found for urinary phosphorous expressed in pmol (y = 
21.76Ln x -4.08 r= 0.56 p< 0.01), urinary zinc expressed in pmol (y =
0.18Ln x + 0.44; r = 0.45; p< 0.01), urinary sodium expressed in mmol ( y 
= 0.18Ln x + 0.43 r = 0.60 p< 0 .01) and urinary potassium expressed in 
mmol ( y = 0.14 Ln x + 0.33 r = 0.68 p < 0.01).

TA BLE2
Percent of the nutrient and electrolyte consumed that was 

excreted in a 24 h urine sample of rats receiving increasing 
concentrations of dietary furosemide '

Dietary Furosemide concentration (mg/g diet)
0 0.5 1.0 1.5

K 54.6 ±21.9" 78.1 ± 11.3b" 85.1 ± 10.3" 67.6 ± 6.9"b
Na 42.3 ±17.9" 73.0 ±9.7” 66.2 ± 10.1b 75.1 ±7.42b
Mg 14.7 ±6.1" 22.4 ± 3.5“ 38.2 ± 9.8b 32.6 ± 5.6b
N 11.7 ±7.2" 21.3 ± 6.6b 20.3 ± 4.3b 26.3 ± 5.9b
Zn 10.0 ±3.4" 13.6 ± 1.9“b 16.1 ±3.0b 20.1 ±3.5"
P 0.9 ± 0.5“ 4.0 ± 1.8h 6.5 ± 1.7" 6.4 ±1.3"
Retinol 0.3 ±0.1“ 0.5 ± 0.2“b 0.6 ± 0.1 h" 0.7 ±0.1"

1 Data are mean ± SD  for 6 rats per group. Within a row, values with 
different superscripts differ significantly, p< 0.05. For calculating 
the values shown in the table, the average nutrient and electrolyte 
consumed and excreted in the urine on days 1 ,4 ,8 ,1 2  and 15 o f  the 
experiment were used.

Figure 2 shows that, the more the urine excreted the less 
the body content o f protein, fat and potassium. Similar effects 
were also seen for total body ash, water and the rest of the 
minerals included in this study (footnotes Figure 2). In the 
majority of these cases, even though the relationship between 
body content and urine volume had negative slopes and 
negative correlation coefficients, they did not reach statistical 
significance. The footnotes o f Figure 2 also show that total 
liver vitamin E  and A showed tendencies to decrease in 
response to increase in daily urinary output.

The results described here derive from urine collected every 
24 hours for each rat on days 1,4,8,12 and 15. A correlation 
analysis including urine volume, urinary nutrient losses and 
experimental time showed that neither diuresis nor nutrient 
losses exhibited a significant tendencies to change over time.
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FIGURE 2

U rine volum e (m l/2 4 h )

Relationship between urine volume (x) and total body protein, total body fat 
or total body potassium (y) in rats receiving increasing concentrations o f  
furosemide in the diet.
The figure shows the body content o f protein, fat and potassium o f the 
studied rats after receiving the four furosemide concentrations (mg/g diet) 
used in the study for 15 days. Similar relationships were found for total 
body ash, water, Mg, P, Na, K and total body Zn. With exception o f total 
body Zn (y = -0.03 x + 58.61 r= -0.42 p<0.05), the rest also featured negative 
correlation coefficients. However, these did not reach statistical significance. 
Significant relationship between urine volume and liver vitamin E expressed 
in nmol (y = -0.32 x + 145.3 r = - 0.49 p< 0.05) with liver retinol, also in 
nmol ( y = - 1.73 x + 936.9 r = -0.43 p< 0.057), were found as well.

DISCUSSION

The resu lts  o f  this ex p erim en t show ed that the 
incorporation of furosemide in the diet was associated with a 
dose-dependent increase in urine volume. This was detected 
at the first urine co llection  and rem ained unchanged 
throughout the experiment. This has also been reported in 
other experiments with rats receiving similar or higher doses 
of furosemide (36-38). However, in this study, in accordance 
with Modena et al., (37), the rats receiving the diuretic grew 
less than the controls, indicating that the incorporation of 
furosemide in the diet caused malnutrition. The poor growth 
associated with the diuretic in this study was due to a 
combination of reduced food intake and a reduction in feed 
efficiency. Although the rats receiving the diuretic were 
smaller, their body composition expressed as the percentage 
of water, ash, lipids and carbohydrates was not different from 
the controls. This indicates that their lower weight was not 
simply related to dehydration. It appears that the diuretic, in 
addition to causing reduced food intake, limited the conversion 
of food into new tissue. One reason for this limitation could 
have been the increased urinary losses of the nutrients 
consumed. This finds support in the observation that the 
greater the urine volume, the less the net content of body 
protein and body lipids found in the furosemide-fed rats.

The administration of the diuretic was associated with 
increased urinary losses o f all the metabolites we measured 
and these losses were proportional to urine volume. The 
nutrient that was affected the most was magnesium followed 
in order by phosphorous, nitrogen, sodium, zinc, potassium 
and the fat-soluble vitamin retinol. Examining the shape of 
the curves describing the relationship between urine volume 
and the urinary losses of all these nutrients, it became apparent 
that the losses occurred at all the concentrations of furosemide 
used. The largest effect, however, was seen at the lowest level 
of urine volume, which corresponded to the lowest dose of 
the diuretic. Also, the fact that furosemide affected all the 
metabolites in a somewhat similar manner suggests that its 
effect may be more related to the polyuria it causes rather 
than to its specific properties as opposed to other diuretics. 
This assumption agrees with the observations of Rieck et al.
(20) who found furosemide-associated losses of thiamin in 
humans receiving low doses of this diuretic. They also are in 
line with the observations of Lubetsky et al. (18) who found 
that in rats, thiamin losses increased with furosemide, with 
other diuretics and also with volume load.

Comparing the nutrient and electrolyte losses associated 
with the administration of the diuretic with the intake of these 
same compounds, it is seen that the losses were important in 
magnitude since in mQst cases the diuretic almost doubled 
the fraction of the intake that was lost in the urine. In addition,
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these increased losses had consequences, since there was a 
tendency for the body reserves o f all the measured compounds 
to decrease as the urine volume and the diuretic intake 
increased. This indicates that individuals using diuretics may 
have higher nutrient requirements than those who do not. It is 
interesting that this may apply not only to water-soluble 
electrolytes and micronutrients as has been shown before 
(14,16-22), but also to the macronutrients and liposoluble 
vitamins. This is because we found increased losses of nitrogen 
and retinol in the urine together with a tendency for lower 
body protein and lipids. Also we noted a lower liver content 
of both vitamin A and vitamin E  in the rats receiving the 
diuretic. Although in this study the diuretic increased urinary 
losses of vitamin A, this increment was much lower than the 
urinary retinol losses seen by Alvarez et al. (24) in infection 
and diarrhea.

A point that should be addressed in regard to the possible 
nutritional implications of furosemide is the dose of the diuretic 
used. The usual therapeutic dose o f  this diuretic  in 
hypertensive patients falls in the range of 40mg to 240 mg 
once or twice a day (9) or approximately 0.61 to 7 mg/kg per 
day. Hovewer, patients with severe congestion o f the lungs, 
liver, and spleen, as well as ascites, pleural effusions and 
peripheral edema associated with heart failure are treated with 
high doses of diuretics (39). Edema associated with heart 
failure is a problem that affects a large number o f people. It is 
the only cardiovascular disorder that is increasing both in 
incidence and prevalence and it is the most common medical 
diagnosis for hospitalized patients aged > 65 years (39). In 
these patients, the administration of 0.5 to 4g furosemide per 
day, for a few days to many months has been successfully 
used to alleviate congestion (8,39-44). These doses represent 
approximately 7 - 5 7  mg/kg body weight per day and they 
are in the range administered to the rats studied in this 
experiment, which consumed 34-103 mg/Kg/day during 15 
days. High doses of furosemide (6.5 -25.5 mg/kg/day) have 
also been used to prevent oliguria associated with renal failure 
(45). A recent report of long-term furosemide abuse (46) 
showed that the daily dose of this diuretic ranged from 40 to 
2800 mg/day or approximately 0.6 to 40 mg/kg/day. The 
studied subjects used this diuretic in order to control weight 
or edema, and they used for 3 to 28 years (46). From the 
previous analysis it is apparent that compared with the lowest 
dose used for the treatment of hypertension in humans, the 
rats studied here consumed from 56 to 168 times more 
furosemide (but for a much shorter time). However, the doses 
used in this study, did not greatly exceed the doses used in 
humans with renal or congestive heart failure or the amounts 
consumed by adult furosemide abusers. Therefore, the doses 
we administered may be used to evaluate the effect o f this 
diuretic on nutritional status in longer-term studies.

In general, this study indicates that furosemide utilization

may result in a deterioration o f nutritional status including 
both the macro and the micronutrients. Based on the results 
of this study, it appears that individuals receiving high doses 
of this diuretic for long periods of time should pay special 
attention to dietary intake of all essential nutrients. This is 
important because it has been observed that older patients 
with congestive heart failure do not fulfill their daily nutritional 
requirements o f thiamin (17). Also, this recommendation 
agrees with the results o f Ali and Al-Qaravi, (16) who reversed 
thiamin deficiency in furosemide-treated rats with thiamin 
supplements. The recommendation is also in line with the 
results of Shimon et al. (21) who found, after thiamin repletion, 
an improvement in left ventricular function in long-term 
fu rosem ide trea ted  p a tien ts  w ith m o dera te-to -severe  
congestive heart failure. The results of this study suggest that 
not only thiamin but also the rest o f the essential nutrients 
including the macronutrients and the fat soluble vitamins, merit 
careful attention.

Studies in humans and further studies with animals appear 
to be needed to determine what nutritional precautions need 
to be taken when the use of diuretics is recommended.

In general, this study, together with our studies on the effect 
of diarrhea on fecal nutrient losses, indicates the following: in 
order to maximize the utilization of dietary nutrients, adequate 
intestinal absorption as well proper renal reabsorption are 
required. This is so because d iarrhea reduces nutrient 
absorption and high diuresis reduces nutrient retention.
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Identificación de Enterococcus sp. en muestras de leche cruda 
del Area Metropolitana de Costa Rica y evaluación del patrón 

de sensibilidad a antibióticos
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R E SU M E N . Se aislaron e identificaron bacterias del género  
Enterococcus sp. a partir de muestras de leche no pasteurizada del 
Gran Área Metropolitana costarricense, con el propósito de evaluar 
su patrón de sensibilidad a antibióticos de uso común. Se recolectaron 
105 muestras de leche de proveedores de una industria lechera 
nacional y se realizó el aislamiento inicial de las bacterias en el medio 
de cultivo EVA (Ethyl Violet Agar). Las colonias que crecieron, 
fueron inicialmente caracterizadas fenotípicamente por medio de 
pruebas bioquímicas, la identificación a nivel de especie se realizó 
utilizando el sistema API 20 Strep. A las distintas especies de 
Enterococcus sp. se les realizó pruebas de sensibilidad a diversos 
antibióticos utilizando el m étodo de d ifu sión  en placa, la 
Concentración Mínima Inhibitoria a vancomicina fue determinada 
por medio del E-test. Del total de muestras de leche analizadas, un 
38% fueron positivas para Enterococcus sp.; se aislaron 48 cepas 
diferentes en donde se encontró un predominio de E. faecalis y E. 
faecium (71% y 19% respectivamente); además de E. durans (4%), 
E gallinarum  (4%) y E. avium  (2%). El análisis de distribución 
geográfica de los aislamientos no indicó diferencias estadísticamente 
significativas en cuanto a la procedencia de las muestras positivas 
por Enterococcus sp. Todas las bacterias identificadas mostraron 
una resistencia importante a los antibióticos probados. La familia de 
los aminoglicósidos resultó ser la menos eficiente para limitar el 
crecim iento de estas bacterias. La resistencia a erotromicina, 
tetraciclina y cloranfenicol fue menor al 50% y las bacterias fueron 
sensibles a la bacitracina. Se encontró un 8% de resistencia a la 
vancomicina. No se encontró relación entre los porcentajes de 
resistencia y las distintas provincias analizadas. Es importante resaltar 
que las especies resistentes a vancomicina provenían de Cartago, 
una de las provincias con mayor producción de leche en Costa Rica. 
Palabras clave: Enterococcus sp., resistencia a antibióticos, leche 
no pasteurizada.

SUMMARY. Identification of Enterococcus sp. isolated from raw 
milk samples coming from the Metropolitan Area of Costa Rica 
and evaluation of its antibiotic sensibility pattern. Bacteria from 
the genus Enterococcus sp. were isolated and identified from non­
pasteurized milk samples obtained from the Costa Rican Metropolitan 
Area, in order to evaluate its sensitivity pattern to common use 
antibiotics. One hundred five milk samples were collected from 
suppliers o f a national dairy industry. The initial isolation was done 
in E V A  (E thyl v io le t  agar). Isolated  co lo n ie s  were in itia lly  
characterized phenotypically as Enterococcus sp. using biochemical 
tests, species’ identification was done using the Api 20 Strep kit. 
The different Enterococci species were tested for their antibiotic 
sensitivity using the plate diffusion method; the minimal inhibition 
concentration (MIC) to vancomycin was determined using E test. 
38% of the milk samples were positive for Enterococcus; 48 different 
strains were isolated, where E. faecalis corresponded to 71%, E. 
faecium  to 19%, E. durans to 4%, E. gallinarum  to 4% and E. avium 
to 2%. The geographical distribution analysis o f the species isolated 
did not show significant statistical differences according to the origin 
o f  the samples. All isolates identified showed an important resistance 
rate to the antibiotics tested. The am inoglycoside family showed the 
lower resistance rate, the resistance to eritromicin, tetracycline and 
chloranphenicol was lower than 50% and all strains were sensitive 
to bacitracin. An 8% resistance rate to vancomycin was determined. 
N o relationship between the resistance rate o f  samples and the 
province o f  origin was found, but it is important to emphasize that 
the strains resistant to vancom ycin came from Cartago, one o f the 
Costa Rican regions with highest milk production.
Key words: Enterococcus sp., antibiotics resistance, non-pasteur- 
ized milk

INTRODUCCION

El uso de los agentes antimicrobianos en la terapéutica de 
las enfermedades infecciosas ha constituido un acontecimiento 
sin precedentes. La cura y control de las infecciones permitió 
modificar favorablemente el panorama de la morbilidad y 
mortalidad del adulto, en el que estas afecciones ocupan el

primer lugar entre las causas de muerte. En la actualidad se 
calcula que aproximadamente el 40% de todos los pacientes 
hospitalizados reciben tratamiento con antimicrobianos; sin 
embargo, su amplio uso fomenta el aumento de la resistencia 
de los microorganismos, lo que crea una necesidad cada vez 
mayor de nuevas drogas y encarece el tratamiento (1).

Los antibióticos son utilizados en los animales para
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prevenir y tratar las infecciones; pero también se utilizan con 
frecuencia en dosis subterapéuticas para prom over el 
crecimiento, incrementando el aumento de peso y mejorando 
la utilización del alim ento. Dentro de los antibióticos 
utilizados, ya sea como promotores de crecimiento o profilaxis, 
se incluyen agentes ap robados y no aprobados; 
aminoglicósidos (gentamicina, kanamicina, neomicina y 
estreptomicina), bacitracina, cloranfenicol, glicopéptidos 
(vancomicina), macrólidos (eritromicina), oligosacáridos y 
tetraciclina. M uchos de estos antibióticos, por ejemplo 
glicopéptidos como la vancom icina, pueden inducir la 
selección y amplificación de patógenos resistentes y dentro 
de ellos, se incluyen a bacterias como los enterococos. Estos 
m icroorgan ism os po ten c ia lm en te  re sis ten tes  pueden 
transmitirse a los seres humanos a través de las cadenas 
a lim en tic ias y podrían  causar en ferm edades en las 
circunstancias apropiadas (2).

Dada la información anterior, es claro que los enterococos 
que habitan reservorios no humanos juegan un papel crítico 
en la adquisición y disem inación de determ inantes de 
resistencia a antibióticos. De manera que el monitoreo de 
cepas resistentes en agricultura, ganadería y clínica es de suma 
im portancia para preservar el valor terapéutico de los 
antimicrobianos (3).

En Costa Rica se consumen 451 millones de litros de leche 
al año, proveniente principalmente de ganado vacuno. El 50% 
de la leche se industrializa y el otro 50% se consume fresca 
(leche cruda) (4). La leche contiene microorganismos de 
importancia en Salud Pública, entre los que se destacan En- 
terococcus faecalis y Enterococcus faecium. Estas bacterias 
son resistentes al calor y poseen la característica de sobrevivir 
los procesos de pasteurización de la leche (5) y aún cuando 
estrictamente no son patógenos que se transmitan con los 
alimentos; el ganado puede servir como reservorio de cepas 
de enterococos resistentes a antibióticos, que eventualmente 
pueden ingresar a las cadenas alimenticias humanas, lo cual 
ha hecho que se reconozcan como las principales bacterias 
causantes de infecciones intrahospitalarias severas (6).

En Costa Rica, existen muy pocos trabajos relacionados 
con el aislamiento de Enterococcus sp. a partir de leche cruda 
y/o la descripción de su patrón de sensibilidad a antibióticos. 
En vista de esto se desarrolló este proyecto, considerando el 
amplio consumo de leche en el ámbito nacional y su actual 
importancia como producto de exportación.

MATERIAL Y METODOS 

Recolección de muestras
Se obtuvieron 105 muestras de leche no pasteurizada de 

proveedores de una industria lechera nacional. Todas las 
m uestras se o b tuv ie ron  por o rdeño  au tom ático . Se

transportaron en frío al Laboratorio de Microbiología de 
Alimentos, Facultad de Microbiología, donde se analizaron 
en menos de 4 horas después de su recolección.

Aislamiento inicial
Se siguió la metodología descrita en el “Compendium of 

Methods for the Microbiological Examination of Food” (5), 
para el aislamiento de Enterococcus sp. Se rayó una asada de 
cada muestra de leche en agar EVA (Ethyl Violet Agar). Las 
placas se incubaron por 48 horas a 44.5°C, con el fin de 
aumentar la selectividad.

Caracterización fenotípica
Las colonias que crecieron en el agar EVA se evaluaron 

por: tinción de Gram  (cocos gram positivos), catalasa 
(negativa), crecimiento en CTS con 6.5% de NaCl (positivo) 
y crecimiento en presencia de bilis con reducción de la esculina 
(positivo).

Identificación a nivel de especie
Las cepas aisladas fueron identificadas utilizando el sistema 

API 20 Strep.

Determinación del patrón de sensibilidad a antibióticos
Las pruebas de sensibilidad a antibióticos se realizaron de 

acuerdo al procedimiento de difusión en placa, descrito por 
Kirby y Bauer, tomado del Manual de Microbiología Clínica 
de la ASM (7). Este procedimiento está aprobado por The 
National Comitee for Clinical Laboratory Standards (8).

De acuerdo a esto, se hizo una suspensión en solución 
salina estéril 0.85% ajustado al 0.5 de la escala de McFarland, 
a partir de cultivos frescos en placas de ATS de los aislamientos 
previamente identificados. En un lapso no mayor a 15 minutos 
de ajustado el inoculo, se introdujo un hisopo de algodón, se 
le eliminó el exceso de líquido y se distribuyó en la superficie 
de dos placas de agar M üeller- Hinton, rayando en tres 
direcciones, rotando la placa aproximadamente 60° entre cada 
una, para asegurar una distribución uniforme. En un lapso no 
mayor a 15 minutos, se aplicaron los discos de antibióticos 
(gentam icina, kanam icina, neom icina, estreptom icina, 
bacitracina, c loranfen ico l, eritrom icina y tetraciclina) 
utilizando pinzas estériles.

Se incubaron las placas a 35°C por 18 a 20 horas. Pasado 
este tiempo, se midió el diámetro de inhibición alrededor del 
disco de antibiótico.

En cuanto a la interpretación de los halos de inhibición 
para neomicina y bacitracina, no se encontraron tablas de 
referencia para la evaluación de sensibilidad o resistencia 
debido a que su uso no requiere de prueba de sensibilidad. Se 
utilizaron los valores planteados por la NCCLS para otros 
antibióticos de estas familias (aminoglicósido y polipéptido).
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Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria de 
vancomicina: E-test

Esta prueba se realizó siguiendo la metodología descrita 
por el Departamento de Microbiología del Hospital Mount 
Sinai, en su Manual para Pruebas de Susceptibilidad. Según 
el método, se preparó una suspensión de la cepa a analizar en 
solución salina 0.85% que fuera equivalente al 0.5 de la escala 
de McFarland y que proviniera de cultivos frescos (24 horas) 
en placas de ATS. En un lapso no mayor a 15 minutos de 
ajustado el inoculo, se introdujo un hisopo de algodón, se le 
eliminó el exceso de líquido y se distribuyó en la superficie de 
una placa de agar Müeller- Hinton, rayando en tres direcciones, 
rotando la placa aproximadamente 60° entre cada una, para 
asegurar una distribución uniforme. En un lapso no mayor a 
15 minutos, se aplicaron con pinzas estériles las tiras de E-test 
con vancomicina.

Se incubaron las placas a 35°C por 24 horas. Pasado este 
tiempo, se leyó el valor de la Concentración Mínima Inhibitoria 
en el punto de intersección entre la elipse de inhibición y el 
borde de la tira.

Como control de calidad se utilizó la cepa de E. faecalis 
ATCC 29212, con una concentración mínima inhibitoria de 
1-4 pg/mL y también se probó la cepa de E. faecalis ATCC 
51299 (van A+) encontrándose el patrón de resistencia 
esperado.

Análisis estadístico
Se utilizaron los programas de cómputo Excell y SPSS 

para realizar el estudio estadístico de los datos obtenidos.

RESULTADOS

Aislamiento e identificación
De las 105 muestras de leche cruda provenientes del Gran 

Area Metropolitana que fueron analizadas, 40 fueron positi­
vas por enterococos, lo cual corresponde a un 38% del total. 
Se aislaron 48 cepas diferentes puesto que 8 de las muestras 
de leche analizadas (20%) tenían más de una de estas bacte­
rias.

En la Tabla 1 se presenta la identificación de las especies 
aisladas. La mayoría correspondieron a Enterococcusfaecalis, 
un menor porcentaje a Enterococcus faecium  y unas pocas a 
Enterococcus durans, E n tero co ccu s ga llinarum  y 
Enterococcus avium.

En cuanto a la distribución geográfica de los aislamientos, 
se tiene que del total de muestras analizadas de la provincia de 
Heredia, un 67% fueron positivas por Enterococcus sp. En el 
resto de las regiones estudiadas se obtuvieron porcentajes de 
positividad mucho menores; así, en Cartago se observó un 43% 
y en San José y Alajuela los resultados fueron muy similares, 
33% y 32% respectivamente. La Tabla 2 presenta la distribu­
ción de las cepas aisladas según la provincia de origen.

TABLA 1
Número y porcentaje de cada especie de enterococos 

aislada de las muestras de leche cruda (n = 48)

Especie Número de cepas Porcentaje

Enterococcus faecalis 34 71%
Enterococcus faecium 9 19%
Enterococcus durans 2 4%
Enterococcus gallinarum 2 4%
Enterococcus avium 1 2%

TABLA 2
Distribución de cada una de las especies de enterococos 

aisladas según la provincia de origen

Especie Alajuela Cartago Heredia San José

E. faecalis 70% 62% 80% 100%
E. faecium 18% 24% 20% 0%
E. durans 0% 9% 0% 0%
E. gallinarum 6% 5% 0% 0%
E. avium 6% 0% 0% 0%

Pruebas de susceptibilidad a antibióticos por difusión en 
placa

De los 48 aislamientos de enterococos probados por su 
resistencia contra 8 antibióticos, el 100% mostró algún grado 
de resistencia.

En la Tabla 3 se muestran los porcentajes totales de resis­
tencia para los diferentes tipos de antibióticos en los aisla­
mientos de Enterococcus sp. Las cepas con perfil de suscep­
tibilidad a antibióticos «intermedio» de acuerdo a las normas 
de la NCCLS, fueron considerados como resistentes al anti­
biótico en cuestión. Para seis de los ocho antibióticos anali­
zados, la resistencia superó el 50%. El porcentaje mayor se 
observó para la estreptomicina, seguida de la neomicina, la 
kanamicina y la gentamicina; todas con resultados mayores 
al 75%. Por otro lado, en la eritromicina, tetraciclina y 
cloranfenicol se obtuvo una resistencia entre el 25% y el 56%; 
mientras que las bacterias se mostraron muy susceptibles a la 
bacitracina presentando una resistencia del 6%.

En cuanto a las distintas especies de enterococos identifi­
cadas, se observó que un 94% de las cepas de E. faecalis 
presentaron resistencia a cuatro o más de los antibióticos ana­
lizados, condición que se considera como multirresistencia. 
La misma situación se encontró en el caso de E. durans, don­
de el 100% de los aislamientos fueron multirresistentes. E. 
faecium  presentó porcentajes de resistencia de 11 % a dos y 
tres antibióticos y de 78% a cuatro o más antibióticos; mien­
tras que en las cepas de E. gallinarum  se encontró un 50% de 
resistencia a dos antibióticos y un 50% de multirresistencia.
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Por último, el único aislamiento de E. avium mostró ser resis­
tente sólo a uno de los antibióticos utilizados (Tabla 4).

TA BLA 3
Porcentajes totales de resistencia a los antibióticos 
utilizados en los aislamientos de Enterococcus sp

Antibiótico Número de cepas 
resistentes

Porcentaje 
de resistencia

Estreptomicina 47 98%
Neomicina 44 92%
Kanamicina 41 85%
Gentamicina 38 79%
Eritromicina 27 56%
Tetraciclina 25 52%
Cloranfenicol 12 25%
Bacitracina 3 6%

T A B L A 4
Porcentajes de res is ten cia  d e  las e sp e c ie s  de en tero co co s  

a d iferentes cantidades d e  an tib ió tico s

Cantidad de E. faecalis  
antibióticos

E. faecium E. durans E. gallinarum E. avium

0 0% 0% 0% 0% 0%
1 0% 0% 0% 0% 100%
2 3% 11% 0% 50% 0%
3 3% 11% 0% 0% 0%

4 o más 94% 78% 100% 50% 0%

La distribución geográfica de los aislamientos muestra que 
en cada una de las provincias del área metropolitana analiza­
das, existen niveles de multirresistencia (resistencia a cuatro 
o más antibióticos) mayores al 80%, siendo San José la zona 
con un mayor nivel de multirresistencia (100%), seguida por 
Cartago (90%), Alajuela (82%) y Heredia (80%).

Concentración mínima inhibitoria de vancomicina
Según el análisis de resistencia a vancomicina en las ce­

pas de Enterococcus sp., se encontró un porcentaje total de 
resistencia del 8% y el resto de los aislamientos se mostraron 
sensibles a este antibiótico.

El 75% de las bacterias resistentes fueron E. faecium  con 
una concentración mínima inhibitoria de 6pg/mL y el 25% E. 
gallinarum con una concentración mínima inhibitoria de 8 
pg/mL.

Es importante resaltar que todas las bacterias resistentes a 
vancomicina provenían de muestras de leche de la provincia 
de Cartago.

DISCUSION 

Aislamiento e identificación
Al observar los resultados obtenidos en este estudio, se 

encuentra que en las muestras de leche analizadas se tiene 
poca presencia de Enterococcus sp. puesto que sólo un 38% 
del total se encontraban positivas. Este hecho concuerda con 
previos estudios en los que se establece que la prevalencia de 
este género en ganado de leche es infrecuente (9).

La presencia de Enterococcus sp. en leche puede provenir 
de una contaminación fecal directa o indirecta. Esta situa­
ción se puede explicar de distintas maneras, por un lado se 
relaciona con el ambiente del cual se obtiene este producto 
puesto que el ganado vacuno, por lo general mantiene una 
relación estrecha con otros animales de granja como gallinas, 
perros, caballos y cerdos. Así, estos rumiantes adquieren dis­
tintas especies de Enterococcus sp. que pueden llegar a en­
contrarse en la leche. Por otro lado, la leche también podría 
contaminarse directamente con materia fecal de cualquier ani­
mal de granja e incluso del ser humano. Otro mecanismo 
para justificar la presencia de estas bacterias en la leche se 
relaciona con la limpieza del equipo de ordeño y con la pure­
za del agua que se utiliza para el proceso.

Enterococcus faecalis fue la especie bacteriana que se ais­
ló en mayor cantidad en estas muestras, constituyendo el 71 % 
de los aislamientos. Esto concuerda con lo observado en la 
naturaleza, ya que esta especie es sumamente ubicua y se puede 
aislar de fuentes diversas como agua, animales domésticos, 
animales de granja y seres humanos (10). Además, el 19% de 
las cepas eran E. faecium  que también se encuentra en hábitats 
variados, se aisló en algunas muestras junto con E. faecalis y 
se considera otro indicador importante de contaminación fe­
cal (9).

Diversos estudios (9,11) han descrito que existen espe­
cies de enterococos que son más frecuentemente aisladas de 
ciertos animales, como es el caso de E. durans que se encuen­
tra principalmente en cerdos, E. avium presente en diversos 
tipos de aves y E. gallinarum  que se asocia a aves de corral 
como gallos, gallinas y pollos. De ahí que se encontraron 
estas bacterias en porcentajes menores al 5% en el tipo de 
muestra analizada (leche de vaca).

En cuanto a la distribución geográfica, las muestras posi­
tivas por Enterococcus sp. presentaron similitud en porcenta­
jes en las provincias de Alajuela, Cartago y San José. En 
Heredia la positividad fue mucho mayor, duplicando los va­
lores obtenidos en las otras provincias (67%). Esto puede 
deberse a que existe un mayor nivel de contaminación fecal 
en la leche o el equipo de ordeño en las lecherías de esta pro­
vincia. Sin embargo, al realizar el análisis estadístico para 
comparar el porcentaje de positividad en las provincias estu­
diadas, se demostró que no existen diferencias en las distintas 
regiones.
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pruebas de susceptibilidad a antibióticos
Los resultados obtenidos indican que en nuestro país es 

importante la incidencia de bacterias resistentes en la leche no 
pasteurizada puesto que todos los aislamientos presentaron 
resistencia a uno o más de los antibióticos analizados.

Según el análisis estadístico realizado (chi cuadrado), hay 
diferencias significativas en cuanto a la resistencia de las bac­
terias a los antibióticos probados (p<0,01). Esto se evidencia 
claramente con la observación de que hay únicamente un 6% 
de resistencia a bacitracina, mientras que a estreptomicina es 
del 98%. Cabe resaltar que para seis de los nueve antibióticos 
estudiados, el porcentaje de resistencia superó el 50% lo cual 
es sumamente relevante.

El alto grado de resistencia de los Enterococcus sp. en 
muestras de leche es un reflejo del uso indiscriminado de los 
antibióticos en ganadería, tanto a nivel terapéutico así como 
para promover el crecimiento de los animales (4,12). Ade­
más, estas observaciones evidencian la evolución que han su­
frido las poblaciones bacterianas a causa de la presión de se­
lección que ejercen estos fármacos sobre los microecosistemas 
naturales (13).

Debe destacarse que el grupo de los aminoglicósidos es el 
que presenta los mayores niveles de resistencia. Esto se debe 
a dos razones, la primera es que estas bacterias presentan ni­
veles bajos de resistencia innata a estos antibióticos. Al ser 
anaerobias facultativas, no pueden crear el potencial de elec­
trones necesario para que el sistema de transporte de los 
aminoglicósidos se active, con lo que la droga no ingresa al 
citoplasma y no puede ejercer su efecto. La segunda razón es 
el desarrollo de resistencia de alto nivel a través de mutacio­
nes cromosómicas que impiden la unión con el sitio blanco o 
la adquisición de genes que codifican por enzimas que inactivan 
la droga (7).

Estudios previos han demostrado que la estreptomicina es 
el antibiótico que induce resistencia de alto nivel con mayor 
frecuencia (14). Esto se comprueba en este trabajo, ya que 
para este antibiótico el porcentaje de resistencia fue mayor 
que para el resto de las drogas analizadas (98%). Además, las 
cepas de Enterococcus sp. que presentan resistencia de alto 
nivel a estreptomicina, no necesariamente son altamente re­
sistentes a gentamicina ni al resto de aminoglicósidos, situa­
ción que también se demostró en este proyecto, al tener 
pocentajes de resistencia del 79% al 92% para gentamicina y 
el resto de los fármacos de esta familia.

La eritromicina, la tetraciclina y el cloranfenicol poseen 
mecanismos de acción similares al actuar sobre el ribosoma 
bacteriano y en este caso, presentaron porcentajes de resisten­
cia intermedios que oscilaron entre el 25% y el 56%.

Tanto la bacitracina como la vancomícina ejercen su ac­
ción sobre la pared bacteriana y se ha visto que los enterococos 
se caracterizan por ser sensibles a bajas dosis de estos 
antibióticos (14). De acuerdo a los resultados, la resistencia a

estos antibióticos fue únicamente del 6% y del 8% lo cual es 
relativamente bajo.

La problemática de una alta tasa de resistencia como la 
descrita anteriormente, representa un grave problema en sa­
lud pública ya que la terapia de elección para las infecciones 
por E nterococcus sp. es una com binación  de un 
aminoglicósido junto con un glicopéptido (14).

La presencia de bacterias resistentes a antibióticos en la 
leche es de suma importancia ya que posibilita la disemina­
ción de tales microorganismos a las personas a través de la 
cadena alimenticia. Además, el proceso de pasteurización no 
es suficiente para eliminar estas bacterias del producto por lo 
que es probable que lleguen al ser humano y transfieran su 
resistencia a otras cepas patógenas, complicando el tratamiento 
en el caso de enfermedad (2).

E. faecalis y E. faecium  fueron las bacterias aisladas en 
mayor cantidad de las muestras de leche y a la vez presenta­
ron índices de multirresistencia elevados (94% y 78% res­
pectivamente). Además, estas son las dos especies que con 
mayor frecuencia causan patología en el ser humano (11). 
Esto representa un grave problema puesto que incrementa la 
incidencia de brotes de infecciones producidas por bacterias 
patógenas y/o emergentes transmitidas por alimentos, que son 
resistentes a antibióticos de uso común.

Cabe resaltar que de las especies de enterococos resisten­
tes a vancomicina, 75% eran E. faecium. Estos hallazgos 
correlacionan con la literatura en el hecho de que se sabe que 
existe una marcada diferencia en la prevalencia de resistencia 
a vancomicina en cepas de E. faecalis (3-8% de resistencia) y 
E. faecium  (46% de cepas resistentes) (2,14). Además, los 
datos resultan alarmantes debido a que estas bacterias son 
capaces de servir como reservorios de genes de resistencia, 
de manera que los pueden transferir a otras cepas que coloni­
cen tracto gastrointestinal o genitourinario del ser humano, e 
incluso causar patología por sí solas.

El estudio de las distintas provincias del Gran Área Me­
tropolitana reveló que existen porcentajes de resistencia si­
milares entre ellas, sin diferencias significativas, No obs­
tante, la resistencia a vancomicina estuvo circunscrita a la 
zona de Cartago. Lo anterior constituye un hallazgo signifi­
cativo debido a que implica que se están diseminando deter­
minantes de resistencia a antibióticos potentes a través de 
muestras que no provienen del ambiente hospitalario, sino 
más bien de productos de consumo masivo. Además, en Costa 
Rica esta es una de las provincias con mayor producción de 
leche (15). El problema se agrava por el reducido tamaño de 
nuestro país y la facilidad con la cual estos genes se pueden 
distribuir de Cartago al resto del Área Metropolitana y en un 
futuro, tal vez cercano, a todo el territorio nacional.

Con esta investigación se demuestra que existe un alto 
porcentaje de multirresistencia en Enterococcus sp. en leche 
no pasteurizada, además de una probable resistencia cruzada
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entre algunos de los antibióticos analizados. Esto podría lle­
gar a limitar el uso de estos fármacos a nivel clínico e impedir 
que se utilicen los sinergismos necesarios para combatir las 
infecciones por enterococos.

La utilización indiscriminada y constante de diversos 
antibióticos en agricultura y ganadería, induce una presión 
selectiva sobre las poblaciones bacterianas que trae como con­
secuencia la supervivencia de aquellas que son resistentes. 
Así, con el paso del tiempo, se produce un desequilibrio 
eco lóg ico  en el que d ism in u y e  el núm ero  to ta l de 
microorganismos en la población, se limita el crecimiento de 
las bacterias sensibles y se favorece el de las resistentes al 
agente aplicado.

Finalmente, la presencia de cepas de enterococos resis­
tentes a antibióticos es sumamente importante desde el punto 
de vista epidemiológico, ya que aunque la mayoría de ellas 
son inocuas o rara vez producen problemas a nivel de salud 
pública, la existencia de genes de resistencia en las mismas 
podría llevar a la transferencia de este material genético a otros 
microorganismos y la subsecuente aparición de resistencia en 
bacterias que estén causando infección en el humano.
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Evaluación de la actividad antimicrobiana de la miel de abeja 
contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella 
enteritidis, Listeria monocytogenes y Aspergillus niger. 

Evaluación de su carga microbiològica
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RESUMEN. La evaluación de la carga microbiològica presente en 
la miel comercializada en Costa Rica, así como la evaluación de su 
actividad antimicrobiana sobre diversos microorganismos, incluyendo 
varios asociados a infecciones de heridas, permitiría emitir criterios 
a favor o en contra de su utilización en el tratamiento de diversas 
lesiones, especialmente como una terapia alternativa en los casos 
donde las bacterias causantes son resistentes a los antibióticos. La 
carga microbiològica de 25 muestras de miel de abeja adquiridas en 
el comercio costarricense, se evaluó por medio de una serie de 
recuentos (recuento total aerobio, recuento total anaerobio, recuento 
de esporulados aerobios, recuento de esporulados anaerobios y 
recuento de hongos y levaduras). Además, las muestras se inocularon 
en tubos con medio Chopped Meat y posteriormente se sembraron 
en Agar Yema de Huevo para determinar la presencia de Clostridium 
botulinum. Para la evaluación de la actividad antimicrobiana de la 
miel, se realizó un método de difusión en agar Muller-Hinton, donde 
se probaron diferentes diluciones de la miel (100,75, 50,25,12.5 y 
6.25% v/v) contra Staphylococcus aureus (ATCC 25923), 
Staphylococcus epidermidis (UCR 2902), Pseudomonas aeruginosa 
(ATCC 9027), Escherichia coli (ATCC25922), Salmonella enteritidis 
(ATCC 13076), Listeria monocytogenes (ATCC 19116) y Aspergillus 
niger. La evaluación de la carga microbiològica de la miel mostró 
que el 91 % de las muestras tenía valores iguales o menores a 1,0x 10' 
UFC/g y no se obtuvo ningún resultado positivo en la determinación 
de la presencia de Clostridium botulinum. 92 % de las muestras 
mostraron algún tipo de inhibición sobre las bacterias evaluadas, un 
24% logró inhibir el crecimiento de S. aureus, hasta en una 
concentración de 25% v/v. No se observó la inhibición de Aspergillus 
niger por ninguna de las muestras analizadas.
Palabras clave; Miel de abeja; Actividad antimicrobiana; Clostridium 
botulinum-, Staphylococcus aureus-, Staphylococcus epidermidis; 
Pseudomonas aeruginosa; Escherichia coli; Salmonella enteritidis; 
Listeria monocytogenes; Aspergillus niger.

SUMMARY. Evaluation of the antimicrobial action of honey 
against Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella enteriti­
dis, Listeria monocytogenes and Aspergillus niger. Evaluation of 
its microbiological charge. The evaluation of the microbiological 
charge present in Costa Rican samples as the evaluation of its anti­
microbial activity over different microorganisms, including those as­
sociated to wound infections, will allow to emit criteria referred to 
its use in therapeutic treatments, specially as alternative therapy for 
cases involving antibiotic resistant bacteria. The microbiological 
charge of 25 honey samples, acquired in Costa Rican markets was 
evaluated through several indicators including total plate aerobic 
count, total plate anaerobic count, total aerobic spore count, total 
anaerobic spore count and molds and yeast count. Also, samples 
were inoculated in tubes with chopped meat media and plated in egg 
yolk agar in order to determine the presence of Clostridium botuli­
num. For the antimicrobial activity evaluation, the diffusion method 
in Muller Hinton agar was performed, testing different honey con­
centrations (100,75,50,25,12,5 and 6,25 % v/v) against Staphylo­
coccus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (UCR 
2902), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Escherichia coli 
(ATCC25922), Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Listeria 
monocytogenes (ATCC 19116) and Aspergillus niger. The results 
obtained for, the microbiological characterization of honey show that 
91% of samples had counts equal or lower than 1,0 x 10' CFU/g . 
No positive result was obtained for the isolation of C. botulinum. 
24 of the samples analyzed inhibited the growth of S. aureus even in 
a 25% v/v concentration, nevertheless, A. niger was no inhibited by 
any of the samples tested.
Key words: Honey, antimicrobial activity, Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia 
coli, Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes and Aspergil­
lus niger.



168 ESTRA D A  et al.

INTRODUCCION

L a m iel de abeja ha sid o  u tilizada  c o m o  m ed ic in a  d esd e  
tiem pos antiguos, principalm ente para el tratam iento de heridas 
de p ie l, quem aduras, ú lceras, in fe cc io n es  ocu lares, d o lo r  de  
garganta, así co m o  otras a fe cc io n es . E ste  uso  d e  la m ie l se  
in ic ió  de m anera em pírica , s im p lem en te  porque se  co n o c ía  
co m o  un rem edio  e fe c t iv o  y no por e l co n o c im ien to  d e  sus 
propiedades antim icrobianas; aún en  la actualidad, la  m iel 
s ig u e  sien d o  am pliam ente u tilizada  c o m o  m ed ic in a  natural 
( 1 - 4 ) .

C on el adven im ien to  del uso  d e  lo s an tib ió tico s , e l interés 
se  en fo có  en e l tratam iento de d e  las in fe cc io n es  co n  éstos. 
N o  fu e  sino  hasta la aparición de d iferen tes cep as de bacterias 
resistentes a antib ióticos que se  recobró e l interés por el posib le  
uso de la m iel co m o  terapia alternativa, lo  q u e ha llev a d o  a un 
gran núm ero de in v estig a c io n es  a n iv e l m undial para probar 
la e fec tiv id a d  d e  la m ie l en el tratam iento d e  in fe cc io n es  (1 ,5 -  
7 ). S e  han estud iado d iferentes cep a s bacterianas resisten tes a 
antib ióticos, o b ten ién d ose  resu ltados de sensib ilidad  por parte 
de éstas a la m iel (1 ,2 ,6 ,7 ) ;  por otro lado, ésta  ha sido  utilizada  
en el tratam iento d e  heridas que no responden a lo s antibióticos  
co n v en c io n a le s , con  bu en os resu ltados (6 ,8 ) . A ctua lm en te  se  
c o n o c e  que la e fec tiv id a d  de la m ie l en a p lica c io n es m éd icas, 
s e  d e b e  m u y  p r o b a b le m e n t e  a su  a m p lia  a c t iv id a d  
antim icrobiana contra d iversas bacterias y  h o n g o s, sin  dejar 
de lado su capacidad d e  estim ular la prod u cción  d e  c itok inas  

en lo s  m o n o c ito s (9 ).
L a m iel de abeja co n siste  en  una so lu c ió n  concentrada de  

azúcares, principalm ente g lu co sa  y fructosa, que constituyen  
el m ayor porcentaje d e  la m ie l, así c o m o  pequ eñ as cantidades 
de a m in o á c id o s, á c id o s o r g á n ico s , v itam in as, m inerales y 
p ig m e n to s . C o n tie n e  a d em á s c in c o  e n z im a s: in vertasa , 
g lucosa-ox idasa , am ilasa, catalasa y  fosfatasa  ácida (1 ,4 ,8 ,1 0 ) .

L os valores d e  a d e  la m iel de abeja  se  encuentran entre
w J

0 ,5 6  y  0 ,6 2 , valor que im p id e  e l crec im ien to  de casi cualquier  
m icr o o rg a n ism o  c o n  e x c e p c ió n  d e  a lg u n a s  lev a d u ra s y 
bacterias o sm o fílica s. S in em bargo , si la m ie l e s  d ilu ida, el aw 
alcanzado ya no sería e fec t iv o  para inh ib ir e l crecim ien to  de  
lo s m icroorgan ism os (1 ,2 ,4 ,6 ) .

La m iel tiene un pH  ác id o  (3 .5  - 4 .5 );  esta  ac id ez  se  debe  
a la presencia  de ác id os org á n ico s y  representa un im portante  
factor  an tim icrob iano  (1 ,2 ,6 ) . E l pr incip al ác id o  orgán ico  
presente en la m iel es el ácido g lu có n ico , producto d e  la acción  
de la g lu co sa -o x id a sa  (1 ,2 ).

S e  han id e n tif ic a d o  va r ia s su sta n c ia s  en  la m ie l con  
p r o p ie d a d e s  a n t im ic r o b ia n a s ;  d iv e r s o s  e s tu d io s  han  
encontrado que la principal activ idad  antim icrobiana se  debe  
a la presencia  de p eróx id o  d e  h id ró g en o  produ cid o  por la 
enzim a g lucosa-oxidasa (1 ,2 ,4 ,6 ,7 ). T am bién, lo s fitoquím icos, 
especialm ente los fla von o id es y ácid os arom áticos (1 ,2 ,6 ,7 ,1 6 )  
y los antioxidantes fe n ó lic o s  son  reco n o c id o s por inhibir un

am p lio  rango d e  bacterias G ram  positivas y  Gram negativas  
(1 6 ). Por otro lado , aún cuand o  la presen cia  de l iso z im a e n  la 
m iel no está  bien  esclarecida-, en a lgu n os reportes se  m encion a  
ésta  co m o  uno d e  lo s  ajfttm ícrobianos presen tes en la m iel 
( ¡1 ,1 6 ,1 7 ,2 0 ) .

D entro de la s cargas m icrob ianas norm ales de la m iel de  
abeja se  encuentran ciertas bacterias y  levaduras. E sta  carga  
m icrobiana de la m iel su e le  ser baja y  p rov ien e  de la m ism a  
flora  bacteriana y fú n g ica  d e  las abejas, a s í co m o  del néctar 
de las flores; g en era lm en te  va a estar constitu ida  por esporas 
d el género B a c illu s y  por levaduras del género Saccharom y- 
c es , que, cuand o  crecen  y  se  m ultip lican , son  las causantes de  
la ferm entación  de la  m iel (8 ,2 1 ) . Por otra parte, se  debe  
tom ar en cuenta que una m an ip u lación  inadecuada durante la 
r ec o le c c ió n , p ro cesa m ien to  y  a lm a cen a m ien to  de la m iel, 
p u e d e  l le v a r  a su  c o n t a m in a c ió n  d e  la m ism a  c o n  
m icroorgan ism os p a tó g en o s (2 1 ).

L a m iel ha sid o  reco n o c id a  c o m o  una fuen te  de esporas 
de C lostrid ium . b otu lin um  y ha sid o  fuertem ente  asociada  al 
b otu lism o in fantil, y  aun qu e hasta ahora n o  se  ha reportado  
un ca so  de b o tu lism o  d e  heridas por uso d e  la m iel sobre las 
m ism as, ex is te  un r ie sg o  por el h ech o  de que la m iel puede  
contener esporas de esta  bacteria (8 -1 3 ).

C osta R ica  e s  un país d on d e  la p rodu cción  de m iel de 
abeja representa una industria  crecien te , por lo que con  este  
trabajo se pretente contribuir a un m ejor c o n o c im ien to  de ésta  
m ediante la ev a lu a ció n  d e  la carga m icro b io lò g ica  presente  
en m ie les  co m erc ia les  co starr icen ses, así co m o  su p osib le  
efec to  an tim icrobiano, con  e l fin  de valorar su u tilización  a 
n ivel de tratam iento d e  heridas, ú lceras, quem aduras, etc.

M ATERIALES Y M ETODOS 

Recolección de m uestras
S e  o b t u v ie r o n  2 5  m u e s tr a s  d e  m ie l  d e  a b e ja  

com ercializadas en C osta  R ica , las cu a les  fueron adquiridas 
al azar en su perm ercados, ferias del agricultor y m ercados de 
diferentes zonas del país.

Análisis bacteriológico 

Recuento total aerobio
S e  pesaron 10  g d e  la m uestra  de m iel y  se  d iluyeron  en 

90  m L  de agua p epton ada estéril 0 .1%  (A P E ). S e  realizaron  
diluciones d ec im a les hasta 10'4 en A P E  0.1%  y a partir de 
cada una se inocularon , por va c ia d o , p latos de A gar Estándar  

+  TTC (2 ,3 ,5  cloruro d e  tr ifen iltetrazo liu m ) que se  incubaron  

a 35°C  por 6 -7  d ías en  atm ósfera aerobia.

Recuento total anaerobio
Se realizó de la m ism a form a que e l recuento total aerobio, 

excepto  por la incub ación  que se  h izo  en atm ósfera anaerobia.
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Recuento de esporulados aerobios
Se pesaron 10 g de la muestra de miel y se diluyeron en 

90 mL de APE 0.1%, posteriormente la dilución se llevó a 
ebullición durante 5 minutos. Con esta dilución madre se 
realizaron diluciones hasta 104 en APE 0.1% y a partir de 
cada una se inocularon, por vaciado, platos de Agar Estándar 
+ TTC, los cuales se incubaron de igual forma que para el 
recuento total aerobio.

Recuento de esporulados anaerobios
Se realizó de la m ism a form a que el recuento  de 

esporulados aerobio, excepto por la incubación que se hizo 
en atmósfera anaerobia.

Determinación de la presencia de Clostridium botulinum
Se inocularon 1-2 g de miel en tubos con 15 mL de medio 

Chopped Meat por duplicado y se incubaron a 35° por 3-4 
días. Uno de los tubos fue tratado con calor (80°C por 10 
minutos) y ambos tubos se inocularon en Agar Yema de Hue­
vo e incubaron en anaerobiosis a 35°C por 48 horas.

Recuento de hongos y levaduras
Se utilizaron las mismas diluciones realizadas para el re­

cuento total aerobio y a partir de cada una se inocularon por 
esparcimiento platos de Agar Papa Dextrosa Acidificado y se 
incubaron a temperatura ambiente durante una semana.

Evaluación de la actividad antibacteriana
Se realizaron diluciones de cada miel de abeja en APE

0.1 % para obtener concentraciones finales de 75%, 50%, 25%, 
12.5% y 6.25% v/v. A partir de cultivos de 24 horas en pla­
cas de agar sangre de Staphylococcus aureus (ATCC 25923), 
Staphylococcus epidermidis (UCR 2902), Pseudomonas 
aeruginosa (ATCC 9027), Escherichia coli (ATCC25922), 
Salm onella en te ritid is  (A TCC 13076) y L is te ria  
monocytogenes (ATCC 19116), se prepararon suspensiones 
en APE 0,1%, las cuales fueron ajustadas al 0.5 de la escala 
de McFarland. En un lapso no mayor de 15 minutos de ajus­
tado el inoculo, se introdujo hisopo con algodón, se eliminó 
el exceso de líquido y se distribuyó en la superficie de placas 
de Agar Muller-Hinton de 4 mm de grosor, a las cuales pre­
viamente se les habían hecho seis pocilios, en tres direccio­
nes rotando la placa aproximadamente 60° entre cada una 
para asegurar una distribución uniforme. A cada pocilio se 
agregaron 0,30 mL de la miel al 100%, 75%, 50%, 25%, 12.5% 
y 6.25% v/v, respectivamente. Se incubaron a 35°C por 18 
horas y se midieron los halos de inhibición.

E valuación  de la a c tiv id a d  a n tim ic ro b ia n a  c o n tra  
Aspergillus niger

Se realizó el método de difusión mencionado anteriormen­

te con las siguientes modificaciones: la suspensión al 0.5 de 
la escala de McFarland se realizó a partir de un filtrado con­
teniendo únicamente conidias de A. niger y las placas se 
incubaron durante tres días a temperatura ambiente.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se presentan los resultados obtenidos para el 
análisis microbiológico de las mieles de abeja. En términos 
generales, los resultados obtenidos fueron bastante bajos, lo 
cual era de esperarse, ya que las características propias de la 
miel de abeja, tales como su alta osmolaridad, viscosidad y 
bajo pH hacen de ésta un producto con recuentos bajos de 
microorganismos.

TABLA 1
Recuento total aerobio (RT), recuento total anaerobio 

(RTA), recuento de esporulados aerobio (RE), recuento 
de esporulados anaerobio (REA) y recuento de hongos 

y levaduras (HL) de 25 muestras de miel de abeja 
adquiridas en el mercado costarricense

Parámetro RT RTA RE REA HL

< 10“ UFC/g 
> 10' UFC/g

22 (88%) 
3 (12%)

25(100% ) 22 (88%) 
0 3(12% )

25 (100%) 20 (80%) 
0 5 (20%)

Ciertos tipos de bacterias esporuladas y levaduras 
osmofílicas, provenientes de las abejas y las plantas, son las 
que comúnmente pueden encontrarse en la miel (8,21). Sin 
embargo, también puede haber bacterias vegetativas (8), pero 
a pesar de que estos microorganismos logran sobrevivir en la 
miel, no encuentran las características óptimas para multipli­
carse en ella; por esta razón, cuando los recuentos totales son 
altos se deben probablemente a la contaminación por una 
manipulación inadecuada durante y después de la extracción 
del producto.

Aunque se podría haber esperado un mayor recuento de 
hongos y levaduras, puesto que las levaduras constituyen parte 
de los microorganismos encontrados normalmente en la miel 
de abeja (8,21), las muestras presentaron recuentos iguales o 
menores 102 UFC/g. Esto puede deberse a dos razones: al 
tratamiento con calor que se le realiza a muchas mieles con el 
fin de destruir las levaduras y evitar la fermentación de la 
miel, o también que naturalmente posean una baja carga de 
levaduras.

En la evaluación de la presencia de Clostridium botulinum 
no se obtuvo ninguna colonia sospechosa. Esto correlaciona 
muy bien con los resultados del recuento de esporulados 
anaerobios, los cuales fueron también bajos en todas las mie­
les evaluadas. Sin embargo, esto no indica que no exista la 
posibilidad de encontrar C. botulinum  en las mieles comer­
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cializadas en el país, ya que en Costa Rica se ha informado la 
presencia de esta bacteria en suelos y estudios similares lleva­
dos a cabo en España y Finlandia con un mayor número de 
m uestras y usando las técn ica  de PC R  y d iluc ión - 
centrifugación lograron detectar esta bacteria (8-13).

Con respecto a la evaluación de la actividad antimicrobiana 
de la miel, la Tabla 2 presenta el efecto de diversas diluciones 
de miel de abeja sobre el crecimiento de bacterias. Se debe 
destacar que solamente dos de las mieles evaluadas (8%) no 
produjeron ningún tipo de inhibición en el crecimiento de las 
bacterias utilizadas en el estudio; el resto de las muestras 
inhibió el crecimiento de al menos una de las bacterias al 
em plear una co n cen trac ió n  de 100% v/v de m iel. 
Staphylococcus aureus fue el microorganismo cuyo crecimien­
to se vio mayormente afectado por la miel, obteniéndose halos 
de inhibición aún con concentraciones de 50% v/v y de 25% 
v/v. Diversos estudios realizados han demostrado la sensibi­
lidad de S. aureus a la miel de abeja, inclusive de cepas 
resistentes a antibióticos (21,22,23). Cooper etal. (16) repor­
tan la sensibilidad a la miel natural de 18 cepas de S. aureus 
meticilina-resistentes aisladas de heridas infectadas y de 20 
cepas de enterococos vancomicina-resistentes aisladas de 
superficies de ambientes hospitalarios en concentraciones de 
10% (v/v) o menos, con el método de concentración mínima 
inhibitoria. Por otro lado, en un estudio desarrollado en India, 
por Subrahmanyam y Hemmady (17), se probó el efecto 
antibacteriano de diferentes mieles locales contra varias bac­
terias aisladas de heridas de quemaduras, incluyendo S .aureus, 
encontrándose que ninguna de las bacterias aisladas logró cre­
cer en agar Muller-Hinton con concentraciones de 30% de 
miel. Estos datos son de gran importancia tomando en cuenta 
dos factores: este es uno de los microorganismos más frecuen­
temente aislado de heridas infectadas y muchas cepas han 
desarrollado una gran resistencia a los antibióticos.

TA BLA 2
Porcentaje de muestras de miel de abeja que ejercen efecto 

inhibitorio sobre el crecimiento de S. aureus (A),
S. epidermidis (B), P. aeruginosa (C), E. coli (D),

5. enteritidis (E) y L. monocytogenes (F) 
según las concentraciones evaluadas

Concentración 
de miel (% v/v)

A%
N=25

B% C% D% E% F%

100% 80 68 76 84 92 48
75% 52 24 36 32 44 20
50% 48 16 24 12 20 16
25% 24 0 8 0 8 0

<25% 0 0 0 0 0 0

Por otro lado, las bacterias que mostraron menor inhibi­
ción por la miel fueron L. monocytogenes y S. epidermidis. L 
monocytogenes mostró una marcada resistencia a los efectos 
antibacterianos de la miel. La resistencia de esta bacteria ha­
cia ambientes adversos ha sido ampliamente documentada 
en estudios que incluyen su resistencia a bajos pHs, bajas 
temperaturas, bajos aw y presencia de ácidos orgánicos, en­
tre otros. Por otra parte, la resistencia S. epidermidis a diver­
sos agentes antibacterianos también ha sido ampliamente de­
mostrada. Las restantes bacterias evaluadas mostraron un 
comportamiento similar ante la miel de abeja, sin embargo,
E. coli no fue inhibida por mieles con diluciones de 25% v/v 
a diferencia de Salmonella enteritidis y P.aeruginosa, lo cual 
resulta importante dada la frecuencia con que ésta última es 
aislada de heridas infectadas (24,25).

El 8% de las mieles evaluadas no tuvieron efecto alguno 
sobre el crecimiento microbiano. Esto sugiere que las pro­
piedades de cada miel varían, lo que puede deberse a la fuen­
te floral utilizada por las abejas para la recolección del néc­
tar, así como a la zona donde se da la producción (1,2). Ade­
más de las características propias de cada miel, también se 
deben tomar en cuenta las posibles alteraciones -calentamien­
to excesivo, dilución con agua, agregado de otras sustancias- 
a las cuales se pudieron haber sometido las mieles con baja o 
ninguna actividad antimicrobiana

En este estudio la cepa de Aspergillus niger utilizada no 
fue inhibida por ninguna de las mieles evaluadas. Varios tra­
bajos han reportado actividad antifúngica principalmente con­
tra especies de Aspergillus y Penicillium  (17). Efem y cola­
boradores analizaron diversas mieles sin procesar, las cuales 
presentaron actividad antifúngica contra hongos que común­
mente se encontraban en heridas quirúrgicas (21). Sin em­
bargo, no todas las mieles que han presentado buena activi­
dad antibacteriana han sido efectivas como antifúngicas (1).

Aún cuando las propiedades antimicrobianas de la miel 
comúnmente se le han atribuido a su alta osmolaridad y a la 
acidez, esto es cierto cuando la miel no ha sido diluida (6,18) 
y por esta razón probablemente fue que se observó la inhibi­
ción del crecimiento de las bacterias utilizadas en el estudio 
por la mayoría de las muestras probadas a una concentración 
del 100% v/v. Sin embargo, cuando la miel es diluida, ni la 
o sm olaridad  ni el pH  son su fic ien tes  com o agentes 
antimicrobianos (1,2,6), allí es donde cobran importancia el 
peróxido de hidrógeno y los componentes fitoquímicos. El 
efecto inhibitorio de diversas mieles sobre S. aureus, P. 
aeruginosa y S. enteritidids aún en concentraciones finales 
de 25% v/v, evidencia la presencia de otros factores respon­
sables de sus propiedades antimicrobianas, fuera de su alto 
contenido de azúcares y pH ácido.

Un estudio indicativo de que el peróxido de hidrógeno 
contribuye a las propiedades antimicrobianas de la miel es el 
realizado por Taormina y colaboradores (22), quienes encon­
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traron que la inhibición del crecimiento de Shigella sonnei, 
Listeria monocytogenes y S. aureus en soluciones de miel de 
25% se disminuía luego de tratar dichas soluciones con 
catalasa.

En la miel los niveles de peróxido de hidrógeno son bajos, 
aproximadamente 1000 veces menos que las soluciones usa­
das como antisépticos, de manera que no causa daño tisular; 
sin embargo, sigue siendo efectivo como antimicrobiano. Par­
te de la efectividad como antimicrobiano del peróxido de hi­
drógeno se debe a la liberación lenta de éste y a la producción 
continua por parte de la glucosa-oxidasa (4,6).

Costa Rica es un país con una importante y variada pro­
ducción de miel de abeja. La presencia de diversas mieles con 
actividad antimicrobiana implica múltiples beneficios, entre 
ellos una fuente natural y propia de un posible tratamiento 
para infecciones principalmente a nivel de piel. El paso a se­
guir es un estudio más profundo de cuales son los factores 
antimicrobianos predominantes en estas mieles, así como su 
capacidad de inhibir el crecimiento de patógenos aislados de 
heridas, quemaduras y úlceras infectadas.
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SUMMARY. Knowledge of the amino acid composition of 
foods is essential to calculate their chemical score, which is used 
to predict protein quality of foods and diets. Though amino acid 
composition of many foods is reasonably well established, better 
knowledge is needed on native foods consumed in different 
regions and countries. This paper presents the amino acid com­
position of different presentations of raw and processed foods 
produced and consumed in Mexico. The amino acid composition 
was determined using Beckman amino acid analyzers (models 
116 and 6300). Tryptophan was determined using the Spies and 
Chambers method. Of the different foods analyzed, some com­
ments are made on native or basic foods in Mexico: Spimlin, 
where lysine is the limiting amino acid, with a chemical score of 
67%, is a good source of tryptophan (1.16g/16 gN); amaranth 
contains high levels of sulphur amino acids (4.09 to 5.34 
g/16gN), with a protein content of 15 g/100g; and pulque, a Pre- 
Hispanic beverage that contains high levels of tryptophan (2.58 
g/16 gN) and sulphur amino acids (2.72 g/16 gN). Finally, 
insects are good sources of sulphur amino acids and lysine. 
Key words: Amino acid, food composition, Mexican foods.

RESUMEN. Composición de aminoácidos en varios alimen­
tos mexicanos: La composición de aminoácidos es esencial para 
calcular la calificación química de un alimento, calificación que 
se utiliza para predecir la calidad de la protema cuando se ingiere 
sola o como parte de la dieta. No obstante es necesario determi­
nar la composición de aminoeacidos de los alimentos consumi­
dos diariamente en diferentes regiones y países. El presente 
artículo muestra la composición de aminoácidos en alimentos 
crudos y procesados en distintas presentaciones, que se con­
sumen o procesan en México. La composición de aminoácidos 
de los distintos alimentos se determinó usando analizadores 
marca Beckman (modelos 116 y 6300). La determinación de 
triptofano se realizó con el método de Spies and Chambers. De 
los alimentos analizados, merecen una mención especial los 
siguientes: alga spirulina es limitante en lisina con una califi­
cación química de 67% pero que es buena fuente de triptofano 
(1.16 g/16 gN), el amaranto alto en aminoácidos azufrados (4.09 
a 5.34 g/16 gN) con un contenido de protelna de 15 g/lOOg y el 
pulque una bebida prehispánica, que tiene un alto contenido en 
triptofano (2.558 g/16 gN) y aminoácidos azufrados (2.72 g/16 
gN). Finalmente, los insectos son una buena fuente de aminoáci­
dos azufrados y lisina.
Palabras clave: Aminoácidos, composición de alimentos, 
alimentos mexicanos.

INTRODUCTION

Food protein quality, ie the proportion of ingested ?- 
amino nitrogen that is retained by the body, is a key nutri­
tional issue since it varies widely from one food protein to 
another, affecting dietary nitrogen requirements and the 
interpretation of intake data.
Taking protein quality into consideration is particularly 
important in evaluating new protein sources, in providing 
nutritional education and dietary counseling to normal 
individuals under different physiological conditions 
(athletes, pregnant or lactating women, elderly persons),

in designing and regulating low-cost protein mixtures and 
in the development of products for special needs such as 
infant formulas, weaning foods, tube feeding, and treating 
inborn metabolic errors and other specific diseases (1).

The main determinant of food protein quality is its 
content o f  essential amino acids. Thus, the quality of a 
protein can be predicted from its amino acid composition 
calculating the chemical score and related indexes. The 
chemical score is the percentage of the most limiting 
amino acid in comparison to the so called reference amino 
acid pattern, which -  theoretically -  is fully utilized by the 
body. Reference scoring patterns changes as new know­
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ledge on amino acid requirements is acquired. Although 
the FAO/WHO/UNU 1985 pattern is widely used (2), 
Young has proposed a new amino acid scoring pattern that 
takes into account results obtained in studies using amino 
acids labeled with stable isotopes (3).

A wealth of information on food composition has been 
gathered worldwide over decades of analytical efforts and 
research. Nonetheless, there is no data available on native 
foods or on a variety of regular foods consumed in diffe­
rent regions and countries. In Mexico, Cravioto, et al. 
began analyzing amino acid content in Mexican foods in 
1947 (4, 5), but very little has been published subse­
quently on the subject. The Instituto Nacional de Ciencias 
Médicas y Nutrición, Salvador Zubirán (INCMNSZ) 
continued analyzing amino acids contained in different 
local foods and in 1996, some of this information was 
published in the Composition of Mexican Food tables (6). 
This paper includes data resulting from analysis done at 
the INNSZ during 1980-2002. Since referring individual­
ly to more than 180 foods analyzed would not be practi­
cal, the discussion and comments presented include only 
native foods for which no references can be found in 
literature on the subject and therefore no comparisons 
could be made.

MATERIALS AND METHODS 

Obtaining and preparing samples
The products were obtained from self-service super­

markets in México City and at different stores at Central 
de Abastos, the largest food market in the city, which 
distributes foods from different parts of the country Some 
products were received directly from people interested in 
obtaining an amino acid profile of their samples. For 
perishables, we got 1 kg samples and for industrialized 
foods we got three small packages of each brand selected.

The samples were transported to the laboratory in bags 
or plastic containers, at room temperature (21±2°C, 50% 
RH). The samples weighed at least one kilogram and were 
wrapped as they are regularly sold. Foods that required 
cleaning were cleaned manually to eliminate foreign 
bodies and damaged parts and then cut into small pieces, 
ground and homogenized in a blender (Osterizer). After 
this process was completed, the sample was ready for 
determining moisture and nitrogen content and for amino 
acid analysis. Determinations of moisture and nitrogen 
content were carried out twice and for amino acids.

Analysis were done in at least two samples; the 
average is reported.

Analytical procedures
Moisture

One to two grams of the sample were homogenized 
and dried to a constant weight in a stove (Precision Mod. 
28, Precision Scientific Group), at 105°C (7).

Nitrogen
Between 0.5 to l.Og of the homogenized sample was 

weighed and digested with concentrated sulphuric acid 
(H2S04) for 30 to 60 minutes using a selenium and 
potassium sulfate tablet as catalyst. After digestion, the 
balloon flask with the sample was left to cool at room tem­
perature. The sample was diluted with 75 mL of distilled 
water; 40% sodium hydroxide was added to this solution 
and released ammonia was received in a 1% solution of 
boric acid. Ammonium borate was titrated with a 0.1N 
solution of H 2S04 (7, 8, 9) (Analyzer Procedure with 
Kjeltec 1035 Sampler System); (Technique described in 
the handbook Kjeltec Auto 1030 TECATOR).

To determine crude protein content, the nitrogen 
content obtained was multiplied by the following factors, 
as appropriate: 6.38 for milk and by-products, 5.95 for 
rice; 5.71 for soybean; 5.83 for whole wheat or flour; 5.70 
for medium extraction flour and meal; 5.83 for barley and 
oats; 5.30 for sesame (10); 5.85 for amaranth and its by­
products and 5.7 for the rest of the products, according to 
Sosulski (11).

Amino acid
Sample preparation 

Defatting. Defatting was done when the ether extract (12) 
o f the sample was greater than 10g/100. Approximately 
lOOg of the sample were weighed and then washed with 
an 80:20 chloroform-methanol mix, until they reached an 
ether extract content o f 5g/100g or less. The extracted 
sample was left to stand at room temperature for approxi­
mately two hours to eliminate any residues of the solvent 
mix (Kjeltec Auto Analyzer Tecator, Mod. 1030), 
(Technique described in the handbook Soxtec TECATOR 
HT 1043) (7, 18, 13).

Hydrolysis
a) Analysis of acid-stable amino acids 

An aliquot part of the sample was weighed into four 250 
m l. boiling flasks; the amount was such that there would 
be 25 mg of protein in each flask. 60 mL of 6N hydrochlo­
ric acid and some boiling stones were added to two flasks. 
They were placed in reflux in an oil bath for 24 hours. The 
flasks were allowed to cool at room temperature.

Oxidizing the sample for sulphur amino acid analysis 
Performic acid was prepared adding 1 volume 30 % H 202 
to 9 volumes of 88% formic acid in a glass stoppered 
Erlenmeyer flask. Then the mixture was allowed to stand 
at room temperature for 1 hour, swirling occasionally;
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then the flask was immersed in an ice bath for 30 minutes. 
The acid was prepared just before using. The other two 
flasks received 10 mL of cold performic acid each, not 
swirling. The flask was stoppered and placed in a cold 
room at 4°C for 16 hours. After this time had elapsed, the 
mixture was evaporated in a vacuum rotatory evaporator 
at 37°C (25 + 5 mmHg) until completely dry. The dry 
residue was resuspended with 60 mL HCL 6N, placed at 
110°C + 5° for 18 hours and allowed to cool at room 
temperature.
The four hydrolysates were filtered through Whatman fil­
ter paper No. 42 into 250 mL boiling flasks. The flasks 
were rinsed three times with distilled water and filter 
rinse, evaporated until dry in a vacuum rotatory evapora­
tor at 60°C, and then washed with distilled water until 
there was no acid odor. The residues were recovered from 
each flask using 25 mL of Na-S high performance sample 
dilution buffer, (Beckman reagent) and Whatman paper 
No. 42 and received in a dry and clean jar (7,14).

An aliquot part o f 1 mL was taken from the filtrates 
and filtered through a 0.22 mm pore size polysulfonate or 
cellulose membrane; the filtrate was received in a 2 mL 
Eppendorf tube. A 100 /rL aliquot part was taken from the 
latter and gauged with a Na-S high performance sample 
dilution buffer for each 1 mL. The analyzer coils were 
filled with this solution (Operate amino acid analyzer, 
according to manufacturer’s instructions) (15).

Chromatographic analysis
Beckman 116 and 6300 (System Gold 6300, Beckman 

Coulter de México, S.A. de C.V.) amino acid analyzers 
were used and programmed according to manufacturer’s 
instructions. Calibration curves were run with three 
injections of Beckman CD (Column Diagnostic Reagent 
and Standard) and STD (Amino Acid Standard for 
Hydrolyzate Analysis) mixtures. Samples were then 
placed in the corresponding coil, including a reference 
standard in one out of every five samples. For sulphur 
amino acids, the calibrating curve was run with a mixture 
of Beckman CD standards and methionine sulphonates 
from Sigma. The duration of each analysis was 80 minutes 
and working conditions were as follows: High per­
formance sodium column (silicagel, 7.5 microns particle 
size), 12 cm long, a buffer flow of 14 mL/h, ninhydrin 
flow of 7mL/h; sequential temperatures were 48 °C for 11 
minutes, 65°C for 34 minutes, and 77°C for 74 minutes 
(15 - 17). The concentration of each amino acid was cal­
culated using the ratio between the area of the sample and 
the area of the standards.

Determination of tryptophan
A sample of approximately 300 mg was weighed in

two test tubes; 12 mL of 0.4% papaine solution were 
added to each tube and then incubated at 65 °C for 16 
hours. The samples were then filtered through No.41 
Whatman paper. Filtrates were received in three clean and 
dry test tubes and 5 mL of a 0.6% paradimethyl-amino- 
benzaldehyde solution in 12N hydrochloric acid were 
added to two of the tubes; 5 mL o f 12N hydrochloric acid 
were added to the third tube (blank) and left to stand in the 
dark for 30 minutes. Next, 5 mL of 96% ethyl alcohol and 
4 to 5 drops of a 0.2% sodium nitrate solution were added 
to the tubes and left to stand in the dark for an additional 
30 minutes (18). Absorbance was read at 620 nm using a 
Beckman DU 780 spectrophotometer. Tryptophan 
standards of 0.1 to 0.5 micromoles per mL were included 
to obtain the calibration curves. Values were obtained by 
interpolation (7, 14).

Chemical score
The chemical score was calculated using scoring 

patterns suggested by Young (3).

RESULTS AND DISCUSSION

The amino acid composition, the chemical score and 
the limiting amino acid of 222 Mexican Foods, some of 
which are native foods, are presented in Tables 1-7; empty 
spaces mean that there is no value available. Chemical 
scores were calculated using the scoring pattern for adults 
suggested by Young and Borgonha (3) because of its solid 
experimental support. Comments include only some 
particular items, mainly native foods of nutritional 
interest, as analytical considerations and literature 
comparisons are beyond the scope of this report.

Spirulina  This microscopic alga belongging to the 
Cyanophyceae family, received much attention of 
nutritionists three decades ago as a potential protein 
source. Interestingly, historical documents indicate that 
spirulina was harvested from the waters of Lake Texcoco 
and consumed by the Aztecs as a food ingredient recently 
it has gained reputation as a cholesterol lowering functio­
nal food and it is sold in capsules as a food supplement in 
naturist stores. Spirulina protein is limiting in lysine with 
a chemical score of 67 but it is a good source of 
tryptophan ( % of scoring value).

Amaranth Interest in amaranth Seeds has increased 
over the last two decades. Plants of this family are native 
to M esoamerica and in Pre-Hispanic M exico they 
represented the second largest crop only after maize.

Due to the importance o f amaranth seeds in native 
religious practices, after the Spanish Conquest growing 
these plants was discouraged and even prohibited in the
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New Spain by the Spanish domination (1521 to 1810) and 
its food use was limited to the leaves and to a candy made 
from popped seeds mixed with honey. Currently, amaranth 
cultivation and consumption are gaining popularity and, 
due to its sensorial qualities, its incorporation in a variety 
of products is expected to grow.

As it may be observed in Table 1, the seeds of the 
Mexican varieties of amaranth are limiting in lysine and 
leucine (-65% ) but they are good sources of sulphur 
amino acids and have protein contents of around 15 
g/lOOgN.

Pulque This Pre Hispanic beverage (Table 1) is still 
widely consumed in rural areas of central Mexico. It is 
obtained from the alcoholic fermentation of aguamiel, the 
sweet juice from the stalk of several species of maguey 
(Agave sp.). Although on a wet basis it provides only 0.3 
mg/16mg o f nitrogen, the volume consumed by some 
people may be high and its amino acid content is inte­
resting since its protein is high in tryptophan (2.35 
g/16gN) and sulphur amino acids(2.72 g/16gN) although 
it is limiting in lysine (39%).

Corn. Com is still the staple food in the Mexican diet 
as it accounts for 50% of the energy intake and 40% of the 
protein intake o f the average diet. Since Mexico is its site 
of origin, its importance has never been challenged by any 
other food either in Pre-Hispanic or modern diets.
The Mexican varieties analyzed provide 8 to 9g o f protein 
per lOOg (Table 2); they are limiting in lysine (56%) and 
poor in tryptophan (63%), but are good source of sulphur 
amino acids.

Opaque 2 corn is a genetic variety developed by Mertz 
et al (19) which contains more glutelin and less zein than 
regular com and is therefore richer in lysine (2.15 g/16gN 
in regular corn vs. 3.88 g/16gN in Opaque- 2 com) and 
tryptophan (0.70 g/16gN in regular com vs. 1.14 g/16gN 
in Opaque- 2 corn) and sulphur amino acids (4.28 g/16gN 
in regular com  vs. 5.35 g/16gN in Opaque- 2 corn). 
Chemical scores for regular com is 55.8% in lysine vs 
85% lysine in Opaque-2 corn.

Insects Enthomophagy was, and still is, a common 
practice in Mexico, especially in rural areas of Central and 
Southern Mexico, but many restaurants in urban areas 
offer dishes based on different insects. To date, over one 
hundred edible species have been registered in the country 
(20).

Eating insects is not a result of poverty or famine; in 
Mexico it is a highly appreciated tradition with a 
significant ritualistic meaning. Furthermore, insects are 
quite expensive and are considered a delicacy that is 
frequently offered in fancy restaurant menus. As expected, 
insects have a high moisture content and provides around 
20% of protein. The species analyzed have different

amino acid compositions, but as a group they are usually 
limiting in tryptophan, with chemical scores ranging from 
10% (jumiles) to 80% (escamóles). In general, all insects 
are good sources of sulphur amino acids and, with the 
exception of jumiles, they are also good sources of lysine.

Common beans (Phaseolus vulgaris) are the most 
highly consumed legume seed in Mexico and, combined 
with corn, for the last three millennia they have formed the 
basic complementary cereal-legum e system in the 
Mexican diet. The samples analyzed (Table 5) had a 
chemical score of around 80% and were limiting in 
tryptophan and isoleucine (light brown beans) but not in 
sulphur amino acids (2.50 g/16gN to 5.19 g/16gN) as 
usually reported; this finding deserves further research.

Although vegetables have high moisture content and 
provide little protein, their contribution may be relevant 
because of the amount consumed. Table 7 presents the 
amino acid composition o f some vegetables.

Nopal (Opuntia sp.) is a cactus that is widely dis­
tributed throughout Mexico and it is used in many tradi­
tional dishes. It is extremely popular as a remmedy for 
diabetes, probably because of its high content of soluble 
dietary fiber. Its protein content is only 1.4 g/100g but its 
chemical score is close to 90%, leucine and tryptophan as 
the limiting amino acids.

The pulp and the pods of mezquite are mainly 
consumed in rural areas. The pods are particularly 
interesting because of their protein content of 23 g/100g 
and their high chemical score (-100%).

Quiote is the flower of maguey. It is a delicacy 
reserved for special occasions due to its relative scarcity. 
Its protein content is only ~lg/100g but its amino acid 
composition is very well balanced, with a chemical score 
close to 100%.
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TABLE 2 
Amino acid content in Mexican fo o d s  

Cereal seeds 
(g per 16 g of nitrogen)
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TABLE 3
Amino acid composition of Mexican food 
Dairy products, Eggs, Fish and Shellfish 

(g per 16 g of nitrogen)

FOOD MOISTURE CRUDE PROTEIN ILE LEU LYS MET CYS PIIE TYR THR TRP VAL HIS
g/lOOg product g/lOOg product

VI. E G G S

DUCK (Anas platyrhinchos)
WHOLE, RAW 70.83 11.68 3.47 6.68 8.44 4.50 4.19 5.93 3.83 5.29 0.97 5.20 2.74

HEN (Gallus gallus) 3.70 13.48 1.64 1.41 3.27 4.36 3.06 1.44 0.81 4.37 2.02
RAW EGG WHITE, RED 87.30 9.48 4.19 7.08 5.58 2.20 1.92 5.23 3.02 3.71 2.69 5.56 1.90
RAW EGG WHITE, WHITE 86.90 10 .12 4.49 7.52 5.96 2.88 2.15 5.22 3.22 3.99 2.46 5.81 2.00
RAW WHOLE RED 75.40 11.13 4.54 7.53 6.27 3.24 2.60 5.49 3.67 4.25 2.23 5.67 2.07
RAW WHOLE WHITE 76.60 11.58 4.55 7.51 6.37 3.28 2.46 5.16 3.74 4.19 2.73 5.65 2.07
RAW YOLK, RED 52.50 13.81 4.58 7.50 6.66 4.98 1.65 3.99 3.87 4.54 2.94 5.16 2 .12
RAW YOLK, WHITE 53.00 14.68 4.80 8.01 7.02 1.05 2.32 4.23 3.87 4.69 2.56 5.40 2.32

VII. F I S I I  A N D  S H E L L F I S H  
FISH

ANCHOVY (Engraulis mordax) 
FISH (FLOUR)
GREY MULLET (M ugil cephalus) 
RAW

MOJARRA (Eugerres spp.)
SARDINE (Sardinopus caerula) 

PROTEIN CONCENTRATE 
RAW

SAWFISH (Scomberomorus maculatus) 
SHELLFISH
OYSTER (WHOLE) (Ostrea sp.) 
SHRIMP (FLOUR) (Penaeus setiferus)

7.80
68.50

3.00

71.60
72.50

5.00 
70.15 
74.10

91.30
8.40

9.18 3.31 6.64 1.24 1.33 4.20 4.75 2.99 2.64 0.74 3.40 2.33
15.37 4.24 7.37 9.01 2.64 1.82 3.84 3.29 4.31 0.74 4.70 2.88
82.17 2.50 5.28 2 .12 0.47 3.10 2.99 2.95 2.15 0.08 4.43 0.84

18.79 4.71 7.45 8.67 2.96 1.59 3.94 3.17 4.01 1.02 4.98 2.80
15.96 3.94 6.12 12.16 2.44 1.0 1 2.41 0.71 3.36 0.24 4.69 1.62

83.27 5.88 8.14 7.83 3.08 0.52 5.23 3.92 3.60 1.23 2.41 2.91
16.64 4.48 7.43 5.62 2.43 1.44 3.77 2.76 3.99 0.88 5.50 4.57
20.34 2.37 6.34 7.00 3.67 1.40 2.95 3.14 3.74 0.77 3.01 2.20

5.47 3.94 6.60 6.72 3.65 1.76 4.82 3.38 4.06 2 .10 4.02 1.80
23.42 4.23 6.24 9.31 1.48 1.90 4.10 3.80 3.49 0.90 4.84 6.32
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TABLE 7 
Amino acid content in mexican food 

Vegetables, Yeast 
(g per 16 g of nitrogen)
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Note: If you need information about the others amino acids please contact in e-mail: foods@quetzal.innsz.mx
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C onten ido  to ta l y  d isp o n ib ilid ad  in vitro de h ierro  y zinc en 
alim entos  de m a yo r c o n su m o  en S onora  y  O axaca, M éxico

Rosa Olivia Méndez, Karla Bueno, Nayeli Campos, Daniela López, Carolyn Jane Wyatt y María Isabel Ortega 

Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo, A.C., Hermosillo, Sonora, México

RESUMEN. La dieta en países en vías de desarrollo está constitui­
da por cereales y legumbres que si bien aportan cantidades impor­
tantes de hierro (Fe) y zinc (Zn), resultan ser minerales de baja dis­
ponibilidad. Los objetivos del presente trabajo fueron: 1) cuantificar 
el contenido total y dializable de Fe y Zn en alimentos del norte 
(Sonora) y del sur (Oaxaca) de México; 2) evaluar el efecto de la 
presencia de carne sobre los valores de Fe y Zn dializables. La 
cuantificación de Fe y Zn total y dializable se hizo por el método de 
la AOAC y de Shen et al, respectivamente. Los resultados obtenidos 
para Fe total en alimentos de Sonora presentaron un rango de 0.78±0.0 
a ll.59±0.03 mg/lOOg (base seca, BS); y en los de Oaxaca de
0.86+0.18 a 8.8±0.57 mg/lOOg (BS). Para Zn total los valores varia­
ron de 0.91±0.00 a 13.58±0.05 mg/lOOg (BS) en Sonora y de
O.64±0.18 a 20.80±0.33 mg/100g(BS) en Oaxaca. En los alimentos 
de Sonora se tuvieron valores de 0.1+0.04% a 10.610.36% para Fe 
dializable y de 4.0+0.21 % a 55.3210.14% para Zn dializable. En 
los de Oaxaca el rango fue de 0.2210.06 % a 9.4010.14% para Fe 
dializable y de 2.4110.26% a 54.2711.49% para Zn dializable. Se 
obtuvo un promedio mayor en el contenido de Fe dializable en los 
alimentos que contenían carne, respecto a los que no la contenían y 
entre el frijol pinto y las tortillas de maíz de Sonora respecto al frijol 
negro y tortillas de maíz rurales de Oaxaca. El contenido de Zn 
dializable no mostró diferencias significativas entre los alimentos de 
las dos regiones.
Palabras clave: Disponibilidad in vitro, dializable, hierro, zinc.

SUMMARY. Total content and dialyzable iron and zinc in foods 
from Northern and Southern Mexico. Developing countries diets 
are based on a variety of plant foods that often are the main suppliers 
of important amounts of iron (Fe) and zinc (Zn). The objectives of 
this study were 1) to measure the total and dialyzable amounts of Fe 
and Zn in foods from Northern Mexico (Sonora) and from Southern 
Mexico (Oaxaca) and 2) to evaluate the effect of meat content of 
diets on the dialyzable amount of Fe and Zn. Methods to calculate 
the total dialyzable amount of Fe and Zn, were those of the AOAC 
and of Shen et al. Total Fe in e northern Mexican foods went from
0.78 ± 0.0 to 11.59 ± to 0.03 mg/1 OOg (dry weight, DW); in southern 
Mexican foods the same micronutrient amounts were 0.86 ± 0.18 to 
8.8 ± 0.57 mg/lOOg (BS). Total Zn values were 0.91 + 0.00 to 13.58 
± 0.05 mg/lOOg (DW) in Sonora, and 0.64 ± 0.18 to 20.80± 0.33 
mg/100 g (DW) in Oaxaca. In northern Mexico, foods dialyzable Fe 
had values from 0.1 ±0.04% to 10.6 + 0.36% and for Zn from 4.0 +
0.21 % to 55.32 ± 0.14%. Meanwhile, the range of values of dialyzable 
Fe for foods from Oaxaca were from 0.22 ± 0.06% to 9.40 ± 0.14% 
for and from 2.41 ±0.26% to 54.27+ 1.49% for dialyzable Zn. The 
average value for dialyzable Fe was higher in the foods that contained 
meat or meat products (p= 0 .001).
Key words: In vitro bioavailability, dialyzable, iron, zinc

INTRODUCCION

El Fe y el Zn son minerales indispensables para los seres 
humanos. Durante la niñez la deficiencia de Fe se asocia con 
disminución en la capacidad de aprendizaje y, el desarrollo 
motor, mientras que la deficiencia de Zn con retardo en el 
crecimiento y aumento en la prevalencia de enfermedades 
infecciosas ( 1 ). Las recomendaciones de consumo diario para 
Fe y Zn varían con la edad y el sexo, pero es importante 
considerar que algunos factores dietarios pueden afectar su 
absorción intestinal y dar como resultado una baja absorción 
de ambos minerales. En países en vías de desarrollo se ha 
aportado que los principales aportadores de Fe y Zn son 
alimentos de origen vegetal, los cuales abastecen también 
cantidades importantes de fibra, taninos y fitatos que pueden

actuar de manera negativa en la absorción de Fe no hémico y 
Zn (2). De acuerdo a Zimmermann et al (3) una de las causas 
de deficiencia de Fe en niños de una área rural de Africa puede 
ser la baja disponibilidad del Fe contenido en su dieta, basada 
en cereales y leguminosas. La misma situación es de esperarse 
en cuanto al Zn cons iderando que su absorción está 
determinada por la cantidad de fitatos y de Zn total en los 
alim entos (4). Por otra parte, resultados obtenidos con 
alimentos fortificados y con suplementos sugieren que es 
importante evitar interferencias entre el Fe y el Zn durante el 
proceso de absorción intestinal. Crofton et al (5) concluyeron 
que el Zn inorgánico puede disminuir la absorción intestinal 
del Fe cuando es coadministrado en proporciones molares de 
1:1 o 2.5:1, Zn-Fe. Sin embargo, Hermán et al (6) reportaron 
que al utilizar una proporción 1:1, Zn-Fe, la absorción de Fe
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se afectó solo cuando usaron sulfato de zinc como fortificante 
en pan de trigo y no cuando utilizaron óxido de zinc. Respecto 
a la posible inhibición que el Fe no heme pudiera tener sobre 
la absorción del Zn, Solom ons y Jacob (7) reportaron 
evidencias de interacción competitiva en el intestino humano 
al com parar los niveles de Zn plasm ático  después de 
administrar Zn y Zn con Fe. Sus resultados mostraron valores 
más altos de Zn plasmático cuando el Zn se administró solo y 
menores conforme aumentaba la cantidad de Fe no heme. Por 
lo tanto, el tipo de sales y la proporción entre Fe y Zn son dos 
de las recomendaciones a seguir durante la formulación de 
productos fortificados.

Entre los métodos más exactos usados para evaluar la 
biodisponibilidad de Fe y Zn se citan los que utilizan isótopos, 
los cuales también permiten medir la velocidad de absorción 
gastrointestinal y la excreción endógena hacia el tracto 
gastrointestinal, entre otros parámetros. Sin embargo una 
limitante para su utilización es su elevado costo y el tiempo 
requerido para la realización de esos estudios. Como métodos 
relativamente sencillos, rápidos y menos caros se citan técnicas 
in vitro que si bien no reflejan la utilización de los minerales, 
sí sirven para estimar la cantidad de Fe y Zn absorbidos durante 
la digestión intestinal. Shen et al (8) publicaron un método in 
vitro para estimar la disponibilidad de minerales simulando 
una digestión gastro in testin a l. La p roporc ión  de los 
com puestos que se difunden a través de la m em brana 
semipermeable durante la fase intestinal se usa como medida 
de la d isponibilidad del elem ento  y se les denom ina 
“dializables”. Los objetivos del presente trabajo fueron: 1) 
cuantificar el contenido total y dializable de Fe y Zn en 
alimentos de Sonora y Oaxaca; 2) evaluar el efecto de-la 
presencia de carne sobre los valores de Fe y Zn dializables en 
los alimentos.

M ATERIALES Y M ETODOS

Selección de Alimentos. En un listado de alim entos 
obtenido de un estudio previo en nuestro centro de trabajo (9) 
se identificaron los alimentos aportadores de Fe y Zn a la dieta 
de Sonora. Los de mayor consumo fueron: leche, huevo, queso 
fresco, salchicha, mortadela, jamón, carne molida, carne de 
cocer, cazón, frijol, tortillas de maíz y tortillas de harina de 
trigo. En Oaxaca se seleccionaron: pan sierra, pan amarillo, 
pan yema, pan rebosado, pan telera y bolillo, tamal de mole 
con pollo, tamal de amarillo con pollo, tamal de fríjol, tortillas 
de maíz rurales, tortillas de maíz urbanas, caldo de res, pozole 
de pollo, entom atadas, barbacoa de chivo, albóndigas, 
enchiladas, amarillo de pollo, ejotes con huevo, sopa de guías, 
sopa de pasta con menudencias, frijoles negros, tlayudas, 
tasajo, chorizo de puerco, quesillo y queso fresco. Estos 
alimentos se compraron ya preparados en su lugar de origen y

se transportaron congelados vía aérea hasta nuestro centro.
Preparación de las M uestras. Todas las muestras se 

homogenizaron en una licuadora W aring Comercial Blendor 
(Waring Products Corporation o f America. New Hartford, 
Connecticut 060557). Se tomó una fracción de la muestra 
para determinar el contenido de humedad de acuerdo al mé­
todo de la AOAC, Sec 925.09 (10) utilizando una estufa para 
vacío VWR 1430 (VW R Scientific Inc., Philadelphia, PA 
19101-3645). El resto de la muestra se secó a 50°C en una 
estufa BLUE M C-4850-Q (Blue M. Blue Island, IL).

Cuantificación de Fe y Zn. La digestión térmica de las 
muestras se realizó en un horno de microondas (CEM, MDS 
2000, Falcon Instruments, M éxico, DF) siguiendo la meto­
dología reportada en el manual de aplicaciones de CEM (11). 
La cuantificación del Fe y del Zn se realizó según el método 
de la AOAC sección 968.08 (10), utilizando un espectrómetro 
de absorción atómica (SpectrAA-20 Varían Techntron Pty 
Limited, M ulgrave Victoria, Australia) y siguiendo las reco­
mendaciones de operación indicadas en el manual del equipo 
para Fe y Zn.

Disponibilidad in vitro. Se determinó mediante la técnica 
modificada por Shen et al (8), la cual consiste en una diges­
t ión f ís ic o -e n z im á tic a  q u e  a se m e ja  condiciones 
g astro in testina les. En g en era l, a las m uestras secas y 
desgrasadas se les agregó agua deionizada, se les ajustó el pH 
a 2 y se les agregó pepsina (Sigma Chemical Co., St. Louis, 
MO). Se mantuvieron durante dos horas a 37°C en un baño 
con agitación. Posteriormente se tomó una porción de la mues­
tra, se le agregó extracto de bilis-pancreatina y se continuó la 
digestión en presencia de la m embrana de diálisis (Spectra 
Por, 12-14 000 MW, VWR, South Plainfield, NJ). Una vez 
obtenido el dializado se cuantificó su contenido de Fe y Zn 
utilizando absorción atómica (AOAC, sección 968.08)(10) y 
se aplicó la fórmula reportada por Shen et al (8) para calcular 
la cantidad dializable de cada mineral.

Análisis Estadístico. Las mediciones realizadas en los ali­
mentos se hicieron por triplicado. El análisis de los datos (pro­
medios, desviación estándar, prueba t- student, y análisis de 
correlación de Spearman) se hizo en el paquete estadístico 
NCSS60 (12).

R ESU LTA D O S Y DISCU SIO N

La validación del método de cuantificación de Fe y Zn 
total se realizó utilizando hígado de bovino (Bovine Liver 
1577b NIST. Gaithersburg, M D 20899). El valor obtenido 
para Fe fue de 188.6 ± 7 ppm con un coeficiente de variación 
(CV) de 3.79% y un porcentaje de recuperación de 102.5%- 
El valor certificado para Fe es 184 ± 15 ppm . Para Zn el valor 
obtenido fue 122 ±  3 ppm , con un CV de 2.58% y un porcen­
taje de recuperación de 95.24% . El valor certificado es 1271 
16 ppm.
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El contenido total de Fe y Zn en los alimentos selecciona­
dos de Sonora y de Oaxaca se muestra en las Tablas 1 y 2, 
respectivamente. El rango de valores de Fe en los alimentos 
de Sonora fue de 0.78 ± 0.0 a 11.59 ± a 0.03 mg/lOOg (base 
seca, BS); y en los de Oaxaca de 0.86 ± 0.02 a 8.8 ± 0.05 (BS), 
sin diferencia estadística significativa entre el promedio de la 
totalidad de alimentos de Sonora y el promedio de la totalidad 
de alimentos de Oaxaca. Para Zn, los valores variaron de 0.91 
± 0.00 a 13.58 ± 0.05 mg/lOOg (BS) en Sonora y de 0.69 ± 
0.01 a 19.06 + 0.03 (mg/100 g, BS) en Oaxaca, sin diferencia 
estadística significativa entre el promedio de la totalidad de 
alimentos de Sonora y el promedio de la totalidad de los ali­
mentos de Oaxaca.

TABLA 1
Contenido total de Fe y Zn en alimentos de Sonora, México. 

Base Seca (mg/100 g)

Alimento Fe total1 Zn total1

Frijol cocido 5.72 + 0.00 2.43 ±0.01
Tortilla de maíz 2.62 + 0.01 2 .2 1 ± 0.01
Tortilla de harina de trigo 3.17 ±0.02 0.91 ±0.00
Carne molida 6.27 ± 0.56 11.58 ±0.38
Carne de cocer 3.74 ± 0.04 13.58 ±0.05
Jamón 11.5910.03 4.39 ±0.03
Mortadela 4.74 ± 0.44 3.42 ±0.16
Salchicha 4.1810.28 3.52 ±0.07
Huevo blanco 6 .1 1 + 0.01 6 .11  ± 0.01
Cazón 2.50 ±0.13 1.39 ±0.00
Leche de vaca 0.78 ± 0.00 3.31 ±0.03
Queso fresco regional 1 . 10 ± 0.01 7.10 ±0.07

1 Media ± Desviación estándar

En base a las cantidades y frecuencia de consumo, tanto 
en Sonora como en Oaxaca las tortillas de maíz y el frijol son 
de los principales alimentos aportadores de Fe y Zn, sin em­
bargo es importante puntualizar que en Sonora se consume 
frijol pinto mientras que en Oaxaca se consume frijol negro. 
El contenido de Fe y Zn para el frijol pinto cocido es de 5.72 
0.00 y 2.43 ± O.Olmg/lOOg (BS), respectivamente (Tabla 1). 
En frijol negro los valores son de 6.36 ± 0.04 y 2.65 ± 0.05 
mg/lOOg (BS), para los mismos minerales (Tabla 2).

En cuanto a las tortillas de maíz, en la zona serrana de 
Oaxaca persiste la costumbre de nixtamalizar el maíz a nivel 
doméstico para su posterior uso en la elaboración de tortillas 
(tortillas de maíz rurales). En la zona urbana, la elaboración 
de tortillas se realiza con una mezcla de harina de maíz proce­
sada industrialmente y maíz nixtamalizado de manera domés­
tica. En Sonora, las tortillas de maíz a nivel comercial son 
elaboradas únicamente con harina procesada industrialmente. 
Por esta diferencia y considerando que la harina de maíz pro­

cesada industrialmente está fortificada con Fe y Zn podría­
mos esperar que las tortillas de maíz de Sonora presenten pro­
medios mayores en el contenido total de ambos minerales. 
Sin embargo, los resultados de la Tabla 1 no muestran dife­
rencias significativas entre los datos de las tortillas de maíz 
de Sonora (2.62 0.01, mg/100g para Fe y 2.21 ± 0.01 mg/ 
lOOg para Zn) y las de Oaxaca (1.58 ± 0.03 mg/ lOOg de Fe y 
1.75 ± 0.02 mg/100 g para Zn en las tortillas de maíz urbanas 
y 1.45 ± 0.45 mg/100 g para Fe y 1.97 ± 0.01 mg/1 OOg de Zn 
en las tortillas rurales), Tabla 2.

TABLA2
Contenido total de Fe y Zn en alimentos de Oaxaca, 

México. Base seca, (mg/100 g).

Alimento Fe total1 Zn total1

Panes
Sierra 2.31 ±0.02 1.48 ±0.00
Amarillo 4.26 ± 0.02 0.69 ± 0.01
Yema 1.79 ±0.03 1.18 ±0.06
Rebosado 1.94 ±0.13 0.66 ±0.55
Telera y Bolillo 4.55 ±0.01 0.64 ± 0.02
Tortillas de maíz
Urbanas 1.58 ±0.03 1.75 ±0.02
Rurales 1.45 ± 0.45 1.97 ±0.01
Tlayudas 2.04 ±0.01 1.92 ±0.01
Alimentos varios
Chorizo de puerco 3.32 ± 0.01 2.06 ± 0.05
Quesillo 1.14 ±0.06 3.20 ± 0.03
Queso fresco 0.86 ± 0.02 3.03 ± 0.02
Frijol negro 6.36 ± 0.04 2.65 ± 0.05
Tamales
Mole 5.43 ± 0.07 1.17 ± 0.03
Amarillo 3.80 ± 0.26 1.91 ±0.01
Frijol 4.64 ± 0.01 2.01 ±0.07
Guisados
Ejotes con huevo 7.45 ±0.10 4.03 ± 0.05
Amarillo de pollo 4.77 ±0.01 1.89 ±0.03
Caldo de res 4.63 ± 0.06 6.52 ± 0.26
Pozole de pollo 4.92 ± 0.01 1.90 ±0.02
Entomatadas 4.56 ± 0.23 1.80 ± 0.01
Barbacoa de chivo 8.88 ±0.05 19.06 ±0.03
Albóndigas 3.83 ±0.05 3.61 ±0.00
Enchiladas 2.27 ± 0.05 1.34 ±0.03
Sopa pasta con menudencias 7.81 ±0.15 4.65 ± 0.02
Sopa de guías 7.51 ±0.23 3.78 ± 0.05
Tasajo 2.85 ± 0.03 8.37 ±0.17

1 Media ± Desviación estándar

Considerando que la definición de biodisponibilidad in­
cluye digestión, solubilidad, absorción e incorporación de los 
nutrimentos en los procesos metabólicos, es comprensible que 
resulte imposible medir la biodisponibilidad de los minerales
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mediante métodos in vitro. Por lo tanto, y partiendo de que 
posiblemente la digestión y la solubilidad sean los únicos even­
tos independientes de controles hormonales y nutricionales, 
la cuantificación de minerales dializables se considera una 
medida predictora de tendencias y representa una medida 
aproximada de la cantidad disponible para absorción (13). 
Wyatt et al (14) cuantificaron calcio y fósforo dializable en 
dietas mexicanas y mostraron las mismas tendencias que al 
evaluar el efecto de las dietas sobre la composición y el creci­
miento del fémur de ratas. Luten et al (15) midieron el Fe 
dializable en tres platillos diferentes y concluyeron que a pe­
sar de que la repetibilidad de las determinaciones varió consi­
derablemente, el método es aceptable ya que los resultados 
fueron semejantes a los obtenidos en un estudio in vivo. 
Bosscher et al (16) publicaron que el método in vitro basado 
en la cuantificación de elementos dializados después de si­
mular el proceso de digestión gastrointestinal, es adecuado 
para predecir la disponibilidad de calcio, Fe y Zn en alimen­
tos infantiles. Pérez-Llamas et al (17) reportaron que este 
método fue útil para investigar la influencia de diferentes ti­
pos de proteínas sobre la disponibilidad de Fe y Zn.

La Tabla 3 presenta los resultados obtenidos para Fe y Zn 
dializable en alimentos de Sonora y en la Tabla 4 los que co­
rresponden a alimentos de Oaxaca. El prom edio de Fe 
dializable de la totalidad de los alimentos de Sonora se com­
paró con el promedio de la totalidad de los alimentos de Oaxaca 
sin mostrar diferencia estadística significativa. Pero conside­
rando que el frijol y las tortillas de maíz son de los principales 
alimentos aportadores de Fe y Zn en las dietas de Sonora y 
Oaxaca procedimos a comparar sus contenidos dializables, 
sin encontrar diferencia significativa entre el contenido de Fe 
dializable de las tortillas de maíz de Sonora (2.2 ± 0.66%) y 
las de la zona urbana de Oaxaca (0.66 ± 0.04 %). Al hacer la 
comparación entre el contenido de Fe dializable del frijol de 
Sonora con el del frijol negro de Oaxaca se encontraron dife­
rencias significativas (p = 0.0003), al igual que entre las torti­
llas de maíz de Sonora y las rurales de Oaxaca, p = 0.016 
(1.02 ± 0.09% para el frijol negro de Oaxaca, 2.34 + 0.05% 
para frijol de Sonora, 0.46 ± 0.02%, para las tortillas de maíz 
rurales de Oaxaca y 2.2 ± 0.66 % para tortillas de maíz de 
Sonora). El contenido de Fe dializable de las tortillas de maíz 
rurales y las urbanas de Oaxaca fue significativamente dife­
rente (p = 0.004). El contenido de Fe dializable del frijol de 
Oaxaca corresponde a un 43% del de Sonora. Este hecho, 
aunado a un menor consumo de alimentos aportadores de Fe 
en Oaxaca podría ser una explicación de la diferencia en la 
prevalencia de anemia por deficiencia de Fe entre los niños 
de Oaxaca y Sonora (18).

Respecto al Zn consideramos que es necesario observar 
las diferencias en el consumo total de los alimentos entre las 
dos poblaciones estudiadas, ya que la comparación del conte­
nido dializable entre los principales alimentos aportadores de

las dietas de Sonora y Oaxaca no mostró diferencias signifi­
cativas (17.29 ±  0.07% de Zn dializable en el frijol de Oaxaca 
y 23.48 ± 2.33% en el de Sonora; 9.55 ± 0.27 y 6.89 ± 0.22% 
para las tortillas de maíz urbanas y rurales de Oaxaca y 8.0 ± 
0.14% en las de Sonora). La diferencia entre el contenido de 
Zn dializable de las tortillas urbanas y las rurales de Oaxaca 
fue significativa (p = 0.008).

TABLA 3
Contenido de Fe y Zn dializable en alimentos de Sonora (%)

Alimento Fe dializable1 Zn dializable1

Frijol cocido 2.34 ±0.05 23.48 ±2.33
Tortilla de maíz 2.2  ± 0.66 8 ± 1.01
Tortilla de harina de trigo 2.8 ±0.16 8.8 ± 1.52
Jamón 3.25 ± 0.07 18.85 ±1.49
Mortadela 1.25 ±0.15 5.4+0.51
Salchicha 3.85 ± 0.61 18.05 + 1.99
Huevo blanco 0.1 ±0.04 10 ±0.99
Cazón 5.7 ± 0.04 4 ±0.21
Leche de vaca 5.2 ± 0.43 16.9 ±0.08
Queso fresco regional 0.7 ±0.14 15 ± 1.59
Carne de res frita (molida) 8.0 ± 0.14 55.32 ±0.14
Carne de res cocida 10.6 ±0.36 34.87 ± 1.86

1 Media ± Desviación estándar

En mujeres del norte de M éxico en edad reproductiva el 
consumo de Fe es de 12 a 17 mg diarios y el de Zn de l 1.6 mg 
(19). El promedio de consumo estimado de tortilla de maíz y 
de to rtilla  de harina de trigo , de 150 m ujeres en edad 
reproductiva de la misma región, fue de 94 y 82 g/día, mien­
tras que el de frijol fue de 147 g diarios (19). En base a esos 
consumos se calculó un aporte de 1.24,1.85 y 3.3 mgdeFey
1.04, 0.53 y 1.4 mg de Zn a partir de la tortilla de maíz, torti­
lla de harina de trigo y frijol, respectivamente. La cantidad de 
Fe aportado por ambas tortillas y por el frijol (6.39 mg) co­
rresponde a un 44% del Fe total de la dieta de las mujeres. De 
igual manera, los mismos alimentos aportan el 25.6% del Zn 
dietario (2.97 mg). C onsiderando los datos de Fe y Zn 
dializable de la Tabla 3 calculamos valores de 0.03, 0.05 y 
0.08 mg de Fe dializable y 0.08, 0.05 y 0.33 mg de Zn 
dializable de tortillas de maíz, tortilla de harina de trigo y 
frijol, respectivamente. De esta form a podemos observar que 
de los 6.39 mg de Fe aportados por ambas tortillas y por el 
frijol, solo 0.16 mg están disponibles para absorción, mien­
tras que de los 2.97 mg de Zn aportados por los mismos ali­
mentos solo están disponibles 0.46 mg. Estos resultados apo­
yan la observación de que cubrir la recomendación de consu­
mo diario de Fe y Zn a partir de los alimentos analizados 
podría ser insuficiente para reem plazar las pérdidas obligato­
rias de los adultos, dada su baja disponibilidad.

En leche de vaca, Stekel et al (20) reportaron valores que
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varían entre 2.9 y 5.1% para Fe dializable en fórmulas lácteas 
para niños. En nuestro trabajo el resultado fue de 5.2 ± 0.43% 
(Tabla 3). Para Zn disponible, los valores reportados varían 
desde un 6% hasta un 49.5 ±18.5%  dependiendo de la técnica 
y del modelo experimental utilizado (8 , 21-23). En nuestro 
estudio el valor obtenido fue de 16.9 ± 0.08%.

TABLA4
Contenido de Fe y Zn dializable en alimentos de Oaxaca, 

México (%)

Alimento Fe dializable1 Zn dializable1

Panes
Sierra 0.22 ± 0.06 7.16 ± 0.02
Amarillo 1.82 ±0.08 6.64 ±0.19
Yema 0.53 + 0.07 2.61 ± 0. 11
Rebosado 2.16 + 0.03 6.30 ± 0.28
Telera y Bolillo 0.97 ±0.01 2.41 ±0.26
Tortillas de maíz
Urbanas 0.66 ± 0.04 9.55 ± 0.27
Rurales 0.46 ± 0.02 6.89 ± 0.22
Tlayudas 0.67 ± 0.01 7.39 ±0.14
Alimentos varios
Chorizo de puerco 6.34 ± 0.05 31.68 ±1.46
Quesillo 5.94 ±0.11 45.97 ± 0.95
Queso fresco 6.62 ± 0.10 54.27 ±1.49
Frijol negro 1.02 ±0.09 17.29 ±0.07
Tamales
Mole 2.68±0.08 4.97 ± 0.47
Amarillo 1.31 ±0.15 7.37 ±0.88
Frijol 1.67±0.20 15.65 ± 1.22
Guisados
Ejotes con huevo 0.88±0.01 16.95±0.32
Amarillo de pollo 3.02±0.37 41.37±0.07
Caldo de res 7.41 ±0.09 31.91 ±0.42
Pozole de pollo 5.69 ± 0.28 26.17 ±0.05
Entomatadas 2.68±0.33 20.26±0.12
Barbacoa de chivo 2.52±0.11 16.86±0.98
Albóndigas 3.67±0.07 32.81±0.22
Enchiladas 3.25±0.17 30.88±0.07
Sopa past. mend. 2.25±0.08 27.63±0.06
Sopa de guías 3.62±0.34 35.75±2.03
Tasajo 9.40±0.14 23.88±0.28

1 Media ± Desviación estándar

De acuerdo a M onsen (24) la disponibilidad del Fe 
hemínico varía de un 15 a un 35% y la del no hemínico del 2 
al 20%. Para 25 dietas comúnmente consumidas en Éstados 
Unidos, Reddy et al (25) reportaron valores de disponibilidad 
de Fe entre 1.2 y 19.7%. En nuestro estudio, el Fe dializable 
fue de 9.40 ± 0.14 en carne de res de Oaxaca (tasajo) y de 8 ± 
0.14% en carne de res frita (molida) de Sonora, mientras que

el Zn fue de 23.88 ± 0.28 y de 55.32 ± 0.14% en las mismas 
muestras.

Al comparar los contenidos dializables de ambos minerales 
entre los alimentos que contenían carne y los que no la 
contenían el prom edio fue m ayor y significativam ente 
diferente para Fe dializable en los alimentos que contenían 
carne (p=0 001). El efecto favorecedor de la carne (de res, 
pollo, pescado, puerco, etc) sobre la absorción del Fe ha sido 
ampliamente estudiado (13). Baech et al (26) sugieren que 
las proteínas de alto peso molecular contenidas en la carne 
tienden a polimerizarse a temperaturas elevadas, y que dichos 
polímeros afectan de manera positiva la absorción del Fe no 
heme, sin embargo consideran que esta hipótesis necesita más 
investigación. Hurrell et al (27) consideran la posibilidad de 
que el efecto favorecedor de la carne sobre la absorción del 
Fe sea a través de algún mecanismo fisiológico como por 
ejemplo la estimulación de secreciones intestinales.

Respecto a la interferencia en la absorción de un mineral 
por efecto de otro mineral, los reportes referidos a Fe y Zn 
son controversiales. Flanagan et al (28), Rosander-Hulten et 
al (29) y Dijkhüizen et al (30) sostienen que el Fe y el Zn no 
presentan interacciones competitivas para su absorción. Sin 
embargo, Monsen (24) y Sandstrom (31) señalaron que di­
chos minerales sí compiten, de tal manera que es posible en­
contrar un efecto negativo de la absorción de uno sobre el 
otro. Goddard et al (32) y Hermán et al (6) publicaron que el 
Zn tiene un efecto negativo sobre la absorción del Fe, mien­
tras que Solomons y Jacob (7), Solomons (33) y Linder (2) 
publicaron que una elevada cantidad de Fe no heme inhibe la 
absorción de iones de Zn. En el presente trabajo los resulta­
dos del total de los alimentos mostraron una relación negati­
va entre el contenido de Fe total y el porcentaje de Zn dializable 
(r= -0.37; p=0.02).

Este estudio m uestra que a pesar de que las dietas 
mexicanas contienen diferentes variedades de fríjol y dife­
rentes tipos de cereales (maíz y trigo) no presentan diferen­
cias significativas en las cantidades totales de Fe y Zn. Al 
analizar los datos de los principales alimentos aportadores de 
Fe y Zn (tortillas y frijoles) se estimó una mayor disponibili­
dad de Fe en los alimentos del norte del país.

Diversos estudios han reportado que la presencia de ali­
mentos de origen animal en la dieta favorece el crecimiento 
de los niños y que esto puede deberse a un mayor aporte de 
micronutrimentos en sus dietas (34,35). Si bien la cantidad 
de Zn dializable no fue diferente entre los alimentos de con­
sumo mas frecuente de Sonora y Oaxaca, las diferencias en 
Fe dializable en las dietas sonorenses puede significar, en 
conjunto con la presencia de alimentos de origen animal, un 
mejor desarrollo psicomotor de los niños del norte de Méxi­
co. En el caso del crecimiento físico no podemos aseverar 
que la diferencia en la disponibilidad del Fe de la dieta del 
norte de México esté asociada al crecimiento de los niños



192 M ENDEZ et al.

sonorenses ya que según Alien (34), el papel del Fe en el cre­
cimiento físico se ha observado de forma contradictoria en un 
buen número de estudios.

Finalmente y atendiendo a que la composición de la dieta 
puede afectar la absorción de los minerales, se recomienda 
que la medición de la disponibilidad de Fe y Zn se realice de 
acuerdo a la composición total o integral de las dietas regio­
nales para que los resultados reflejen el efecto conjunto de los 
inhibidores y de los favorecedores de la absorción.
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R E SU M E N . En el mercado interno venezolano se consum en, 
fundam entalm ente, tres esp ec ies de cam arones m arinos, dos 
autóctonas, encontradas en su ambiente natural, Farfantapenaeus 
brasiliensis y Litopenaeus schmitti, y una introducida y cultivada, L. 
vannamei. El objetivo del presente trabajo fue el de determinar, si 
existe variación en la proporción de lípidos y el perfil de ácidos grasos 
de estas especies, incluso bajo diferentes condiciones de cultivo  
(balanceados utilizados). El total de lípidos detectado en todas las 
especies y condiciones de cultivo es mayor que el indicado en la 
bibliografía existente, superándolos en 5 a 10 veces, con valores que 
oscilan entre 4,8 y 10,9%, por lo que su incidencia en la salud debería 
ser revisada. Se evidenció una diferencia en el porcentaje de lípidos, 
así com o en el perfil de ácidos grasos de las especies. El mayor 
porcentaje de lípidos fue detectado en L. schmitti salvaje (10,9%) 
seguido de F. brasiliensis salvaje (9 ,0%),L. schmitti cultivado (4,8%  
a 7,1 %) y L. vannamei cultivado (5,1 % a 6,2%). De los camarones 
estudiados, L. schmitti cultivado con el balanceado comercial aparece 
con mayor proporción de EPA y/o DH A, seguido de L. vannamei 
alimentados con el balanceado experimental, L. schmitti salvaje y 
alimentado con el mismo balanceado y F. brasiliensis salvaje. 
P a la b ra s  c lave: L ípidos, ácidos grasos, cam arones marinos, 
Farfantapenaeus brasiliensis, Litopenaeus schmitti, L. vannamei, 
Venezuela.

SU M M A R Y . V ariation  o f  the lip ids and fatty acids in m arine 
shrim ps consum ed in V enezuela. There are three marine shrimp 
species in the Venezuelan internal market, two o f them are native 
species, from fisheries, Farfantapenaeus brasiliensis and Litopenaeus 
schmitti, and one is an exotic species and farmed, L. vannamei. The 
objectives o f this paper were to determine the possible variation of 
lipid content and fatty acid composition o f  these species, even under 
different culture conditions (e.g. feed used). The lipid content in all 
the species are higher (5 to 10 times) that the data from previous 
papers deal with marine shrim ps, ranged from 4.8 to 10.9%, 
suggesting that its impact in the human health should be reviewed. 
At the same time, there were detected differences between the lipid 
content and fatty acids com position o f the species. Wild L. schmitti 
had the highest lipid content (10.9%), following by wild F. brasiliensis 
(9.0%), cultured L. schmitti (4.8% to 7.1 %) and cultured L. vannamei 
(5.1% to 6.2%). On the other hand, L  schmitti fed on commercial 
feed had the highest proportion o f  EPA and/or DH A, follow ing by 
L. vannamei fed on the experimental feed, wild L. schmitti and fed 
with the experimental feed and wild F. brasiliensis.
K ey words: Lipids, fatty acids, marine shrimps, Farfantapenaeus 
brasiliensis, Litopenaeus schmitti, L. vannamei, Venezuela.

INTRODUCCION

En Venezuela la pesca de camarones marinos constituye 
una importante actividad, supliendo, en conjunto con una 
creciente industria del cultivo de los mismos, el mercado 
nacional, así como constituyéndose en un importante sector 
de exportación.

Las dos principales especies de camarones capturados por 
la flota venezolana son F a rfa n ta p e n a e u s  b ra s ilie n s is  y 
Litopenaeus schm itti (1). Por su parte, el cultivo de camarones 
marinos comenzó en Venezuela a finales de la década de los 
80 (2 ), con la introducción de especies no nativas tales como 
Litopenaeus vannam eiy  L. stylirostris, y la criolla L. schmitti, 
con las cuales  se h ic ieron  cul t ivos  ex p erim en ta les , 
permitiéndose la utilización con fines comerciales de las dos 
especies no nativas, por las agencias gubernamentales de 
ambiente y pesca y acuicultura, en el año de 1992. L  vannam ei

es la especie mas utilizada (95%), mientras que L  stylirostris  

es cultivada en una sola granja (RICOA). A pesar de ser la 
actividad de acuicultura mas recientemente desarrollada en 
Venezuela, el cultivo de camarones se ha convertido en la de 
mayor significado y crecimiento desde su inicio. Se considera 
una producción en el 2000 cercana a las 10.000 TM (1), 
estimándose que en la actualidad supere las 25.000 TM.

La composición lípidica de los organismos marinos, in­
cluyendo los camarones, ha sido extensamente estudiada, en 
parte para determinar los requerimientos nutricionales de las 
especies sometidas a cultivo ( 1 ), y por otro lado por su impor­
tancia en la nutrición humana, por poseer una fuente impor­
tante de ácidos grasos poliinsaturados, principalmente de la 
cadena n-3, los cuales han sido relacionados con la preven­
ción de enfermedades cardiovasculares (3). De acuerdo a es­
tudios realizados, el porcentaje de lípidos así como el perfil 
de ácidos grasos de los camarones varia de acuerdo a la dieta
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suministrada (4) o al alimento natural dispoinible (5), al igual 
que las condiciones sanitarias de los mismos (6).

El objetivo de este trabajo fue el de determinar las varia­
ciones en la composición lípidica y el perfil de ácidos grasos 
de los camarones capturados y/o cultivados en Venezuela, bajo 
condiciones de sitema semiintensivo y siguiendo los progra­
mas de alimentación estandars ( 1 ).

M ATERIALES Y M ETODOS

Camarones
El estudio comprendió el análisis de lípidos y ácidos grasos 

de tres especies de camarones. La especie introducida, co­

mercialmente cultivada en Venezuela, Litopenaeus vannamei, 
se obtuvo de una empresa comercial (Aquatec), en la cual se 
emplea el alimento comercial (K), así como cultivados en las 
instalaciones del Instituto de Investigaciones Científicas (IIC) 
de la Universidad de‘Oriente, en la cual se alimentan con dos 
balanceados diferentes (K y E). Así como de dos de las espe­
cies autóctonas, L. schmitti, cultivada en el IIC y alimentados 
con dos balanceados diferentes (K y E), e individuos captura­
dos en las in m ed iac io n es de la is la  de C oche, y 
Farfantapenaeus brasiliensis colectados en el medio natural, 
específicamente en la Laguna La Restinga, Isla de Margarita. 
Las condiciones de cultivo y habitat de cada grupo se detallan 
en la Tabla 1.

TABLA 1
Características físico-químicas del agua de habitat de los camarones y tipo de alimento utilizado

Especies Habitat Temp. CC) Salinidad (ppm) Oxígeno disuelto 
(mg/ml)

Tipo de alimento

Litopenaeus vannamei Aquatec 25- 33 35- 40 6,0 0 - 8,00 K
L. vannamei IIC 3 0-32 38-41 3,43-4,24 K
L. vannamei IIC 3 0 -3 2 38-41 3,43-4,24 E
L. schmitti Isla de Coche 26-29 35-37 5,60-7,40 natural
L. schmitti IIC 30-32 38-41 3,43-4,24 K
L, schmitti IIC 3 0 -3 2 38-41 3,43-4,24 E
Farfantapenaeus brasiliensis La Restinga 2 6-29 38-39 5,70 -  8,20 natural

Aquatec = Granja comercial de camarón 
UC = Instituto de Investigaciones Científicas 
ppm = partes por mil 
K = Balanceado comercial 
E = Balanceado experimental

Balanceados
En el cultivo de camarones, en las instalaciones del IIC, se 

emplearon dos tipos de balanceados, uno comercial (K) y uno 
experimental (E), ambos provenientes de una misma fabrica 
comercial de balanceados para cam arones, ubicada en 
Venezuela. En la Tabla 2 se presentan las características 
principales de cada una. Es de resaltar que por ser balanceados 
comerciales su composición detallada no esta disponible al 
público, aunque se conoce que los principales componentes 
son harinas de pescado y soya, además de maiz, trigo, mezclas 
de vitaminas y minerales, etc. ( 1 ).

Preparación de la muestras
Los camarones de las diferentes especies y tratamientos 

fueron capturados de los sistemas de mantenimiento, lavados 
con agua de m ar filtrada y colocados, enteros, en un 
liofilizador hasta su secado total.

TABLA2
Composición proximal de los balanceados aplicados 

a los camarones L. vannamei y L  schmitti en los estanques 
de cultivo del IIC. Datos indicados en la etiqueta de los 

productos

Ingredientes (%) Balanceado K Balanceado E

Proteína cruda 35 32
Grasa cruda 6 7
Fibra cruda 4 3
Humedad 12 10

IIC = Instituto de Investigaciones Científicas 
K = Balanceado comercial 
E = Balanceado experimental
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Extracción de Iípidos (7,8)
Se pesó 1 gr de la muestra seca triturada y se le agregó 25 

mi de 2- propanol. Se llevó a un ultrasonido durante 10 
minutos, se le agregó 30 mi de una mezcla de cloroformo (4): 
metanol(2): agua(l), se agitó y centrifugó a 840 x g por 10 
minutos para separar el residuo insoluble en la mezcla. Éste 
procedimiento se realizó 5 veces para asegurar la extracción 
total. Los Iípidos y los mono y oligosacáridos quedaron 
solubilizados en la mezcla. Posteriormente se adicionó 200 
mi de una mezcla cloroformo:agua 1 : 1  para separar los Iípidos, 
en la capa orgánica, de los mono y oligosacáridos en la capa 
acuosa. El solvente fue evaporado y pesado y calculado el 
porcentaje de Iípidos totales.

Metilación de ácidos grasos (8)
Se colocaron de 16 a 20 mg de cada muestra de Iípidos 

totales en viales con tapa. Se les agregó BF3 en metanol, los 
viales fueron sellados con teflón y colocados en un baño de 
agua en ebullición durante 10 minutos. Las muestras se dejaron 
enfriar a temperatura ambiente y se le añadió una mezcla de 
hexano (2 ): metanol ( 1 ), se calentaron a ebullición nuevamente 
por 10 minutos. Después de enfriarse la mezcla de reacción se 
extrajo con hexano (2 ): agua ( 1 ).

Determinación e identificación del contenido de ácidos 
grasos mediante cromatografía de gases acoplado a 
espectrometría de masa Saturno GC/MS 2000

La identificación fue realizada por comparación de los 
espectros de masas obtenidos con sus respectivos patrones de 
fragmentación contra los espectros de masas almacenados 
como referencia en la biblioteca del equipo, tomando como 
más probable aquel cuyo índice de confianza fuera el mayor. 
La cuantificación fue dada por el integrador del equipo. Solo 
se tabularon los 10  ácidos grasos mas abundantes, realizándose 
un ajuste al 10 0 % de estos valores.

RESULTADOS

El porcentaje de Iípidos totales en los dos balanceados 
analizados fue de 8,1 ±  0,1% para el comercial (K) y 6,4 ±  
0,1% para el experimental (E). El perfil de ácidos grasos de 
cada balanceado presentó diferencias importantes (Tabla 3). 
En el balanceado comercial se detectó un elevado porcentaje 
del 18:3n-3 el cual no se evidenció en el experimental, seguido 
por el 18:2n-6, el 16:0 y el 18:0, mientras que los ácidos grasos 
16:0, 18:0 y 20:5n-3 se detectaron en mayor porcentaje en el 
balanceado experimental.

Porcentaje de ácidos grasos en dos balanceados comerciales 
(K y E) para camarones

TA BLA  3

Acido Graso Balanceado K Balanceado E

14:0 1,783 8,596
15:0 0,001 0,712
16:0 13,600 36,150
17:0 0,001 0,001
18.0 8,290 14,050
16:1 n-7 3,243 5,255
18:2n-6 30,210 32,240
18:3n-3 35,980 0,001
20:5n-3 0,001 2,364
22:6n-3 2,850 1,325

El porcentaje de Iípidos to tales en las muestras de 
Farfantapenaeus brasiliensis salvaje fue de 9,0% (Tabla 4). 
En relación a Litopenaeus schm itti, se detectó que los 
camarones salvajes presentaron el mayor porcentaje de Iípidos 
(10,9%) seguido por los cultivados utilizando el balanceado 
E (7,1%) y con el balanceado K (4,8%) (Tabla 4). El porcentaje 
de Iípidos totales en las muestras de L. vannamei osciló entre
5,1 y 6,2% (Tabla 4), no detectándose variación entre los 
camarones alimentados por los dos balanceados utilizados. 
Sin embargo, se evidenció una variación significativa al 
comparar la cantidad de Iípidos totales de los camarones 
cultivados en la granja piloto y aquellos provenientes de una 
instalación comercial (5,9-6,2 vs 5,1%) (Tabla 4).

TABLA4
Peso y porcentaje de Iípidos totales presentes en camarones 

alimentados con dos balanceados y salvajes

Especie Peso ± 0,00 lg Lípidos totales (%)

Farfantapenaeus 
brasiliensis (salvaje) 
L. schmitti (salvaje)
L. schmitti (K)
L. schmitti (E) 
Litopenaeus vannamei 
(Aquatec)
L. vannamei (K)
L. vannamei (E)

En relación a L. schmitti, el porcentaje de lípidos fue 
significativamente menor cuando esta especie fue sometida a 
condiciones de cultivo, evidenciándose, igualmente, una 
diferencia entre los dos balanceados utilizados.

0,451 9,0 ±0,1
0,546 10,9 ±0,1
0,238 4,8 0,1
0,354 7,1 0,1

0,253 5,1 ±0,1
0,298 5,9 0,1
0,309 6,2 0,1
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En relación a los ácidos grasos, el ácido palmítico (16:0) 
fue el mas com ún en  todas las espec ies ana lizadas, 
coincidiendo con trabajos previos (5,12,14), seguido del ácido 
linolénico (18:3n-3) en L. vannamei y del ácido linoléico 
(18:2n-6) en L. schm itti y F. brasiliensis (Tabla 5). Sin 
embargo,  el ácido  d o co saex an ó ico  (2 2 :6n -3 ) y el 
eicosaepantenóico (20:5n-3), señalados como importantes en

todos los trabajos indicados, solo fueron detectados en L. 
vannamei alim entado con el balanceado experimental y 
Lschm itti alimentado con el balanceado comercial. Por su 
parte, el ácido eicosaepantenóico fué detectado en L. schmitti 
salvaje y alimentado con el balanceado experimental. Mientras 
que en F. brasiliensis solo se detectó el ácido docosaexanóico.

TABLA5
Porcentaje de ácidos grasos presentes en camarones cultivados y alimentados con dos balanceados comerciales (K y E)

y camarones salvajes (S)

Acido graso Litopenaeus
Vannamei

L. vannamei (K) L. vannamei (E) Litopenaeus L. schmitti (K) 
Schmitti (S)

L. schmitti (E) Farfantapenaeus 
brasiliensis (S)

14:0 3,195 2,882 2,353 2,135 0,991 1,296 4,466
15:0 0,920 2,398 1,376 2,124 0,774 1,844 0,837
16:0 67,261 46,929 35,210 21,530 28,370 22,526 47,550
17:0 1,532 2,972 2,546 3,725 1,094 4,635 0,001
18:0 1,919 0,001 24,180 13,570 21,850 15,153 6,685
16:1 n7 0,001 0,001 1,668 11,59 0,535 3,077 0,001
18:2n6 3,311 5,665 4,307 24,280 23,610 18,922 26,020
18:3n3 21,140 30,975 22,250 0,001 0,001 25,75 0,001
20:5n3 0,001 0,001 2,357 4,360 2,109 3,608 0,001
22:6n3 0,001

-------------------- ‘—
0,001 2,056 0,001 18,810 0,001 2,878

(K) = Balanceado comercial 
(E) = Balanceado experimental 
(S) = Salvajes

En F. brasiliensis, el ácido graso determinado en mayor 
porcentaje fue el 16:0 seguido del I8:2n-6, el 18:0 y el 14:0 
(Tabla 5). En L. schmitti, indistintamente de las condiciones 
de habi tat  y ba lanceado  ut i l i zado,  los ácidos graso 
determinados en mayor porcentaje fueron el 16:0, el 18:0 y el 
18:2n-6, observándose d iferencias en relación al mas 
importante de estos tres en las condiciones citadas (Tabla 5). 
Por otra parte, el perfil de ácidos grasos de los camarones 
cultivados con los dos balanceados mostraron diferencias en 
relación al ácidos grasos 22:6n-3, el cual se detectó en mayor 
porcentaje en los camarones alimentados con el balanceado 
K, y 15:0, 17:0, 16:ln-7 y 18:3n-3 detectados en mayor 
porcentaje en aquellos alimentados con el balanceado E (Tabla 
5).

Las dos especies colectadas en su estado natural, L. schmitti 
y F. brasiliensis, presentaron un perfil con ciertas variaciones 
importantes. Mientras que en L. schmitti se detectó 20:5n-3 y 
no 22:6n-3, en F. brasiliensis fue a la inversa. Además, en F. 
brasiliensis se observó una m enor d istribución en los 
porcentajes de los ácidos grasos analizados, en comparación 
con L. schmitti.

En F. brasiliensis, los valores detectados en esta 
investigación, en relación a los ácidos grasos 16:0 y 18:2n-6 
fueron superiores a los reportados para en la misma área de

estudio, mientras que los de 18:0 fueron similares (6).
El perfil de ácidos grasos de L. schmitti salvaje y el 

cultivado con cada balanceado fue similar, con la excepción 
del 16:ln-7, cuyo porcentaje fue superior en el salvaje; el 
18:3n-3, el cual no se detectó en el salvaje ni en el cultivado 
con el balanceado comercial (K), mientras que en el cultivado 
con el balanceado experim ental (E), fue el tercero en 
importancia, con un valor alto; y el 22:6n-3, el cual se detectó 
en los camarones cultivados con el balanceado comercial (K), 
en un valor significartivo y muy superior a las otras dos 
m uestras. Por o tra  parte , se ev idenciaron  diferencias 
importantes entre el perfil de ácidos grasos de los balanceados 
utilizados y el de los camarones alimentados con cada uno. Al 
respecto observamos que mientras el 18:3n-3 constituía-el 
principal ácido graso en el balanceado comercial, el mismo 
se encontraba en muy bajo porcentaje en los camarones, 
observándose, además, un incremento del 22:6n-3, el 16:0 y 
el 18:0. Igualmente, al considerar los camarones alimentados 
con el alimento experimental, se evidenció un incremento 
sustancial del 18:3n-3 y disminuciones del 16:0 y el 18:2n-6 
en los camarones.

En L. vannamei, indistintamente de las condiciones de 
granja y balanceado utilizado, el ácido graso determinado en 
mayor porcentaje fue el 16:0 seguido del 18:3n-3. Por otra
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parte, el perfil de ácidos grasos de los camarones cultivados 
con los dos balanceados mostraron diferencias en relación a 
los ácidos grasos 15:0,16:0 y 18:3n-3 los cuales se detectaron 
en mayor porcentaje en los camarones alimentados con el 
balanceado K, y los ácidos grasos 18:0, 16:ln-7, 20:5n-3 y 
22:6n-3  detectados en mayor  p o rcen ta je  en aquellos 
alimentados con el balanceado E (Tabla 5). Los camarones de 
la granja comercial y los alimentados con la dieta K presentaron 
un perfil de ácidos grasos similares (Tabla 5). Es de destacar 
que la granja comercial de la cual se obtuvieron las muestras 
utiliza el alimento comercial (K), por lo cual, como era de 
esperarse, el perfil de ácidos grasos es similar al cultivado 
experimentalmente en la estación de la UDO.

Por otra parte se evidenció una diferencia entre los 
cam arones cultivados con cada alim ento  balanceado, 
detectadose una mayor diversidad de ácidos grasos en aquellos 
alimentados con el balanceado experimental (E), además de 
haberse detectado 20:5n-3 y 22:6n-3. Por otra parte, se 
evidenciaron diferencias importantes entre el perfil de ácidos 
grasos de los balanceados utilizados y el de los camarones 
alimentados con cada uno. Al respecto observamos que 
mientras el 18:2n-6 constituyó uno de los principales ácidos 
grasos en el balanceado comercial, el mismo disminuyó, 
significativamente, en los camarones, observándose, además, 
una disminución del 22:6n-3 y un increm ento del 16:0. 
Igualmente, al considerar los camarones alimentados con el 
balanceado experim ental, se ev idenció  un increm ento 
sustancial del 18:3n-3 y disminuciones del 18:2n-6 en los 
camarones.

Al comparar las dos especies (L . schm itti y L. vannam ei) 
cultivadas con el mismo balanceado (K y E), observamos 
perfiles de ácidos grasos diferentes. En general, el 18:2n-6 
constituyó un importante porcentaje en L. schmitti, mientras 
que en L. vannam ei encuentra en porcentaje intermedio. 
Cuando las dos especies fueron alimentadas con el balanceado 
comercial (K), L. vannam ei presentó el 18:3n-3 como uno de 
los ácidos grasos principales, careciendo del 22:5n-3 y del 
18:0, mientras que en L. schm itti se detectó lo contrario. Con 
el alimento experimental (E), los perfiles de ácidos grasos de 
ambas especies fueron menos diferentes, destacándose la 
carencia del 22:6n-3 en L. schm itti.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En Venezuela, la industria del cultivo de camarones marinos 
utiliza cinco tipos de alimento comerciales (2 ), todos ellos 
formulados para el cultivo de L. vannam ei. En general, estos 
alimentos poseen una composición similar, con porcentajes 
de proteínas entre 24% y 36% y de lípidos entre 4% y 7%. El 
porcentaje de fibra es 3% - 4%, mientras que los porcentajes 
de calcio y fósforo oscilan alrededor de 2,5% y 1,5% 
respectivamente. En este estudio, tanto el alimento comercial

como el experimental, elaborado por una planta de fabricación 
de alimento, están dentro de los rangos característicos de los 
balanceados para camarones en la industria venezolana. Las 
especificaciones del balanceado experimental indican un 
porcentaje de proteínas, grasa, fibra y humedad menor que el 
comercial utilizado. En los análisis del laboratorio se confirmó 
los valores de lípidos.

La detección de elevados porcentajes de 18:2n-6 en ambos 
balanceados indicó que el componente vegetal fue importante 
en la elaboración de los mismos.

Estos valores están muy por encima de aquellos detalla­
dos en la bibliografía, encontrándose una concentración de
1,2 g/10 0  g en Penaeus aztecus (9); l,3g/100g en Pandalus  

borealis  y P andalus jo rd a n i  (10); 0,8 a 1,1 g /1 OOg en seis 
espécies diferentes (P . d u ra ru m  notia lis , P. vannanei, P. 
aztecus aztecus, P. d u raru m  durarum , P. aztecus subtilis y P. 
b o rea llis ){  11); concentraciones entre 1,1 y 4,2 g/100 g en 18 
especies de camarones, entre las cuales, F. brasiliensis  pre­
sentó una concentración de 4,2 g/lOOg (12). concentraciones 
entre 0,9 y 1,1 g/1 OOg para F. brasiliensis  (13), y de 1,13 para 
una mezcla de F. brasiliensis  y P. paulensis  (14). Los valores 
detectados en esta investigación coinciden, parcialmente, con 
los determinados para F. brasiliensis  salvajes, el cual señala 
valores de lípidos de 20; 5,83 y 9,41% para el cefalotórax, 
abdomen y exoesqueleto, respectivamente, y valores ligera­
mente inferiores en aquellos sometidos a cultivo (6).

Es de h acer d es taca r que los trabajos reseñados 
anteriormente, los camarones fueron tratados previamente con 
químicos para su preservaciónpara el mercado, o bien pelados 
y rem ovido  la cabeza y el tracto  d igestivo . En esta 
investigación se trabajó con camarones frescos congelados 
inmediatamente de su captura o cosecha, sin adicionarle 
ningún preservativo. Además, considerando el mercado local, 
en el cual el camarón es cosumido entero con cabeza y sin 
pelar p reviam ente, los análisis se realizaron en estas 
condiciones.

En su estado salvaje, los camarones se alimentan de una 
gran variedad  de o rgan ism os, que incluyen micro y 
macroalgas, poliquetos, crustáceos y bivalvos, así como 
también detritus. A pesar de la variabilidad geográfica en la 
cual se encuentran las diferentes especies de camarones, se 
ha comprobado que sus fuentes de alimento tienen similar 
porcentaje de lípidos, así como perfil de ácidos grasos (5). 
Por tal motivo, podemos establecer que la razón principal 
por la que se evidencia variación entre los valores detectados 
en esta investigación y los trabajos señalados anteriormente 
se deben, fundamentalmente, a las condiciones de las muestras 
utilizadas. Sin embargo, los valores encontrados en los 
cam arones cultivados son igualm ente superiores a los 
indicados en las referencias anteriormente señaladas.

El porcentaje de lípidos en los camarones cultivados con 
el balanceado experimental fueron superiores a aquellos



VARIACION DE LIPIDOS Y ACIDOS GRASOS EN CAM ARONES MARINOS 199

alimentados con el balanceado comercial, evidenciándose una 
relación inversa con el porcentaje de grasas en el tipo de 
balanceado utilizado. Este aspecto, puede estar relacionado 
con el hecho de que el balanceado comercial, así como el 
experimental, fueron elaborados en base a los requerimientos 
nutricionales de esta última especie, por lo que pudo influenciar 
en la composición química de L. schmitti al verse obligada 
esta especie a utilizar diferentem ente los nutrimientos 
suministrados. Por otra parte, no se ha encontrado una relación 
directa entre el porcentaje de grasas en el balanceado utilizado 
y L. vannamei (4). El hecho de que estos balanceados esten 
diseñados para cubrir las necesidades nutricionales de L. 
vannamei, no necesariamente significa que pueden satisfacer 
las necesidades de otras especies, incluyendo L. schmitti. De 
hecho, las o tras especies de cam arones cul t ivadas  
mundialmente, entre las cuales destacan P. monodon, P. 
japonicusyP. chinensis (15), son alimentadas con balanceados 
con diferente com posición, incluyendo variación en el 
porcentaje de lípidos (15). Esta condición explicaría, en parte, 
el porque del menor valor de lípidos en los ejemplares de L. 
schmitti cultivados, sugiriéndose que debe utilizarse un 
balanceado con mayor porcentaje de lípidos para su cultivo.

El camarón blanco de Pacífico, L. vanmnamei, es la 
principal especie cultivada comercialmente en Venezuela. Solo 
un pequeño porcentaje de la producción es consum ida 
localmente, siendo un producto, fundam entalm ente de 
exportación.

En relación al porcentaje de lípidos en L. vannamei, estos 
son superiores a los señalados por otros autores ( 1 1 ), 
posib lem ente por las mi smas  condi c i ones  desc rita s  
anteriormente en relación a las especies salvajes. Sin embargo, 
se encuentran dentro del rango establecido para esta especie 
por una serie de autores, entre 3,90% y 6,87% (16,4).

En las especies cultivadas, se detectó los mayores valores 
de lípidos cuando fueron alimentadas con el balanceado 
experimental, el cual poseía el m enor porcentaje de los 
mismos.

Las variaciones, en relación al tipo de balanceado utiliza­
do, así como a las condiciones de cultivo, detectadas en esta 
experiencia, han sido reportadas utilizando diferentes tipos 
de dietas (16), diferentes porcentajes de lípidos en las dietas
(4) y diferentes condiciones de cultivo (17). En este sentido, 
se ha reportado que el porcentaje de lípidos en L. vannamei 
alimentado con dietas con diferentes proporciones de harina 
de soya, se mantuvo similar, variando alrededor de 5,18% a 
5,88% (16). Por otra parte, en L. vannamei alimentados con 
dietas de 7,29% á 7,38% de lípidos, los valores en la carne 
oscilaron entre 3,90% y 6,87%, observándose una relación 
directa (4). Por otra parte, en Penaeus stylirostris cultivados 
en menores densidades y de mayor talla tenían un mayor por­
centaje de lípidos (17). Igualmente, se ha demostrado que la 
composición de los lípidos neutros y polares de los camaro­

nes eran similares a los de las dietas (18).
Se considera que el tejido de los peneidos muestran una 

composición de ácidos grasos similar a a lo que consumen 
(19). Las dos especies autóctonas tienen una distribución 
diferente. M ientras que L. schm itti esta adaptada para 
ambientes mas salobres (20), F. brasiliensis se localiza en 
ambientes estrictamente salinos (21). Es de suponer que existe 
variación en la com posición de los items alim enticios 
consumidos, tanto cualitativamente como químicamente, en 
los dos ambientes en los cuales se desenvuelven estas dos 
especies. Por otra parte, ambas especies presentaron un gran 
porcentaje de 18:2n-6. Los ácidos grasos de cadena n-6 son 
asociados con aceites vegetales ( 1 1 ), por lo que se sugiere 
que estas especies consumen una elevada cantidad de material 
vegetal en su ambiente natural.

En L. stilyrostris el perfil de ácidos grasos varia de acuer­
do a la calidad del agua en el cual son cultivados (17). En este 
sentido se puede inferir que la calidad del agua en ambas ins­
talaciones de cultivo (UDO y Aquatec) estaba dentro del mis­
mo rango de aceptación para la especie.

Los ácidos grasos n-3 se encontran, principalmente, en 
los productos marinos (11). Aunque se considera que el perfil 
de ácidos grasos de los camarones es similar a la dieta utiliza­
da (2 2 ), se ha indicado que los camarones metabolizan los 
ácidos grasos de diferentes maneras. Los camarones tienen 
una limitada capacidad de desaturar y elongar el ácido linoleico 
a ácido eicosapantenoico y docosahexanoico (23). En juveni­
les de P. monodon se demostró que son capaces de elongar y 
desa tu rar 20:5n-3  a 22 :6n-3 , al igual que rea liza r la 
retroconverdón (24). Los camarones posiblemente desaturan 
16:0, pero no se ha detectado la elongación y desaturación de 
ácidos grasos con 18 carbones (18). En P. monodon, no de­
tectaron de novo síntesis de 18:3n-3 ni la bioconversión del 
18:3n-3 a ácidos grasos poinsaturados de mayor cadena, pero 
si evidenciaron la elongación y desaturación de 20:5n-3 a 
22:6n-3 y la retroconversión de 22:6n-3 a 20:5n-3 (24, 25). 
En P. chinensis, no se detectó desaturación de 18:2n-6 ni de 
18:3n-3, pero si una elongación de estos ácidos a 20:2n-6 y 
20:3n-3 (26).

La diferencia entre los valores detectados en esta investi­
gación, con los señalados por otros autores, puede deberse a 
la metodología empleada, con respecto a la parte del organis­
mo utilizada para el análisis. Se ha determinado que la distri­
bución de los lípidos, y por ende de los ácidos grasos en el 
camarón varia. En este sentido, se ha reportado mayor pro­
porción de lípidos en el hepatopancreas que en el músculo al 
alim entar los cam arones con dietas suplem entadas con 
fosfolípidos (27). Al realizar el análisis considerando todo el 
cuerpo del organismos, es de esperarse que las proporciones 
sean menores o mayores si solo se analizan partes del mismo, 
debido a que se considera al peso total del organismo. Igual­
mente, en las gónadas de Penaeus semisulcatus, se ha indica*
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do un decrecimiento, a medida de que estas maduraban, de 
los ácidos grasos poliinsaturados, confirmándose la síntesis 
de ácidos grasos saturados y monoinsaturados (28).

El análisis del porcentaje de lípidos y ácidos grasos de los 
camarones consumidos por el mercado venezolano, indican 
que existe una variación entre las especies en ambos aspectos. 
El total de lípidos es mayor que el indicado en la bibliografía, 
superándolos en 5 a 10 veces, por lo que su incidencia en la 
salud debería ser revisada. De los camarones estudiados, L. 
schmitti aparece con mayor proporción de EPA y/o DHA, 
seguido de L. vannamei alim entados con el balanceado 
experimental, L. schmitti salvaje y alimentado con el mismo 
balanceado y F. brasiliensis salvaje.
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NUEVOS LIBROS

Recomendaciones de Ingestión de N utrim entos p a ra  la 
Población Mexicana. Bases Fisiológicas. Héctor Bourges, 
Esther Casanueva y Jorge L. Rosado. 2005. Editorial Médica 
Panamericana, SA de CV. México. 430 páginas.

Esta publicación es el resultado del trabajo de cerca de 48 
expertos investigadores mexicanos en el área de nutrición. 
Para la elaboración de las recom endaciones, el comité 
consideró información internacional  actual i zada  e 
investigaciones específicas para la población mexicana. En 
los primeros dos capítulos se revisan los conceptos básicos 
de requerimiento nutrimental promedio (RPN), la ingestión 
diaria recomendada (IDR), la ingestión diaria sugerida (IDS) 
y el limite superior de consumo (LSC) y los requerimientos 
nutrimentales y sus características principales de una manera 
muy clara. Los siguientes capítulos incluye los factores 
genéticos y nutrición y las bases fisiológicas y los valores 
nutrimentales de referencia para Vitamina A y Carotenos, 
Vitamina D, E, K, C, T iam ina, R iboflavina, N iacina,

Piridoxina, Acido Pantoténico, Biotina, Vitamina B 12, Folato, 
Agua, Sodio, Cloro y Potasio, Calcio y Fosfato, Magnesio, 
Hierro, Zinc, Cobre, Cromo, Manganeso, Yodo, Flúor, Selenio, 
Taurina, Isoflavonas y finalmente Nucleótidos, Carnitina, 
Colina, Inositol y Oligosacaridos. Cada capítulo describe los 
aspectos h istó ricos, biodi sponibi l idad,  las funciones 
metabólicas, la deficiencia y su cuadro clínico, las bases para 
establecer los valores nutrim entales de referencia y los 
aspectos relacionados con toxicidad para cada nutrimento. 
Los Valores Nutrimentales de Referencia para los diferentes 
grupos de edad se definen para cada nutrimento.
Aunque esta publicación es parte de la revisión hecha para la 
Población M exicana, Recom endaciones de Ingestión de 
Nutrimentos para la Población Mexicana Bases Fisiológicas, 
es un libro cuidadosamente concebido cuya lectura será de 
gran utilidad para todos los profesionales de la nutrición de 
habla hispana como referencia para un claro entendimiento 
de las bases fisiológicas consideradas en la elaboración de 
una recomendación nutrimental para una población.

Juan Pablo Peña-Rosas
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INFORMACION PARA LOS AUTORES

En 1950 el Instituto Nacional de Nutrición de Venezuela edita su 
revista Archivos Venezolanos de Nutrición la cual en 1965 es donada 
a la recién creada Sociedad Latinoamericana de Nutrición, SLAN, 
para convertirse en su órgano oficia l de d ivu lgación Archivos 
Latinoamericanos de Nutrición, ALAN.

ALAN acoge en sus páginas trabajos de revisión, editoriales, 
conferencias y simposia y trabajos científicos originales sobre temas 
relacionados con alimentación y nutrición, entre ellos, ciencia y 
tecnología de alimentos, nutrición humana y animal, bioquímica 
nutricional aplicada, nutrición clínica y comunitaria, educación en 
nutrición y microbiología de alimentos.

Todos los artículos que se publican pasan por un proceso de 
arbitraje externo. El Comité Editorial no se hace responsable de los 
conceptos emitidos en los artículos 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 devolverán originales ni se 
mantendrá correspondencia sobre aquellos que no sean publicados. 
ALAN se reserva los derechos de reproducción de los artículos 
seleccionados.

ALAN se acoge a las normas de los requisitos uniformes del 
Comité Internacional de Directores de Revistas M édicas (CIDRM), 
también conocido como el Grupo de Vancouver, en su quinta edición 
(1997) de los requisitos uniformes para preparar los manuscritos 
enviadosarevistasb iom édicas(l). Acontinuación se reproduce esta 
publicación y se añaden algunas recomendaciones especificas, para 
ALAN.

Requisitos para la presentación de manuscritos 
a una revista

Resumen de los requisitos técnicos

Todas las partes del manuscrito estarán a doble espacio.
Cada sección o componente comenzará en pagina nueva. 
Revise la secuencia: página del titulo, resumen y palabras clave, 
texto agradecimientos, referencias, cuadros (cada uno en página 
aparte), pies e epígrafes de las ilustraciones.
Las ilustraciones se presentaran en forma de im presiones 
fotográficas sin tomar, y no deberán exceder de 203 x 254 mm. 
Incluya la autorización para reproducir material publicado con 
anterioridad o para usar ilustraciones en las que se pueda 
identificar a los sujetos humanos.
Adjunte la transferencia de los derechos de autor y otros 
formularios.
Presente el número exigido de copias impresas del artículo 
(ALAN exige original y 3 copias).
Guarde copias de todo lo que envie.

Preparación del manuscrito

El texto de los artículos de observación y experimentales se divide 
generalmente, aunque no por fuerza, en secciones que llevan estos 
encabezamientos: introducción, métodos, resultados y discusión. En 
los artículos largos puede ser necesario agregar subtítulos dentro de 
estas secciones, sobre todo en las de resultados y discusión, a fin de 
hacer más claro el contenido. Es probable que otro tipo de artículos 
-como los informes de casos, las revisiones y los editoriales- exijan 
otra estructura. Para mayor orientación, los autores deberán consultar 
la revista en la que pretenden publicar.

Mecanografíese el manuscrito en papel bond blanco de 216 x 
280 mm o  de la medida estándar ISO A4 (212 x 297 mm), con 
márgenes de por lo menos 25mm (ALAN prefiere la medida de 216 
x 280 mm). Escríbase o imprímase solamente sobre una cara del 
papel. U tilícese doble espacio a lo largo de todo el manuscrito, 
incluido la pagina del título, el resumen, el texto los agradecimientos, 
las referencias, cada uno de los cuadros y los pies o epígrafes de las 
ilustraciones. N um érense las paginas en forma consecutiva, 
empezando por las del título. Sobre el ángulo superior o inferior 
derecho de cada página anótese el número que le corresponde.

Página del titulo

La primera página contendrá: 1) el título del artículo, que será 
conciso pero informativo: 2) nombre de pila preferido y apellidos de 
cada autor, acompañados de sus grados académicos más importantes 
y su a filiac ión  institucional; 3 ) nom bre del departamento o 
departamentos y la institución o instituciones a los que se debe atribuir 
el trabajo; 4) declaraciones de descargo de responsabilidad, si las 
hay; 5) nom bre y d irección  del autor que se ocupará de la 
correspondencia relativa al manuscrito; 6) nombre y dirección del 
autor a quien se dirigirán las so licitud es de separatas, o nota 
informativa de que los autores no las proporcionarán; 7) procedencia 
del apoyo recibido en forma de subvenciones, equipo, medicamentos 
o todo ello; y 8) título abreviado (titulillo) que no pase de 40 
pulsaciones (contando caracteres y espacios), el cual se colocará, 
debidamente identificado com o tal, en la última línea de la página 
inicial.

Autoría

Todas las personas designadas com o autores habrán de cumphr 
con ciertos requisitos para tener derecho a la autoría. Cada autor

(1) R equ isito s uniform es para  p reparar los m anuscritos env iados a revistas 
biom édicas. R ev P anam S alud  Pública. Pan-A m  J Pub Health. 1998;3(3): 188- 
1998.
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debe haber participado en el trabajo en grado suficiente para asumir 
responsabilidad pública por su contenido. Para concederle a alguien 
el crédito de autor, hay que basarse únicamente en su contribución 
esencial por lo que se refiere a lo s  sigu ientes aspectos: 1) la  
concepción y el diseño o  bien el análisis y la interpretación de los  
datos; 2) la redacción del artículo o la revisión crítica de una parte 
importante de su contenido intelectual; y 3) la aprobación final de la 
versión que será publicada. Las tres condiciones tendrán que cumplirse 
siempre. La participación que consiste meramente en conseguir  
financiamiento o recoger datos no justifica  el crédito de autor. 
Tampoco basta con ejercer la supervisión general del grupo de 
investigación. Toda parte del artículo que sea decisiva con respecto 
a las conclusiones principales deberá ser responsabilidad de por lo 
menos uno de los autores. Los directores de revistas podrán solicitar 
a los autores que describan la contribución de cada uno; esa  
información puede ser publicada.

Cada véz es más común que los ensayos m ulticéntricos se 
atribuyan a un autor corporativo. Todos los miembros del grupo que 
sean designados com o autores, ya sea en la línea destinada al nombre 
de los autores a continuación del título o en una nota a pie de página, 
deberán cumplir plenamente con los requisitos de requisitos de autoría 
recién señalados. Los miembros del grupo que no cumplan con dichos 
criterios serán mencionados, con su autorización, en la sección de 
agradecimientos o en un apéndice (véase “Agradecimientos”).

El orden en que figuran los autores debe reflejar una decisión 
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 explícitamente. 
Para tal efecto, tal vez deseen agregar, en una nota a pie de página, la 
explicación sobre el orden de enumeración. Al decidir acerca de dicho 
orden, los autores tendrán presente que muchas revistas imponen un 
límite al número de autores que figuran en el índice de materias y que, 
cuando hay más de 25 autores, la Biblioteca Nacional de Medicina de 
los Estados Unidos incluye en MEDLINE tan solo los nombres de los 
24 primeros más el del último.

Resumen y palabras clave

La segunda página incluirá un resumen que no sobrepasará las 
250 palabras de extensión. En él indicaran los propósitos del estudio 
o investigación; los procedimientos básicos (selección de los sujetos 
o los animales de laboratorio incluidos en el estudio; métodos de 
observación y a n á lis is );  lo s  h a lla z g o s  m ás im portantes  
(proporciónense datos específicos y , de ser posibles, su significación  
estadística), y las conclusiones principales. Hágase hincapié en los 
aspectos nuevos e importantes del estudio o las observaciones.

A continuación del resumen agregúense, debidamente rotuladas, 
de 3 a 10 palabras o  frases cortas clave que ayuden a los indizadores 
a clasificar el artículo, las cuales se publicarán junto con el resumen. 
Utilícense para este propósito los términos de la lista “Medical Subject 
Headings” (M eSH) [Encabezamientos de temas médicos] del Index 
Medicus; en el caso de términos de reciente aparición que todavía no 
figuren en dicha lista, podrán usarse las expresiones corrientes. ALAN  
exige que todo trabajo deberá acompañarse de un Resumen en inglés 
con sus palabras clave, “key words”, si el trabajo original fuese en 
español, portugués o  francés. Si el trabajo original es en inglés, el 
Resumen debe presentarse en español, igualmente con sus palabras 
clave.

Introducción

Exprese el propósito del artículo y resuma el fundamento lógico  
del estudio u observación. M enciones las referencias estrictamente 
pertinentes y no incluya datos ni conclusiones del trabajo que está 
dando a conocer.

Métodos

Describa claramente la forma com o 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 características importantes de los sujetos. La definición 
y la pertinencia de la raza o  el grupo étnico son ambiguos. Los autores 
deberán ser particularmente cuidadosos con respecto a usar estas 
categorías.

Identifique los métodos, los aparatos (nombre y dirección del 
fabricante entre paréntesis) y lo s procedim ientos con detalles 
suficientes para que otros investigadores puedan reproducir los 
resultados. Proporcione referencias de los m étodos acreditados, 
incluidos los de índole estadística (véase más adelante); dé referencias 
y explique brevemente los métodos ya publicados pero que no son 
bien conocidos; describa lo s m étodos nuevos o que han sido  
sustancialmente modificados, manifestando las razones por las cuales 
se usaron y evaluando sus limitaciones. Identifique exactamente todos 
los m edicam entos y productos quím icos utilizados, sin olvidar 
nombres genéricos, dosis y vías de administración.

Los informes de ensayos clínicos aleatorizados deberán presen­
tar información sobre todos los elem entos importantes del estudio, 
com o son el protocolo (población de estudio, intervenciones o ex­
posiciones, resultados y el fundamento lógico del análisis estadísti­
co), asignación de intervenciones (métodos de aleatorización, ocul- 
tamiento de la asignación a los grupos de tratamiento) y método de 
enmascaramiento (método ciego).

Los autores que presenten manuscritos de revisión incluirán una 
sección en la que se describan los métodos utilizados para localizar, 
seleccionar, extraer y sintetizar los datos. Estos métodos se mencio­
narán también en forma sinóptica en el resumen.

Ética. Cuando informe sobre experimentos en seres humanos, seña­
le si los procedimientos seguidos estuvieron de acuerdo con las nor­
mas éticas del com ité (institucional o  regional) que supervisa la ex­
perimentación en seres humanos o  con la Declaración de Helsinki 
de 1975, modificada en 1983. No utilice el nombre de los pacientes, 
sus iniciales ni los códigos hospitalarios, especialmente en el mate­
rial ilustrativo. Cuando dé a conocer experimentos con animales, 
mencione si se cumplieron las normas de la institución, las de un 
consejo nacional de investigación o  cualquier ley nacional acerca 
del cuidado y el uso de animales de laboratorio.

Estadística. Describa los métodos estadísticos con detalles suficientes 
para que el lector versado en el tema y que tenga acceso a los datos 
originales pueda verificar los resultados presentados. Siempre que 
sea posible, cuantifique los resultados y preséntelos con indicadores 
apropiados de error o  incertidumbre de la medición (porej., interva­
los de confianza). No dependa exclusivam ente de las pruebas de 
comprobación de hipótesis estadísticas, tales com o el uso de los 
valores P, que no transmiten información cuantitativa importante.
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Analice la elegibilidad de los sujetos de experimentación. Propor­
cione los detalles del proceso de aleatorización. Describa los medios 
utilizados para enmascarar las observaciones (método ciego), indi­
cando los resultados que dieron. Informe sobre las complicaciones 
del tratamiento. Especifique el número de observaciones. Mencione 
las pérdidas de sujetos de observación (porej., las personas que aban­
donan un ensayo clínico). Siempre que sea posible, las referencias 
sobre el diseño del estudio y los métodos estadísticos utilizados se­
rán de trabajos vigentes (indicando el número de las páginas), y no 
de los artículos originales donde se describieron por vez primera. 
Especifique cualquier programa de computación de uso general que 
se haya empleado.
Las descripciones generales de los métodos utilizados deben apare­
cer en la sección de métodos. Cuando resuma los datos en la sección  
de resultados, especifique los métodos estadísticos que se emplea­
ron para analizarlos. Limite el número de cuadros y figuras al míni­
mo necesario para explicar el tema central del artículo y para evaluar 
los datos en que se apoya. U se gráficas en vez de cuadros subdividi- 
dos en muchas partes; no duplique los datos en las gráficas y los 
cuadros. Evite el uso no técnico de términos de la estadística, tales 
co m o  «al azar» (que entraña el e m p leo  de un m étod o  de  
aleatorización), «normal», «significativo», correlaciones» y «mues­
tra». Defina los términos, las abreviaturas y la mayor parte de los 
símbolos estadísticos.

Resultados

En el texto, los cuadros y las ilustraciones, presente los resulta­
dos siguiendo una secuencia lógica. No repita en el texto todos los 
datos de los cuadros ni de las ilustraciones; destaque o resuma tan 
solo las observaciones importantes.

Discusión

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 información ya presentados en las secciones 
de introducción y de resultados. Explique en la sección de discusión 
el significado de los hallazgos y sus lim itaciones, incluidas sus 
implicaciones para la investigación futura. Relacione las observa­
ciones con otros estudios pertinentes.

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 datos. 
En particular, los autores evitarán hacer afirmaciones sobre los be­
neficios y los costos económ icos, a m enos que su manuscrito inclu­
ya datos y análisis económ icos. No reclame ningún tipo de prece­
dencia ni mencione trabajos que no estén terminados. Proponga nue­
vas hipótesis cuando haya justificación para ello, pero identificán­
dolas claramente como tales. Cuando sea apropiado, puede incluir 
recomendaciones.

Agradecimientos

En un lugar adecuado del artículo (com o nota al pie de la prime­
ra página o com o apéndice del texto; véanse los requisitos de la re­
vista) uno o varios enunciados especificarán lo siguiente: 1) las co­
laboraciones que deben ser reconocidas pero que no justifican la

autoría, tales com o el apoyo general del jefe del departamento; 2) el 
reconocimiento por la ayuda técnica recibida; 3) el agradecimiento 
por el apoyo financiero y material, especificando la índole del mis­
mo; y 4) las relaciones que puedan suscitar un conflicto de intereses 
(véase «Conflicto de intereses»).

Las personas que colaboraron intelectualmente en el artículo pero 
cuya participación no justifica la autoría pueden ser citadas por su 
nombre, añadiendo su función o  tipo de colaboración; por ejemplo, 
«asesoramiento científico», «examen crítico de la propuesta para el 
estudio», «recolección de los datos» o  «participación en el ensayo 
clínico». Estas personas tendrán que conceder su permiso para ser 
nombradas. Los autores se responsabilizarán de obtener la autoriza­
ción por escrito de las personas mencionadas por su nombre en los 
agradecimientos, pues los lectores pueden inferir que estas respal­
dan los datos y las conclusiones.

El reconocimiento por la ayuda técnica recibida figurará en un 
párrafo separado de los testimonios de gratitud por otras contribu­
ciones.

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 epígrafes de las ilustraciones, las referencias se 
identificarán mediante números arábigos entre paréntesis. Las refe­
rencias citadas solamente en cuadros o  ilustraciones se numerarán 
siguiendo una secuencia que se establecerá por la primera mención 
que se haga en el texto de ese cuadro o  esa figura en particular.

Emplee el estilo de los ejem plos que aparecen más adelante, los 
cuales están basados en el formato que la Biblioteca Nacional de 
Medicina de los Estados Unidos usa en el Index Medicus. Abrevie 
los títulos de las revistas de conformidad con el estilo utilizado en 
dicha publicación. Consulte la List o f Journals Indexed in Index 
Medicus [Lista de revistas indizadas en Index Medicus], que se pu­
blica anualmente com o parte del número de enero y com o separata. 
La lista se puede obtener asim ism o en el sitio que la biblioteca man­
tiene en la World W ide W eb (http://www.nlm .nih.gov).

Absténgase de utilizar los resúmenes com o referencias. Las re­
ferencias a artículos que han sido aceptados pero que todavía no se 
publican se designarán com o «en prensa» o «de próxima aparición»; 
los autores obtendrán por escrito el permiso para citar dichos artícu­
los y también la verificación de que han sido aceptados para publi­
cación. La información proveniente de manuscritos presentados para 
publicación pero aún no aceptados se citará en el texto como «ob­
servaciones inéditas», con el permiso correspondiente de la fuente.

No cite una «comunicación personal» a menos que aporte infor­
mación esencial que no pueda obtenerse de una fuente pública; en ese 
caso, el nombre de la persona y la fecha de la comunicación aparece­
rán entre paréntesis en el texto. En el caso de artículos científicos, los 
autores deberán obtener el permiso de la fuente y su confirmación de 
la exactitud de la comunicación personal, ambos por escrito. Los auto­
res verificarán las referencias cotejándolas contra los documentos ori­
ginales.

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 M edicina (NLM ) para sus bases de datos. 
En los ejemplos que siguen se han agregado notas cuando el estilo 
de Vancouver difiere del estilo que actualmente utiliza la NLM.

http://www.nlm.nih.gov
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I. Artículo de revista ordinario

Enumere los primeros seis autores y añada la expresión «et al.» 
(Nota: La NLM incluye ahora hasta 25 autores; si hay más de 25, 
enumera los primeros 24, continuación el último autor y luego agre­
ga «et al.»)

Vega KJ, Pinal, Krevsky B. Heart transplantation is associated with 
an increased risk forpancreatobiliary disease. Ann Intern Med 1996 
Jun 1; 124(1 1):980-3.

Optativamente, si se utiliza la paginación continua a lo largo de un 
volumen (como hacen muchas revistas médicas), se pueden omitir el 
mes y el número.

(Nota: Para respetar la uniformidad, en todos los ejemplos que se 
presentan en los requisitos uniformes se aplica esta opción. La NLM, 
sin embargo, no usa dicha opción.)

Vega KJ, Pina 1, Krevsky B. Heart transplantation is associated with 
an increased risk for pancreatobiliary disease. Ann Intern Med 
1996;124:980-3.

Más de seis autores:

Parkin DM, Clayton D, Black Rj, Masuyer E, Friedl HP, Ivanov E, et 
al. Childhood leukaemia in Europe after Chernobyl: 5 year follow- 
up. BrJCancer 1996;73:1006-12.

2.. Organización como autor

The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exer­
cise stress testing. Safety and performance guidelines. Med J Aust 
1996;164:282-4.

3. No se indica el nombre del autor

Cancer in South Africa [editorial]. S Afr Med J 1994;84:15.

4. Artículo en idioma extranjero (2)

(Nota: La NLM traduce el título al inglés, lo encierra entre corchetes 
y le agrega la abreviatura correspondiente al idioma original.)

Ryder TE, Haukeland EA, Solhaug JH. Bilateral infrapatellar 
seneruptur hos tidligere frisk kvinne. Tidsskr Ñor Laegeforen 1996; 
116:41-2.

5. Suplemento de un volumen

Shen HM, Zhang QF. Risk assessment of nickel carcinogenicity and 
occupational lung cancer. Environ Health Perspect 1994; 102 Suppl 
1:275-82.

Artículos de revista 6. Suplemento de un número

Payne DK, Sullivan MD, Massie Mj. Women’s psychological reac­
tions to breast cancer. Semin Oncol 1996;23(1 Suppl 2): 89-97.

7. Parte de un volumen

Ozben T, Nacitarhan S, Tuncer N. Plasma and urine sialic acid in 
non-insulin dependent diabetes mellitus. Ann Clin Biochem 
1995;32(Pt 3):303-6.

8. Parte de un número

Poole GH, Mills SM. One hundred consecutive cases of flap lacera­
tions of the leg in ageing patients. N Z Med J 1994; 107(986 Pt 
l):377-8.

9. Número sin volumen

Turan 1, Wredmark T, Fellander-Tsai L. Arthroscopic ankle arthrod­
esis in rheumatoid arthritis. Clin Orthop I995;(320): 110-4.

10. Sin número ni volumen

Browell DA, Lennard TW. Immunologic status of the cancer patient 
and the effects of blood transfusion on antitumor responsos. Curr 
Opin Gen Surg 1993:325-33.

11. Paginación en números romanos

Fisher GA, Sikic BI. Drug resistance in clinical oncology and he­
matology. Introduction. Hematol Oncol Clin North Am 1995 
Apr;9(2):xi-xii.

12. Indicación del tipo de artículo, según corresponda

Enzensber er W, Fischer PA. Metronome in Parkinson,s disease 
[carta]. Lancet 1996;347:1337.
Clement J, De Bock R. Hematological complications of hantavirus 
nephropathy (HVN) [resumen]. Kidney Int 1992;42:1285.

13. Artículo que contiene una retractación

Garey CE, Schwarzman AL, Rise ML, Seyfried TN. Ceruloplasmin 
gene defect associated with epilepsy in EL mice [retractación de 
Garey CE, Schwarzman AL, Rise ML, Seyfriéd TN. En: Nat Genet 
1994;6:426-31], Nat Genet 1995;11: 104.

(2) Evidentemente “extranjero” se entiende aquí en relación con el idioma 
inglés, pues los ejemplos de referencia bibliográfica se han trasladado di­
rectamente del original, sin adaptarlos (N. Del t.).
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14. Artículo retirado por retractación

Liou GI, Wang M, Matragoon S. Precocious IRBP gene expression 
during mouse developm ent [retirado por retractación  en Invest 
Ophthalmol Vis Sci 1994;35:3127], Invest Ophthalmol Vis Sci 
1994;35:1083-8.

15. Articulo sobre el que se ha publicado una fe de erratas

Hamlin JA, Kahn AM. Herniography in sym ptom atic patients 
following inguinal hernia repair [se publica una fe de erratas en West 
J Med 1995; 162:278]. W est j Med 1995; 162:28-31.

Libros y otras monografías

(Nota: Con anterioridad, el estilo de Vancouver indicaba, incorrecta­
mente, que entré la editorial y la fecha debía ir una coma en vez de 
punto y coma, como debe ser.)

16. Individuos como autores

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership, skills for nurses. 
2nd ed. Albany (NY): Delmar Publishers; 1996.

17. Directores ( "editores ”), compiladores como autores

Norinan IJ, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly people. 
New York: Churchill Livingstone; 1996.

18. Organización como autor y editorial

Institute o f M edicine (US). Looking at the future o f  the Medicaid 
program. Washington: The Institute; 1992.

19. Capítulo de libro

(Nota: Con anterioridad, el estilo de Vancouver prescribía el uso de 
dos puntos en vez de la letra p antes de las páginas.)

Phillips SJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke. En: Laragh JH, 
Brenner BM, editors. Hypertension: pathophysiology, diagnosis, and 
management. 2nd ed. New York: Raven Press; 1995. p. 465-78.

20. Actas de conferencias

Kimura j, Shibasaki H, editors. R ecent advances in clinical 
neurophysiology, Proceedings o f  the 10th International Congress o f  
EMG and Clinical Neurophysiology; 1995 Oct 15-19; Kyoto, Japan. 
Amsterdam: Elsevier; 1996.

21. Artículo presentado en una conferencia

Bengtsson S, Tolheim BG. Enforcement o f  data protection, privacy 
and security in medical informatics. En: Lun KC, DegouletP, Piemme 
TE, Rienhoff 0, editors. MEDINFO 92. Proceedings o f the 7th World 
Congress on Medical Informatics; 1992 Sep 6-10; Geneva, Switzer­
land. Amsterdam: North-Holland; 1992. p. 1561-5.

22. Informe científico o técnico

Publicado por la institución financiadora o  patrocinadora:
Smith P, Golladay K. Payment for durable medical equipment billed 
during skilled nursing facility stays. Final report. Dallas (TX): 
Dept, o f  Health and Human Services (US), Office o f Evaluation and 
Inspections; 1994 Oct. Report No.: HHS1GOE169200860.

Publicado por la institución ejecutora:
Field MjJ Tranquada RE, Feasley JC, editors. Health services re­
search: work force and educational issues. Washington: National 
Academy Press; 1995. Contract No.: AH CPR282942008. Spon­
sored by the Agency for Health Care Policy and Research.

23. Tesis doctoral

Kaplan SJ. Post-hospital hom e health care: the elderly’s access and 
utilization [tesis doctoral]. St. Louis (MO): Washington Univ.; 1995.

24. Patente

Larsen CE, Trip R, johnson CR, inventors; Novoste Corporation, 
titular. Methods for procedures related to the electrophysiology of 
the heart. US patent 5 ,529,067. 1995 jun 25.

Otros trabajos publicados

25. Artículo de periódico

Lee C. Hospitalizations tied to ozone pollution: study estimates 
50,000 admissions annually. The Washington Post 1996 Jun 21; Sect. 
A:3 (col. 5).

26. M aterial audiovisual

HIV+/AIDS: the facts and the future [videocassette]. St. Louis (MO): 
M osby-YearBook; 1995.

27. Documentos legales 

Ley pública:
Preventive Health Amendments o f  1993, Pub. L. No. 103-183, 107 
Stat. 2226 (Dec. 14, 1993).

Proyecto de ley sin sancionar:
Medical Records Confidentiality Act o f  1995, S. 1360, 104th Cong., 
I st Sess. (1995).

Código de normas federales:
Informed Consent, 42  C.F.R. Sect. 441.257 (1995).

Audiencia:
Increased Drug Abuse: the Impact on the Nation’s Emergency Rooms: 
Hearings Before the Subcomm. on Human Resources and Intergov­
ernmental Relations o f the House Comm, on Goverment Operations, 
103rd Cong., 1st Sess. (May 26,1993).
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23. Mapa

North Carolina. Tuberculosis rates per 100,000 population, 1990 
[m apa  demográfico]. Raleigh: North Carolina Dept, of Environment, 
Health, and Natural Resources, Div. of Epidemiology ; 1991.

29. Libro de la Biblia

The Holy Bible. King James version. Grand Rapids (MI): Zondervan 
Publishing House; 1995. Ruth 3:1-18.

30. Diccionarios y obras de consulta semejantes

Stedman’s medical dictionary. 26th ed. Baltimore: Williams & 
Wilkins; 1995. Apraxia; p.l 19-20.

31. Obras clásicas

The Winter’s Tale: act 5, scene 1, lines 13-16. The complete works 
of William Shakespeare. London: Rex; 1973.

Trabajos inéditos

32. En prensa

(Nota: La NLM prefiere referirse a estos trabajos como «en prepara­
ción» [forthcoming] porque no todos se publicarán impresos.)

LeshnerAl. Molecular mechanisms of cocaine addiction. NEnglJ 
Med. En prensa 1996.

Materia] en soporte electrónico

33. Artículo de revista en formato electrónico

Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg 
Infect Dis [publicación periódica en línea] 1995 jan-mar [citada 1996 
jun 51 ; 1 (1 ): [24 pantallas]. Se consigue en : URL: http://www.cdc.gov/ 
ncidod/EID/eid.htm

24. Monografía en formato electrónico

CDI, clinical dermatology illustrated [monografía en CD-ROM], 
Reeves JRT, Maibach H. CMEA Multimedia Group, producers. 2nd 
ed. Version 2.0. San Diego: CMEA; 1995.

25. Fichero de computadora

Hemodynamics 1 1 1  : the ups and downs of hemodynamics [programa 
de computadora]. Version 2.2. Orlando (FL): Computerized Educa­
tional Systems; 1993.

Cuadros

Mecanografíe o imprima cada cuadro a doble espacio y en hoja 
aparte. No presente los cuadros en forma de impresiones fotográfi­
cas. Numérelos consecutivamente siguiendo el orden en que se citan 
por primera vez en el texto, y asigne un título breve a cada uno. Cada

columna llevará un encabezamiento corto o abreviado. Las explica­
ciones irán como notas al pie y no en el encabezamiento. En las 
notas al pie se explicarán todas las abreviaturas no usuales emplea­
das en cada cuadro. Como llamadas para las notas al pie, utilícense 
los símbolos siguientes en la secuencia que se indica: *, t , t , !, **, 
t t ,  t t -

Identifique las medidas estadísticas de variación, tales como la 
desviación estándar y el error estándar de la media.

No trace líneas horizontales ni verticales en el interior de los 
cuadros. Cerciórese de que cada cuadro aparezca citado en el texto.

Si incluye datos publicados o inéditos provenientes de otra fuente, 
obtenga la autorización necesaria para reproducirlos y conceda el 
reconocimiento cabal que corresponde. Incluir un número excesivo 
de cuadros en relación con la extensión del texto puede ocasionar 
dificultades al confeccionar las páginas. Examine varios números 
recientes de la revista a la que planea presentar el artículo y calcule 
cuántos cuadros pueden incluirse porcada millar de palabras de tex­
to. Al aceptar un artículo, el director podrá recomendar que los cua­
dros suplementarios que contienen datos de respaldo importantes, 
pero que son muy extensos para publicarlos, queden depositados en 
un servicio de archivo, como el Servicio Nacional de Publicaciones 
Auxiliares en los Estados Unidos, o que sean proporcionados por 
los autores a quien lo solicite. En tal caso, se agregará en el texto la 
nota informativa necesaria. Dichos cuadros se presentarán junto 
con el artículo para su consideración.

Ilustraciones (figuras)

Envíe los juegos completos de figuras en el número requerido 
por la revista. Las figuras estarán dibujadas y fotografiadas en for­
ma profesional; no se aceptarán los letreros trazados a mano o con 
máquina de escribir. En lugar de los dibujos, radiografías y otros 
materiales de ilustración originales, envíe impresiones fotográficas 
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, números y 
símbolos serán claros y uniformes en todas las ilustraciones; ten­
drán, además, un tamaño suficiente para que sigan siendo legibles 
incluso después de la reducción necesaria para publicarlos. Los títu­
los y las explicaciones detalladas se incluirán en los pies o epígra­
fes, no sobre las propias ilustraciones.

Al reverso de cada figura pegue una etiqueta de papel que lleve 
anotados el número de la figura, el nombre del autor y cuál 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 doblarán ni se montarán sobre cartón.

Las fotomicrografías incluirán en sí mismas un indicador de la 
escala. Los símbolos, flechas y letras usados en estas deberán con­
trastar claramente con el fondo.

Si se usan fotografías de personas, estas no deberán ser 
identificables; de lo contrario, habrá que anexar un permiso por es­
crito para poder utilizarlas.

Las figuras se numerarán en forma consecutiva de acuerdo con 
su primera mención en el texto. Si la figura ya fue publicada, se 
reconocerá la fuente original y se presentará la autorización 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 única salvedad son los documentos considera­
dos como de dominio público.
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Pies o epígrafes de las ilustraciones

Los pies o epígrafes de las ilustraciones se mecanografiarán o 
imprimirán a doble espacio, comenzando en hoja aparte e identifi­
cándolos con los números arábigos correspondientes. Cuando se uti­
licen símbolos, flechas, números o letras para referirse a ciertas par­
tes de las ilustraciones, será preciso identificar y aclarar el significa­
do de cada uno en el pie o epígrafe. En las fotomicrografías habrá 
que explicar la escala y especificar el método de tinción.

Unidades de medida

Las medidas de longitud, talla, peso y volumen se expresarán en 
unidades del sistema métrico decimal (metro, kilogramo, litro, etc.) 
0 sus múltiples y submúltiplos.

Las temperaturas se consignarán en grados Celsius. Los valores 
de presión arterial se indicarán en milímetros de mercurio.

Todos los valores hemáticos y de química clínica se presentarán 
en unidades del sistema métrico decimal y de acuerdo con el Siste­
ma Internacional de Unidades (SI). La redacción de la revista podrá 
solicitar que, antes de publicar el artículo, los autores agreguen uni­
dades alternativas o distintas de las del SI.

Abreviaturas y símbolos

Utilice únicamente abreviaturas corrientes. Evite las abreviatu­
ras en el título y el resumen. Cuando se emplee por primera vez una 
abreviatura en el texto, irá precedida del término completo, salvo si 
se trata de una unidad de medida común.

Envío del manuscrito a la revista

Envíe por correo el número requerido de copias del manuscrito 
en un sobre de papel resistente; si es necesario, proteja las copias y 
las figuras metiéndolas entre dos hojas de cartón para evitar que las 
fotografías se doblen. Meta las fotografías y transparencias en su 
propio sobre de papel resistente.

Los manuscritos irán acompañados de una carta de envío firma­
da por todos los coautores.
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La Sociedad Latinoamericana de Nutrición (SLAN) fue creada con el fin de integrar los esfuerzos de 
profesionales calificados para promover y mejorar el conocimiento de los problemas nutricionales de los países 
de la región y de las alternativas de prevención y tratamiento que ofrece la nutrición como ciencia.

Cualquier persona que se encuentre profesionalmente activa o que haya contribuido de manera significativa 
al avance de la nutrición o disciplinas afines, puede asociarse a SLAN, para lo cual debe enviar una carta de 
solicitud avalada por dos Socios Activos y su Curriculum actualizado. Debe igualmente anexar la documentación 
que pruebe la publicación de por lo menos, dos trabajos, en revistas de nivel internacional en los últimos años.

La solicitud debe dirigirse a la Presidencia de la SLAN en Ribeirao Preto, Brasil o a los Capítulos de la SLAN 
en los respectivos países. El actual Consejo Directivo de la SLAN está integrado por Helio Vannucchi (Presidente), 
Eduardo Atalah Samur (Vicepresidente), Julio Sergio Marchini (Secretario General), Pedro Eder Portari Filho 
(Tesorero) y Adolfo Chávez Villasana (Presidente Saliente).

El órgano oficial de la divulgación de la SLAN es “Archivos Latinoamericanos de Nutrición”, ALAN, 
continuación de “Archivos Venezolanos de Nutrición”. Los manuscritos para considerar su publicación deben 
ser dirigidos al Editor General José Félix Chávez Pérez o al Editor Asociado Maritza L. de Jiménez.

Los socios deben cancelar una cuota anual de U.S. $ 40, la cual incluye la subscripción a la revista.
La correspondencia destinada a la SLAN debe dirigirse a Helio Vannucchi, Facultad de Medicina de Ribeirao 

Preto, Universidad de Sao Paulo, Ave Bandeirantes 3.900, CEP 14049-900, Ribeirao Preto, SP, Brasil. La destinada 
a ALAN, se dirigirá a la dirección de la revista que figura en la primera contraportada o a su dirección electrónica: 
alanven04@hotmail.com

¿CAMBIO DE DOMICILIO? ¿CHANGING YOUR ADDRESS?

Por favor, escriba su dirección abajo y envíela al Departamento de Suscripciones de ALAN, 
adjuntando la etiqueta de un sobre de envío. Le rogamos avisarnos con 60 días de anticipación./ 
Please p rin t your new address below and re tu rn  to the Jo u rna l Subscription Dept, with our 
label. Please advise 60 days in advance.
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