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Armonizacién de las Recomendaciones Nutricionales para
Mesoamérica: ¢ Unificacion regional o individualizacién nacional?

Noel W. Solomons, Martha Kaufer-Horwitz and Odilia 1. Bermiidez

Centro de Estudios en Sensoriopatias, Senectud, Impedimentos y Alteraciones del Metabolismo (CESSIAM),
Guatemala, Guatemala, Fundacién Mexicana para la Salud, Distrito Federal, México y Jean Mayer USDA
Human Nutrition Research Center on Aging, Boston, MA, EUA.

RESUMEN. Mesoamérica, el 4rea de interés de este trabajo, es la
seccion de América Latina que se extiende desde México hasta Pa-
namd. Las deliberaciones de comités internacionales constituyen las
principales bases para el establecimiento de recomendaciones de
nutrimentos. En menor grado, se han considerado las particularida-
des de biodisponibilidad de los distintos nutrimentos. Las recomen-
daciones de nutrimentos en la region son “relativamente” uniformes
y consistentes con respecto al hierro, al yodo y a la mayorfa de las
vitaminas del complejo B. Pero existen discrepancias con las reco-
mendaciones promulgadas para otros nutrimentos. . Una base vali-
da para la armonizacién no seria la unificacién de las recomendacio-
nes alo largo de Mesoamérica, sino la certeza de que la recomenda-
cién del nutrimento proporcionaré su adecuada disponibilidad y/o
llenara las reservas corporales de manera 6ptima para la superviven-
cia, el crecimiento, el bienestar y la funcién dentro del nicho ecolégico
de los grupos de poblacién de la region. El hecho de que las reco-
mendaciones de nutrimentos deben satisfacerse a partir de los ali-
mentos, que sean accesibles y aceptables culturalmente y que se
aproximen a las demandas paralelas de las recomendaciones basa-
das en alimentos, representa un reto adicional.

Palabras clave: Recomendaciones nutricionales, ingesta dietética
de referencia, requerimientos, Mesoamérica, América Latina.

INTRODUCCION

América Latina estd constituida por 19 paises y un territorio
(Puerto Rico) que tienen vinculos culturales y lingiiisticos con
la peninsula ibérica (Espafia y Portugal). Su territorio se
extiende desde el Rio Bravo y el Mar Caribe hasta la punta
mds al sur de América del Sur (Tierra del Fuego). Incluye
alrededor de 184 millones de habitantes de habla portuguesa
residentes en Brasil y de 304 millones de habitantes de habla
hispana en el resto de los paises y tiene un crecimiento anual
de 1.7%. Esta es la extensi6n de la poblacién que debe cumplir
con recomendaciones de ingesta diaria de nutrimentos para
asegurar un estado nutricional adecuado para la regi6n. De la
poblaci6n general de América Latina, aproximadamente 140
millones de individuos viven en la regién mesoamericana (1).

En este trabajo, hemos dirigido nuestra atencién a las

SUMMARY. Harmonization for Mesoamerican Nutrient-Based
Recommendations: ;Regional unification or national
specification?. Mesoamerica, the area we focus for this paper, is a
section of Latin America that extends from Central Mexico to Panama.
The deliberations of international committees are the primary bases
for their nutrient-based recommendations. To a smaller extent, the
unique particularities of the bioavailability for one or another nutrient
have been considered. The nutrient recommendations throughout the
region are “relatively” uniform and mutually consistent with respect
to: iron, iodine and most of the B-complex vitamins. Discrepancies
exist among the various sets of recommendations for other nutrients.
A valid basis of harmonization would not be unification of
recommendations across all nationalities, but rather assuring a
consistency in the nutrient profile that is recommended provides the
nutrient exposures and/or fills the body’s reserves as best suits the
goals of survival, growth, well-being and function within the
ecological niche of the population. That the recommendations for
nutrients must be satisfied from foods, foods that are accessible and
culturally acceptable, and that approximate the parallel demands of
food-based dietary guidelines, add additional constraints onto the
process of enunciating the former.

Keywords: Nutrient recommendations, dietary reference intakes,
recommended dietary allowances, Mesoamerica, Latin America.

propuestas de recomendaciones basadas en nutrimentos para
la poblacién mesoamericana, a los esfuerzos que se han hecho
en este terreno y a los lineamientos que se han diseminado.
Hemos aprovechado la diversidad ecolégica y étnica de la
regién mesoamericana para ilustrar algunas consideraciones
tebricas relativas a la conveniencia de establecer
recomendaciones nutricionales para toda laregién, colocando
el término “armonizacién” en el contexto de diversidad més
que de unidad. Por ditimo, reconocemos que el aspecto de las
“recomendaciones basadas en nutrimentos” es solamente parte
del paradigma actual para proporcionar recomendaciones a la
poblacién, ya que éstas se han complementado en tiempos
recientes con “guias alimentarias basadas en alimentos™ y con
iconos de grupos de alimentos. En este anélisis, no podemos
ignorar los conflictos o sinergias que puedan existir entre los
primeros conceptos y los tltimos, especialmente cuando se

363
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trata de preservar la cultura alimentaria tradicional de la
herencia mesoamericana en un mundo globalizado.

La armonizacién y el proceso de la generacién de
recomendaciones basadas en nutrimentos para América Latina

La Fundacién Cavendes en Venezuela fue pionera en la
promulgacién de una guia unificada de recomendaciones
nutricionales para toda la regién latinoamericana, incluyendo
aMesoamérica. Las deliberaciones de este grupo, encabezado
por José Maria Bengoa, se publicaron en 1989 (2). Como
concesién prictica a la nocién de que “comemos alimentos,
no nutrimentos” (2), este panel aseveré que, al menos en la
regién de América Latina, el patrén de alimentacién familiar
era adn vélido. Ellos argumentaban que las familias no
alimentaban de manera distinta o diferencial a los miembros
de la familia; excepto en la infancia. Por ende, dado que “toda
la familia come del mismo plato”, un enfoque para asegurar
que todos los miembros del hogar cubrieran simultdneamente
sus requerimientos nutricionales seria hacer que el consumo
de nutrimentos del hogar sirviera a todos sus miembros.

Esto se basa en la hipétesis de que, con la excepcion de
infantes, recién destetados y mujeres en etapa de lactancia,
los hogares latinoamericanos tendrian una recomendacién
alimentaria comiin para toda la familia. Esto necesariamente
conduce a la tabulacién de las densidades criticas que deberian
tener las dietas familiares (Tabla 1). Asi, no basaron sus
recomendaciones para micronutrimentos en cantidades diarias,
sino en densidad energética (mg 6 pg por unidades de energia
dietaria mixta). El supuesto fue que cualquiera que consumiera
sus necesidades de energia automiticamente alcanzaria las
recomendaciones para otros nutrimentos, siempre y cuando
la dieta fuera lo suficientemente variada. Sin embargo, las
recomendaciones finales tenian algunas incongruencias
importantes. En el caso del zinc, por ejemplo, la densidad
requerida para satisfacer las necesidades de un nifio en edad
escolar era de 10 mg/1000 kcal (4.18 MJ) si la
biodisponibilidad del zinc en la dieta era baja. Sin embargo,
con esta densidad como recomendacién, un hombre adulto
que consumiera 3000 kcal/dia (12.54 MJ), consumiria
cantidades elevadas del nutrimento (30 mg), y una familia de
siete integrantes distribuidos en tres generaciones podria
consumir un total de 160 mg de zinc con las 16,000 kcal
(66.88M1J) en su raci6n diaria de alimentos. Pueden observarse
consecuencias similares para otros nutrimentos como el yodo.
De hecho, podemos contribuir con este esquema de
pensamiento para los nutricionistas latinoamericanos
convocados por la Fundacién Cavendes, ya que los supuestos
basicos pueden, de hecho ser ciertos. Lo que también es cierto,
es que las entidades més prominentes en la formulacién de
recomendaciones basadas en nutrimentos, es decir las agencias
de las Naciones Unidas (OMS, FAO y UNU) y el Instituto de
Medicina de los Estados Unidos en colaboracién con el

gobierno de Canad4 (3), han desestimado el enfoque basado
en densidad energética. Bajo sus supuestos, las diferentes
generaciones comen —y deben comer- de manera distinta en
una misma mesa.

TABLA1
Expresién de densidad de nutrimentos para un nifio
y un adulto segiin el informe de la Fundacién Cavendes.’

Nutrimento
Densidad Nifio de 2 afios
nutricional critica Req=1200 kcal
(Por 1000 kcal)

Trabajador
adulto
Req=3000 kcal

Vitamina A,RE 300 360 900
Folato, nug 80 926 240
Vitamina C,mg 25 30 75
Calcio, mg 400 480 1200
Hierro, mg 14 16.8 42
Zinc?, mg 10 - 12 30
Yodo, pg 100 - 200 240 600

'Bengoa J, Tortin B, Behar M, Scrimshaw N, 1987 (2).
2]a recomendacion de zinc es para dieta de baja biodisponibilidad.

Propuestas internacionales de recomendaciones basadas
en nutrimentos

Debido a que las recomendaciones emanadas de la
Consultaria de Cavendes no trascendi6 en la regién, los
procesos internacionales que habian iniciado con anterioridad
en los Estados Unidos, Canadd y en las agencias de las
Naciones Unidas, mantuvieron una importante influencia en
la regidn, incluida Mesoamérica.

La iltima ocasién en el que las agencias de las Naciones
Unidas se combinaron para enunciar recomendaciones basadas
en los requerimientos de proteina y energia fue en 1985 (4).
James and Schofield (5) convirtieron el informe FAO/OMS/
UNU (4) de 1985 en un manual para planificadores y
nutricionistas.

En 1998 se reunié en Bangkok un Comité Mixto FAO/
OMS de Expertos para una consulta sobre Requerimientos
Humanos de Vitaminas y Minerales con el fin de complementar
la informacién de las consultas anteriores, como un primer
paso hacia la actualizacién del manual sobre Requerimientos
Nutricionales Humanos de 1994 (6). Las recomendaciones
emanadas en este informe preliminar se consideraron
provisionales y el informe final se liber6 en el afio 2001 (7).

Ingestas dietéticas de referencia para Estados Unidos y
Canada

En 1938, el Consejo Canadiense de Nutricién emiti6 10s
primeros estindares dietéticos. Sin embargo, al poco tiempo,
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el Consejo recomend6 la adopcién de las Recomendaciones
Dietéticas Diarias de Estados Unidos emitidas en 1941 (RDA,
por sus siglas en inglés) para la poblacién canadiense. Para el
afio de 1945, se hicieron evidentes las diferencias conceptuales
en el enfoque de las recomendaciones canadienses de
nutrimentos (RNI, por sus siglas en inglés) y de las
recomendaciones estadounidenses (RDAs). Las versiones
ultimas de las RNIs canadienses y las RDAs estadounidenses
no variaban en las derivaciones de las ingestas recomendadas,
aunque ain persistian algunas diferencias en la manera como
se describian los usos de ambas (3).

Por otro lado, las RDAs de Estados Unidos se publicaron
originalmente en 1941 con el propésito de “proporcionar
estdndares que sirvieran como una meta para la buena
nutricién” y su aplicaci6n original fue como “una gufa para
aconsejar en lo referente a problemas de nutricién con
propésitos de defensa nacional” (8). Las RDAs, cuya ultima
actualizacién se emiti6 en 1989 (9), han servido también para
otros propésitos; entre ellos, para planificar y procurar abasto
alimentario para subgrupos de poblaci6n, para interpretar
registros de consumo de alimentos, para estgb{ecer estandares
para programas de asistencia alimentaria, para evaluar la
adecuaci6n del abasto de alimentos en la industria y para
establecer lineamientos para el etiquetado de alimentos (3,8).

‘Recientemente, estas dos naciones se unieron para crear
un enfoque nuevo de los estindares dietéticos de referencia

que reemplazara las RDAs y las RNIs. El producto de esta -

colaboracién result6 en la promulgacién de las Ingestas
Dietéticas de Referencia (en inglés: Dietary Reference Intakes
(DRIs), para micro y macro nutrimentos, energia, agua y
electrolitos, las que se han divulgado en una serie de seis
reportes (9-14). Las diferencias entre las DRI y las RDAs 6
las RNIs son: “(1) en los casos donde existen datos especificos
sobre seguridad y eficacia, la formulacién de la recomendacién
considera la reduccién en el riesgo de enfermedades crénicas
degenerativas, en lugar de sélo incluir la ausencia de la
deficiencia, (2) los niveles superiores de consumo se establecen
en los casos en los que existen datos referentes al riesgo de
efectos adversos a la salud, y (3) los componentes de los
alimentos que pueden no cumplir con el concepto tradicional
de nutrimento pero que pueden tener un posible beneficio a la
salud se revisarén, y, ante la existencia de suficientes datos, se
establecerdn recomendaciones de consumo” (3). Las DRIs
incluyen cuatro tipo de recomendaciones” el Requerimiento
Promedio Estimado (EAR, por sus siglas en inglés), las RDA,
la Ingesta Adecuada (A, por sus siglas en inglés), y el Nivel
Superior Tolerable de Ingesta (UL, por sus siglas en inglés)
(3) (Tabla 2).

TABLA2 _
Definiciones de las DRI de Estados Unidos y Canad4 (3)

Requerimiento Promedio Estimado (EAR, en inglés): nivel pro-
medio de ingesta diaria de un nutrimento estimado para satisfa-
cer el requerimiento de la mitad de los individuos sanos en una
etapa particular de la vida, segin su sexo.

Recomendaciones Dietéticas Diarias (RDA, en inglés): nivel pro-
medio de ingesta diaria de un nutrimento suficiente para cubrir
los requerimientos de cerca de todos (97 a 98 porciento) los
individuos sanos en una etapa particular de la vida, segiin su
sexo.

Ingesta Adecuada (Al en inglés): Se usa cuando, debido a la
falta de datos suficientes sobre beneficios y/o riesgos, no es
posible determinar el RDA. La Al es recomendacién diaria pro-
medio para la ingesta de un nutrimento que se asume como ade-
cuadas para un grupo (o grupos) de personas aparentemente sa-
nas, basada solamente en aproximaciones o estimaciones de
ingesta determinadas observacional o experimentalmente.

Nivel Superior Tolerable (UL, en inglés): la m4xima ingesta dia-
ria promedio de un nutrimento que no plantea el riesgo de efec-
tos adversos a la salud en la mayoria de los individuos de la
poblaci6n general. A medida que la ingesta aumenta por arriba
del UL, el riesgo potencial de efectos adversos aumenta.

Andlisis comparative de las recomendaciones basadas en
nutrimentos en la Region Mesoamericana

Para la mayoria de las seis repiiblicas de América Central,
y de acuerdo con una consulta informal con colegas de insti-
tuciones académicas y gubernamentales del istmo, la refe-
rencia vigente para las recomendaciones diarias de
nutrimentos (Tabla 3) ha sido un documento publicado con
motivo del 45° Aniversario del Instituto de Nutricién de Cen-
tro América y Panama (INCAP) (15). Una excepcién a lo
anterior es el caso de Costa Rica que cuenta con un docu-
mento de Metas y Guias Nacionales donde se incluye un ni-
mero limitado de recomendaciones de ingesta de nutrimentos
especificos (vitamina A, calcio, hierro, yodo) combinado con
algunos lineamientos para alcanzar una dieta saludable(16).
En el caso de México, las recomendaciones nutricionales
emitidas en los afios noventa han sido revisadas y adoptadas
como las nuevas recomendaciones oficiales de 2004, las que
se encuentran en vias de publicacién y que se dieron a cono-
cer, en su versién preliminar, en noviembre de 2003 en el
XIII Congreso Latinoamericano de Nutricién en Acapulco,
México (17).
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TABLA3

SOLOMONS et al.

Resumen de las categorias de edad para las

recomendaciones de nutrimentos de INCAP y México

TABLA4
Recomendaciones de Nutrimentos para INCAP, México,
EU-Canad4, y FAO/OMS para hombres de 25 a 50
afios de edad

Categorias INCAP México
Infantes (meses) 0-2.9 0-6
359 7-12
6-11.9
Nifios (afios) 129 1-3
3-6.9 4-8
7-9.9
10-11.9
12-13.9
14.17.9
Hombres Mujeres
9-13 9-13
14-18 14-18
Adultos (afios) Hombres Mujeres . Hombres Mujeres
19-30 19-30 18-64.9 18-64.9
31-50 31-50 65+ 65+
51-70 51-70
>70 >70
- Embarazada Si Sf
Lactante Si : Sf

Al comparar las recomendaciones nutricionales de INCAP
con las de México, observamos que los grupos de edad y sus
intervalos difieren entre los dos grupos de recomendaciones
(Tabla 3). INCAP presenta nueve grupos en el caso de los
nifios, mientras que México presenta seis pero los separa por
sexo a partir de los 9 afios de edad. INCAP separa a los adultos
por sexo y proporciona diferentes categorias para los adultos
jovenes (18 a 65 afios) y para los adultos mayores (més de 65
afios). Por su parte México opté también por separar por sexo
pero presenta 4 grupos de edad. Ambas regiones mantienen
recomendaciones separadas para mujeres embarazadas y
madres lactantes. '

En este anilisis comparativo, hemos elegido las
recomendaciones de micronutrimentos (9 vitaminas y 9
minerales) para varones de 25 a 50 afios con fines meramente
ilustrativos (Tabla 4), aunque tanto el INCAP como México
tienen recomendaciones para energia y proteina. Ademas, las
recomendaciones mexicanas también incluyen otros
nutrimentos como el cromo y la vitamina K. Para establecer
paralelismos y discordancias con las recomendaciones
internacionales incluimos en la Tabla 4 las recomendaciones
de EUA-Canad4 y l1as de FAO-OMS.

Nutrimento INCAP!  México> USA-Canada® FA(Q/
WHO*
Vitaminas
Vitamina A, pg RE 600 730 900 600
Tiamina, mg 1.2 1.0 12 12
Riboflavina, mg 1.5 1.1 13 13
Niacina, NE 20 NE 13 NE I6NE 16 NE
Vitamina B, mg 14 1.1 13 1.53
Folato, ug 200 460 400 400
Vitamina B ,, ug 1.0 24 24 24
Vitamina C, mg 60 84 90 45
Vitamina D, pg ‘sol’ 5 5 5
Minerales
Calcio, mg 800 900 1000 1000
Fésforo, mg 600 560 700 —
Magnesio, mg 310 340 320 260
Hierro, mg 8 15 8 9
Zinc, mg* 12 11 11 7
Yodo, pg 150 120 150 130
Fldor, pg 3 3.05 3 —_
Cobre, ug 1200 730 900 —
Selenio, pg 70 48 55 34

* Recomendaci6n para los grupos de 19 a 30 y de 31-50afios
Fuentes:

! INCAP, 1994 (15)

2 México, 2004 (17)

3Estados Unidos y Canada, 1997-2001(9-12)

*FAO/OMS, 2002 (7)

Con el fin de analizar las recomendaciones nutricionales
mesoamericanas en términos cuantitativos para hacer
comparaciones proporcionales, calculamos la diferencia
porcentual de las recomendaciones de Mesoamérica con
relacién a las recomendaciones de FAO-OMS vy a las DRI-
RDAs de Estados Unidos y Canad4 (Tabla 5). Nuevamente
elegimos a los hqzilbrcs de 25 a 50 afios de edad para fines de
ilustracién. Con respecto a las vitaminas, las recomendaciones
del INCAP para América Central solamente estin en acuerdo
con las otras en el caso de la tiamina. Adicionalmente, las
recomendaciones de vitamina A del INCAP son similares a
las de FAO-OMS, aunque menores que las DRIs. INCAP
recomienda la exposicién a la luz solar para cubrir los
requerimientos de vitamina D, mientras que los dos grupos
de comparacién proporcionan recomendaciones de la vitamina
a partir de la dieta (como se muestra en la Tabla 4). Las
recomendaciones de folato y de vitaminas C, B, y vitamina
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A (solamente al comparar con las DRIs) emitidas por el INCAP,
son considerablemente menores que las de los organismos
jnternacionales. Por otro lado, en los casos de riboflavina y
niacina, INCAP recomienda cantidades mayores, 15% y 25%,
respectivamente, que las DRI-RDA’s y las de FAO-OMS. No
existe correspondencia con respecto a las recomendaciones
de nutrimentos inorgénicos entre las tablas centroamericanas
de INCAP vy los seis elementos comunes listados por las
agencias de las Naciones Unidas. La tablade INCAP concuerda
con las DRI-RDAs, para este grupo de edad y sexo, en el caso
del hierro, el yodo y el flior. Las recomendaciones
centroamericanas sugieren cantidades mayores de zinc y
selento en comparacién con las DRI-RDAs y cantidades
considerablemente mayores con respecto a la tabla de FAO/
OMS. La cantidad recomendada en EUA-Canadi para calcio
y fésforo es mayor que los estindares de Centro América,
mientras que la de cobre es menor.

TABLAS
Andlisis comparativo de las recomendaciones nutricionales
para hombres de 25 a 50 afios, para la regjc’m/
centroamericana y México con las recomendaciones
de FAO-OMS y las DRIs de EUA-Canada

INCAP México
DRI EUA- FAO/OMS DRI EUA- FAO/OMS
CANADA CANADA

Vitaminas
VitaminaA -33% 0% -19% +22%
Tiamina 0% 0% -17% -17%
Riboflavina +15% +15% -15% -15%
Niacina +25% +25% -19% -19%
VitaminaB, +8% +8%-7% -15%  -15%-27%
Folato -50% -50% +15% +15%
VitaminaB,, -58% -58% 0% 0%
VitaminaC -33% -33% -1% +87%
VitaminaD — — 0% 0%
VitaminaE -47% -20% -13% +30%
Minerales
Calcio -20% -20% -10% -10%
Fésforo -14% — -20% —
Magnesio -3% +19% +6% +31%
Hierro 0% -11% +87% +67%
Zinc* +20% +71% 0% +57%
Yodo 0% +15% -20% -8%
Flior 0% — +2% —
Cobre +33% — -19% —_

+27% +106% -13% +41%

Selenio

* Las recomendaciones son para los grupos de 19 a 30 y 31-50 afios

Con relaciéon a las vitaminas, las recomendaciones de
México s6lo estin de acuerdo con las DRI 6 con las de FAO/
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OMS en vitamina B,, y en VitaminaD (Tabla 5). Comparadas
con las DRI-RDAs, las recomendaciones de México son
menores en todas las demas instancias con excepcién de la de
folato (15% mas altas). Por otra parte, al comparar con FAO-
OMS, las recomendaciones de México son menores para
tiamina, riboflavina, niacina y vitamina B, y mayores para
vitamina A, folato, vitamina C y vitamina E. Tampoco existe
una homologacién con respecto a los nutrimentos inorgénicos
donde México recomienda consumos mayores de magnesio
y de hierro que las DRI-RDAs y que FAO/OMS y menores de
calcio y yodo. Por otra parte, las recomendaciones mexicanas
de selenio son menores que DRI-RDAs y mayores que FAQ/
OMS y menores que DRI para fésforo y cobre, mientras que
lo contrario ocurre para el flior aunque con una diferencia
pequeiia. Por dltimo, las cantidades recomendadas por FAQ/
OMS para zinc y selenio son considerablemente menores que
las mexicanas. Lo que resulta obvio de 1a Tabla 4, y alin més
acentuado en las comparaciones de diferencias porcentuales
(Tabla 5), son las disparidades que existen entre las
recomendaciones de EUA-Canada y las de FAO/OMS. Con
excepcioén de las recomendaciones de México ~revisadas en
el afio 2004-, los demés documentos de Mesoamérica,
incluyendo el de INCAP y el de Costa Rica, anteceden a las
recomendaciones internacionales méis conocidas de EUA-
Canad4d y FAO-OMS.

Razones tedricas para no uniformar los requerimientos
de nutrimentos en la region

Un aspecto importante y en ocasiones sutil en torno a estas
consideraciones es reconocer que la relacién de los
“requerimientos de nutrimentos” con “las recomendaciones
de ingesta de nutrimentos” no siempre es tan directa. En la
medida en que las recomendaciones basadas en nutrimentos
se vean en términos de una ingesta minima (ingesta segura),
una ingesta ideal (recomendacion) y una ingesta tope (nivel
méximo tolerable), el intervalo entre el minimo y el tope puede
variar en amplitud aunque el nivel ideal se mantenga fijo.
Existen bases de indole tedrico y prictico para creer que se
requieren recomendaciones nutricionales distintas para
Mesoame€rica, en comparacién a otras regiones geograficas.

Genética y estructura de la poblacién

La naturaleza demogrifica de Mesoamérica es, en si
misma, variable. Su poblaci6n original estaba constituida por
indios americanos. Esta se uni6 en el periodo colonial con la
influencia espafiola. Los nativos africanos llevados a Cuba
como esclavos se filtraron a las regiones costeras del Caribe,
especialmente desde Guatemala hasta Panam4. Las
migraciones subsecuentes de Europa y del Este de Asia han
afiadido una mayor diversidad étnica y genética en la regién.

En la medida en que ciertas necesidades de
micronutrimentos puedan realmente determinarse por el peso
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corporal total, las proporciones de masa magra o masa grasa,
o la magnitud del gasto energético diario, es muy posible que
se justifique una variacién en la ingesta individual
recomendable. El armonizar las recomendaciones con la salud
ptblica de la poblacién demanda necesariamente una
descripcién de las distribuciones de las caracteristicas arriba
mencionadas. Consideremos de qué forma el tamafio corporal
puede ser un factor de variacién en las necesidades de
nutrimentos Mientras que €l hombre entre 19 y 30 afios de
EUA-Canada4 presenta, en promedio, una estatura de 176 cm
y un peso de 76 kg (3), en Mesoamérica observamos valores
antropométricos que tienden a ser mas bajos: El hombre rural
promedio en Guatemala mide 160 cm y pesa 55 kg (18). En
Panam4, los promedios respectivos para hombres adultos son
165 cm y 62 kg (19). En México, los hombres urbanos del
Distrito Federal miden en promedio 166 cm de estatura y pesar
71 kg.; mientras que la regién urbana del sureste, miden 164
cm y 70 kg, respectivamente (20), y en Mérida, una ciudad
del estado de Yucatin, el hombre promedio mide 161 cm de
estatura y pesar 68 kg (21). Por consiguiente, las necesidades
de energia y de nutrimentos asociados con la ingesta energética
podrian variar. Los factores genéticos justifican diferencias
en las cantidades requeridas para cumplir con los procesos
metabdlicos y mantener reservas adecuadas de determinados
nutrimentos. Aunque sin ignorar el impacto de las condiciones
ambientales que rodean a diferentes grupos de poblacién,
claramente se han documentado diferencias étnicas en
composicién corporal (22,23). Los patrones de crecimiento
en infantes y en nifios pequeiios, y la edad de inicio y la
velocidad de crecimiento durante la pubertad difieren entre
grupos raciales. La frecuencia de polimorfismos en genes que
influyen el metabolismo de nutrimentos tales como el hierro
y el dcido f6lico difiere entre grupos étnicos (24). Se cree que
la prevalencia del llamado “gen ahorrador” que regula el
almacenamiento de energia dietaria ha sido condicionada, a
lo largo de la evolucién, por la experiencia de hambrunas
intercurrentes y estilos de vida vigorosos. En la transicién hacia
una vida sedentaria asociada con una acumulacién excesiva
de grasa en la poblacién con el gen ahorrador, es probable
que los requerimientos de otros nutrimentos puedan sufrir
alteraciones.

Disponibilidad de alimentos

Para que las recomendaciones sean vilidas, es necesario
que consideren los alimentos a los cuales la poblacién recurrird
para cubrir sus necesidades nutricionales. Las matrices de

* En las Recomendaciones Diarias de Nutrimentos de 1989 (RDA) (8), el
requerimiento promedio de energfa para mujeres y hombres con actividad

leve a moderada y entre 19 y 50 afios de edad se estableci6 en 2,200y 2,900

keal por dia, respectivamente.

fuentes alimentarias de nutrimentos en la dieta pueden
conducir a la interferencia (inhibicién) o aumento (mejoria)
de la eficiencia de la absorci6n intestinal de un nutrimento
determinado. Las recomendaciones de nutrimentos deben
establecerse a partir del conocimiento del sistema alimentario
de un pais. :

En Mesoamérica, el uso de grasas agregadas a los
alimentos (aceites, mantequillas, manteca, entre otros) es
limitado. Al igual que en otros paises en vias de desarrollo,
las fuentes primarias de energia son los hidratos de carbono,
simples y complejos (25). En 1a medida en que la ingesta de
grasa es relativamente baja, la eficiencia en la absorcién y en
la asimilaci6n de las vitaminas liposolubles est4 reducida. Por
otra parte, en la medida en que el colon recibe una dotacién
importante de hidratos de carbono complejos, existe una
utilizacién aumentada de riboflavina y por tanto, menores
recomendaciones para su ingesta (26).La ingesta elevada de
4cido fitico a partir de leguminosas y de cereales integrales,
combinada con los taninos (polifenoles) en el café, conllevan
a la inhibici6én de la absorcién de hierro y de zinc (27,28).
Uno podria estar en dos situaciones en las cuales el
requerimiento para retener una cantidad determinada de un
nutrimento es comiin, pero la disp'onibilidad biolégica y/o la
eficiencia de retencién del nutrimento es muy diferente
dependiendo de las circunstancias especificas. Por ejemplo,
para el hierro, la dieta podria ser pobre en carne y rica en
cereales integrales. Esto darfa como consecuencia una baja
biodisponibilidad del hierro donde se requeriria una gran
cantidad de éste en la dieta —es decir una mayor-
recomendacién- para permitir la absorcién de cantidades
suficientes del nutrimento.

Practicas culturales

Al igual que el tamafio corporal puede influir en la
utilizacién de la energia, las pretensiones econémicas y los
estilos de vida pueden también tener una influencia en este
rubro. El supuesto gasto de energia del hombre tipico de
América del Norte (19 a 50 afios de edad) en las
recomendaciones diarias de nutrimentos (RDA) de Estados
Unidos de 1989" y retomado en las nuevas DRI es de 2,900
kcal/dfa (3,8). Para los agricultores guatemaltecos, el gasto
energético puede fluctuar entre 3,500 y 4,000 kcal/dia. En
climas frios se requieren mayores cantidades de energia para
el mantenimiento de la temperatura corporal, en comparacién
con los trépicos. Se requiere més energia para respirar y para
las actividades respiratorias en altitudes con baja
disponibilidad de oxigeno. Las poblaciones de Mesoamérica
viven en altitudes que van desde el nivel del mar a 3000 metros.

Las actividades o précticas al aire libre en el rubro de la
construccién y de la agricultura que frecuentemente se dan
en altas altitudes y latitudes tropicales, producen una abun-
dante exposici6n al sol. En estos casos, la sintesis endégena
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de vitamina D es igualmente abundante. Con la persistencia
de altas tasas de fertilidad en la regién, se presentard una ma-
yor acumulaci6n de meses de gestacién en la vida de una mujer
y se experimentardn mayores consumos y pérdidas de
nutrimentos debidas a los embarazos. Una pérdida de
nutrimentos igualmente acentuada se experimentard con la
acumulacién de meses de lactancia y el mayor paso de
nutrimentos al infante por via de la leche materna.

La manera de preparar los alimentos es un condicionante
importante de las recomendaciones nutricionales, si no es que
de los requerimientos humanos. Los altos consumos de calcio
a partir de tortillas de maiz nixtamalizado promueven la inhi-
bicién de la incorporacién de hierro y de zinc (29,30). Otras
précticas culinarias de laregién hacen a otros nutrimentos més
(como por ejemplo el caso de la niacina y el triptofano) 6
menos (como en el caso de la provitamina A) biodisponibles
@31).

Estado de salud y medio ambiente

El Comité de Alimentacién y Nutricién de los Estados
Unidos (en inglés, Food and Nutrition Board) advierte que
sus DRIs “s6lo son aplicables a personas $anas”. El mito de
las personas “sanas”, tal y como se entiende en paises afluen-
tes como Estados Unidos y Canad4, es uno de los principales
obsticulos para la unificacién de las recomendaciones a tra-
vés de la regién. La experiencia sanitaria y nutricional de la
mayoria de Ia poblacién mesoamericana no puede clasificarse
como saludable y con frecuencia se presentan episodios de
enfermedades respiratorias y de diarrea. Ademds, pueden pre-
sentar malaria, helmintos intestinales, filaria tisular 6 duela
(Fasciola hepitica). Cuando la uncinariasis, la
esquisostomiasis, 6 ambas son endémicas, parte del hierro
absorbido se desperdicia en sangrados de las visceras y parte
del hierro absorbido se pierde en sangrados en la cavidad ab-
dominal. A fin de cuentas, uno recomendaria una mayor ingesta
dietaria de hierro para mantener en el cuerpo la cantidad habi-
tual. Por supuesto, el ejemplo de los parésitos que se alimen-
tan de sangre se ilustra por el abismo que existe entre las rea-
lidades de los paises ricos de las zonas templadas y las zonas
tropicales pobres. Es probable que proporciones importantes
de los habitantes de los paises en desarrollo hayan presentado
retardo en el crecimiento intrauterino y un pobre crecimiento
en los primeros afios de la vida debido a una inmuno-
estimulacién crénica ocasionada con el contacto con micro-
bios en un medio ambiente contaminado (32). Esta situaci6n
aumenta la necesidad de nutrimentos para compensar por las
pérdidas adicionales, por la absorcién menos eficiente 6 por
la menor exposici6n para adaptarse ala agresién inmunol6gica
(33).

Los paises en desarrollo tienen determinados problemas
endémicos de salud que condicionan la seguridad de la expo-
sicién a nutrimentos. La epidemia mundial de SIDA no ha
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excluido a México y Centroamérica. Viene a la mente el caso
de la ingesta de zinc en individuos seropositivos para VIH.
Semba y Tang (34) encontraron que una mayor exposicién a
zinc, ya sea proveniente de la dieta o de suplementos, en el
periodo inicial de la infeccién con VIH producia una progre-
sién mas ripida hacia el pleno establecimiento del SIDA y
eventualmente a la muerte. Resulta obvio que las personas
infectadas con el VIH no estén sanas, pero tampoco se detec-
tan ficilmente en la poblacién general. Por lo mismo, hacer
una recomendacién en torno a la ingesta de zinc, sin tomar en
consideracién los posibles riesgos y beneficios de
subsegmentos de poblacién presenta retos técnicos y éticos.

Las agresiones impuestas por la desnutricién temprana,
las parasitosis y las infecciones recurrentes pueden volverse
universales en poblaciones poco privilegiadas. En estos ca-
s0s, uno puede tomar la via facil y sugerir que no es posible
aplicar ningunas recomendaciones debido a la baja frecuen-
cia de personas sanas, 6 uno puede aceptar el reto de formu-
lar requerimientos en el contexto de las condiciones
nutricionales e higiénicas prevalentes en el medio. Cuales-

_ quiera las recomendaciones existentes, es necesario hacer un

alto en el camino y reflexionar acerca de en quienes se po-
drén aplicar. En los paises en vias de desarrollo, los “sanos”
son contados. ' :

De recomendaciones basadas en nutrimentos a guias
alimentarias

La aceptacién de las recomendaciones basadas en
nutrimentos de Estados Unidos y Canad4 (DRI) y de FAO/
OMS por la comunidad mundial de nutricién y los obsticu-
los hacia la armonizacién enfrentan otro tipo de considera-
ciones. En las idltimas tres décadas, el paradigma en la ma-
nera en la cual la ingesta de alimentos interactiia con la con-
dicién del organismo ha cambiado. Hasta ese momento, ob-
tener una cantidad correcta de nutrimentos — no demasiados
pero, particularmente, no demasiado pocos - era el lema para
todas las ramas de la nutricién; desde ia correspondiente al
estudio de los animales de laboratorio, a la relativa a los ani-
males en las granjas hasta la nutricién humana.

Esta nueva corriente deriva de la critica a las précticas
alimentarias en cuanto a que pueden condicionar la suscepti-
bilidad de la poblacién hacia las enfermedades crénicas (35).
Sin embargo, una serie de observaciones epidemiolégicas
empezaron a ilustrar que el patrén de consumo de alimentos
y bebidas, asi como el contenido de constituyentes que no
estaban actuando como nutrimentos (sino como agentes pro-
tectores o provocadores) eran determinantes poderosos de la
salud cardiovascular (36) asf como de los casos de neoplasias
(37). En la disciplina conocida como “epidemiologia
nutricional” se han explorado las mejores combinaciones de
alimentos y de grupos de alimentos que promueven la salud y
evitan la enfermedad (38,39).
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En Estados Unidos, la publicacién de “Alimentos” (40)
por parte del Departamento de Agriculturaen 1979, y su “Guia
Fécil de Alimentos para una Mejor Salud” fue el primer in-
tento de abordar la relacion del patrén alimentario con los
aspectos preventivos del mantenimiento de la salud, el cual
también constituy6, ese mismo afio, el centro del Informe del
“Cirujano General” sobre la Promocién de la Salud y la Pre-
vencién de la Enfermedad (41). Desde la publicacién de sus
primeras guias alimentarias en 1980, y a partir de entonces,
cada cinco afios, los Estados Unidos definen y actualizan sus
Guias Alimentarias (42) a través de una serie de agencias fe-
derales. Después de este enfoque basado en la promocién de
la salud y la prevenciéon de la enfermedad, las Guias
Alimentarias para Americanos de 1980, dictadas por el De-
partamento de Agricultura de los Estados Unidos (en reali-
dad, la primera orientacién alimentaria para estadounidenses
fue la escritapor W.O. Atwater en 1894, antes de la identifica-
cién de las vitaminas y los minerales) incluian 7 guifas, en su
mayoria con énfasis en que la poblacidon estadounidense in-
corporara variedad a sus patrones de alimentacién, pero, al
mismo tiempo, evitara algunos componentes individuales de
los alimentos, en una connotacién negativa: es decir: “evite
azlcares y sodio”. Desde las Guias de 1980, el gobierno de
Estados Unidos ha mantenido el énfasis en promover la varie-
dad en la “dieta estadounidense” y, al mismo tiempo, ha evo-
lucionado de mensajes restrictivos y negativos a mensajes mas
positivos, orientados a los alimentos (por ejemplo: “escoja
sensatamente” en vez de “evite ciertos tipos especificos de
alimentos”) en las Guias Alimentarias del afio 2000 (43). En
estas Gufas del 2000, vigentes hasta el 2005, se incluye el
“ABC?” para los estadounidenses, por sus siglas en inglés; los
conceptos fundamentales son “Aspira a una buena condicién
fisica, construye una base saludable y elige sensatamente” (43).
Ante la confrontacién con los cambios y la creciente
globalizacién del abastecimiento alimentario en los Estados
Unidos, las Guias Alimentarias de 2000 incluyeron también,
por vez primera, el concepto de “Mantenga los alimentos se-
guros”. Las Guias Alimentarias de Estados Unidos se com-
plementan con interpretaciones graficas que han evoluciona-
do desde versiones iniciales y los Cuatro Grupos Basicos de
Alimentos, hasta la actual Pirdmide de Alimentos del Depar-
tamento de Agricultura (44).

A nivel internacional, un Comité de Expertos de la OMS
integr6 la informacién anterior en una reunién sobre “Prepa-
racién y Uso de Guias Alimentarias Basadas en Alimentos”
que se llevd a cabo en Chipre en 1996 (45), las que han servi-
do de base para la elaboracién de las guias en diferentes pai-
ses, incluyendo los de la regién.

América Latina también ha tenido experiencia en la defi-
nicién de “Guias Alimentarias”. Se ha dado un viraje a partir
de abordar las enfermedades alimentarias por deficiencia como
lo hizo Venezuela en los afios ochenta, hacia abordar proble-

mas de ambos extremos del espectro, tanto el del déficit como
el del exceso en las ingesta alimentaria que coexisten en la
regiéon de América Latina, particularmente en Mesoamérica.
Son evidentes los contrastes y son el reflejo de las realidades
nacionales. Asi, en un extremo se encuentran paises como
Panama, cuyo énfasis estd en prevenir la enfermedades cré-
nicas degenerativas y en el otro estan paises como Guatemala
y Honduras, con un enfoque principal en el mejoramiento de
la seleccion de alimentos para prevenir deficiencias en el con-
sumo de alimentos en grandes segmentos de su poblacion, al
mismo tiempo que previenen desequilibrios debidos a exce-
sos en el consumo de alimentos que, acompafiados por cam-
bios en el estilo de vida, ponen en riesgo de enfermedades
crénicas como la hipertensién arterial, la obesidad, la diabe-
tes y la enfermedad cardiovascular a otros grupos de pobla-
cion.

En tiempos recientes, laregién mesoamericana se dio a la
tarea de definir guias alimentarias bajo el liderazgo del Insti-
tuto de Nutricion de Centroamérica y Panama (INCAP) junto
con la publicacién de las interpretaciones graficas de los ti-
pos de alimentos y la frecuencia de consumo para guiar a sus
poblaciones a decidir intuitivamente qué tipos de alimentos
han de llevar a la mesa familiar para llenas lasrecomendacio-
nes nutricionales (16,46-48). Esta excepcional tarea ha obli-
gado a los expertos profesionales y técnicos a ser innovadores
y creativos, representando los grupos de alimentos en diver-
sas formas y con distintas figuras, desde la adaptacién de la
pirdmide de alimentos en Panamé (47), a los platos de Costa
Rica (49) y de México (50) (Figuras 1y 2) y la olla de la
alimentacion familiar en Guatemala (48) (Figura 3).

FIGURA 1
El plato del bien comer de México

del Bien Comer



ARMONIZACION DE LAS RECOMENDACIONES NUTRICIONALES PARA MESOAMERICA 371

FIGURA 2
El circulo de alimentos de Costa Rica

FIGURA 3
La olla de la alimentacion familiar de Guatemala

Ni las recomendaciones nutricionales ni las guias dietéti-
cas basadas en alimentos resultan ser autosuficientes para pro-
porcionar lincamientos apropiados cuando se trata de aconse-
jar al pablico qué, cuando y cuanto comer. En realidad, debe
darse un proceso fluido dentro de un marco de referencia téc-
nico armonico que resulte en recomendaciones nutricionales
que se traduzcan a su vez, en las guias alimentarias y poste-
riormente se trasladen arepresentaciones graficas. Un proce-
so mas arménico requiere de la integraciéon de los conceptos
anteriores dentro de un enfoque culturalmente significativo.

La armonizacién interna: Cumplimiento simultaneo con
las guias basadas en alimentos y las recomendaciones ba-
sadas en nutrimentos

Claramente, las autoridades académicas y técnicas tienen
dos intereses que servir. Uno es el interés tradicional de defi-
nir los intervalos seguros de ingestas de nutrimentos seguros
gue garanticen un estado nutricional adecuado. EIl otro, es el
interés emergente de establecer (o preservar) un patrén de se-

leccion de alimentos que minimice el riesgo de enfermeda-
des cronicas y que promueva la longevidad y el rendimiento
fisico y cognitivo a lo largo de la vida. ;Pueden las distribu-
ciones recomendadas en los esquemas de grupos de alimen-
tos (iconos) proporcionar todo lo necesario para una adecua-
da ingesta de vitaminas y nutrimentos inorganicos? La armo-
nizacién interna de las guias basadas en alimentos y las reco-
mendaciones basadas en nutrimentos surge muy por encima
de ambos procesos para las naciones mesoamericanas.

CONCLUSIONES

Los nuevos esquemas de pensamiento con respecto a la
producciéon de recomendaciones para la ingesta de nutrimentos
han avanzado més rapidamente en Estados Unidos y en Ca-
nada yen laconsulta de expertos convocada por las Naciones
Unidas que en la regién de Mesoamérica.

Las recomendaciones que se usan en Centroamérica an-
teceden los estdndares actuales representados en los DRI (IDR)
(9-12) y las recomendaciones de FAO/OMS (6). Por otra par-
te, México recién emiti6 sus nuevas recomendaciones, por lo
que la ocasion es oportuna para reflexionar y actuar. Se hace
aqui un llamado para la “armonizacién” de las recomenda-
ciones basadas en nutrimentos. La armonia involucra “acor-
des”; el término “unisono” involucra una melodia comun.
Creemos que es posible introducir una armonia a la regién
mesoamericana con ella misma y con el resto del mundo sin
que necesariamente las recomendaciones presenten los valo-
res numéricos exactos en concordancia con laregion entera o
con el mundo. Existen razones legitimas de indole biolégica
y antropoldgica basadas tanto en las poblaciones humanas
como en el medio ambiente en Mesoamérica que condicio-
nan demandas de nutrimentos distintas, retenciones diferen-
ciales de dichos nutrimentos e interacciones entre nutrimentos
distintas (22-24, 29-33).

El &rea en la cual la armonizaciéon y el acoplamiento mu-
tuo claramente se requieren es aquella entre las guias basadas
en nutrimentos y aquellas basadas en los patrones alimentarios
y los lincamientos para el consumo. Los paises en transicion
0 en desarrollo de la regién han empezado a madurar para la
transicion epidemiol6gica hacia las enfermedades crénicas
(31). La existencia de emblemas ¢ iconos de guias alimentarias
a lo largo de la region mesoamericana es testimonio de que
las naciones estdn avanzando en la manera de propugnar un
patron alimentario que proteja la salud general en el largo
plazo. Dichas dietas deben, al mismo tiempo, proporcionar
los nutrimentos necesarios para proveer una nutricion ade-
cuada en los consumidores.

Seria imprudente que la comunidad de expertos en nutri-
cion de las naciones mesoamericanas adoptara en su totali-
dad las recomendaciones de los grupos internacionales de
expertos; sin embargo, tampoco puede darse el lujo de igno-
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rarlas por completo y de producir su propio proceso regional,
partiendo de cero. La comunicacién permanente y el didlogo
son las mejores instancias que pueden adoptarse en nuestras
regiones. Es necesario que hablemos entre nosotros y con los
autores y expertos que trabajan en ¢l tdpico comiin de las re-
comendaciones nutricionales y de las guias alimentarias en
otras regiones. La urgencia no estd en renovar rdpidamente
un perfil de recomendacién que cubra todos los componentes
esenciales y benéficos de la dieta mesoamericana, sino en re-
conocer que el proceso de revisién debe ser continuo y per-
manente por naturaleza y que debemos permanecer
proactivamente interesados y comprometidos en poner los
conocimientos més novedosos y certeros en ¢l campo de las
précticas alimentarias a disposicién y en beneficio de las po-
blaciones de las repiiblicas de México y América Central.
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RESUMEN. El fomento de la lactancia materna ha sido una priori-
dad del Ministerio de Salud en la dltima década. El objetivo del estu-
dio fue evaluar la tendencia de la lactancia materna en menores de
18 meses, controlados en el sistema piblico de salud, segiin los re-
sultados de cuatro encuestas nacionales. Por una entrevista
estructurada se explor6 cada 3 afios 1a alimentacién del dia anterior
(pecho, agua, jugos, férmulas, alimentos sélidos) y la participacién
materna en trabajos fuera del hogar, en una muestra aleatoria de ~ 10
mil nifios en los 28 servicios de salud del pais. Se determind la pre-
valencia de lactancia materna exclusiva, predominante (pecho, agua
0 jugo), complementada (pecho més sélidos) u otras formas de ali-
mentacién por mes de edad y los cambios en el periodo estudiado.
Entre 1993 y 2002 la lactancia exclusiva al sexto mes aument6 de
16,0 a 43,1% (p < 0,001) y la predominante de 254 a 57,4%
(p<0,001). En el mismo periodo aumenté la lactancia complementa-
daalos 12 meses de 10,7 a21,3% (p < 0,001) y 1a lactancia parcial
o complementada en nifios de 12 a 18 meses de 24,1 a 46,7%. El
trabajo materno fuera del hogar se asocié inversamente con la preva-
lencia de lactancia exclusiva y complementada durante el primer afio
(p<0,001). Se concluye que ha habido un aumento significativo de
la lactancia materna en el periodo analizado. El negativo efecto del
trabajo materno sobre la lactancia sugiere explorar formas més efec-
tivas de apoyo social a las madres trabajadoras.

Palabras clave: Lactancia materna exclusiva, lactancia materna com-
plementada, prevalencia, tendencia, Chile.

INTRODUCCION

Numerosas son las ventajas descritas en relacién a la
lactancia materna tanto para el nifio como para la madre, fa-
milia, el medio ambiente y la sociedad en su conjunto.
Considerando todos estos aspectos, la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), recomienda como alimentacién ideal la
lactancia materna en forma exclusiva durante los primeros
seis meses de vida y complementada con alimentos sélidos a
partir de esta edad y durante los dos primeros afios de vida (1-
3).

Chile ha firmado una serie de convenios internacionales
que privilegian el desarrollo de actividades para mejorar la
salud infantil, entre ellas, la Declaracién de Innocenti, en 1990,

SUMMARY. Efficacy of a national program te promote breast
feeding: Chile 1993-2002. Promotion of breast feeding is a priority
in Chilean health’s policies. The aim of the study was to evaluate the
tendency of breastfeeding (exclusive, continued, partial), in children
less than 18 months old, controlled in the Chilean public health sys-
tem, based in four national surveys. Through a 24 h food intake
recall (breastfeeding, water, juice, infant formula, solids) food pat-
terns were explored every 3 years, as well as maternal participation
in jobs located away from home. The sample consisted of ~ 10 thou-
sand children, less than 18 months old of the 28 health services
throughout the country. The prevalence of children with exclusive
breastfeeding, predominant (breastfeeding, water or juice), comple-
mented (breastfeeding plus solids) or any other way of feeding for
each month of age in each survey, and changes in period studied,
was determined. Between 1993 and 2002, exclusive breastfeeding
for 6 months increased from 16 to 43.1% (p<0.001) and predomi-
nant breastfeeding from 25.4 to 57.4%. At the same time, comple-
mented breastfeeding at 12 months increased from 10.7 to 21.3%,
and partial or complemented breastfeeding in 12 to 18 month old
children went from 24.1 to 46.7%. Maternal work located away from
home was inversely associated with the prevalence of exclusive and
complemented breastfeeding during the first year (p<0.001). There
has been a significant increase of maternal breastfeeding in the pe-
riod analyzed. The negative effects of maternal labor on breastfeeding
suggests to explore more effective forms of social support to the
working mother.

Key words: Exclusive breastfeeding, complemented breastfeeding,
prevalence, tendency, Chile.

para la promocién y apoyo de la lactancia materna (4). Las
“Metas y lineas de accién en favor de la infancia” que se
elaboraron en 1992 proponian lograr a fines del decenio un
80% de lactancia exclusiva a los cuatro meses de vida del
nifio y un 35% de lactancia complementada al afio de edad
5.

En Chile a fines de la década del 70 el porcentaje de nifios
con lactancia exclusiva al sexto mes de vida no superaba el
5%, cifras que mejoraron significativamente entre 1979 y 1982
con larealizacién de una campaiia impulsada por el Ministerio
de Salud (MINSAL) (6). Una vez concluida la campaiia, l1as
cifras de lactancia materna declinaron nuevamente en forma
importante, demostrando la necesidad de desarrollar
actividades que se mantuvieran en el tiempo. -
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EFECTIVIDAD DE UN PROGRAMA NACIONAL DE FOMENTO DE LA LACTANCIA

A partir de los afios 90 Chile ha realizado una serie de
esfuerzos en relacion al fomento de la lactancia materna. En-
tre ellas destaca, la reorganizacién de la Comisién Nacional
de Lactancia Materna, la adopcion de la iniciativa de
“Hospitales amigos de la madre y del nifio”, la elaboraci6n de
un Manual de Lactancia Materna, material educativo impreso
y filmado, una mayor preocupacién por la aplicacién del
Cédigo Internacional de Comercializaci6én de los Sucedéneos
de la leche materna, la modificacién de las normas de
alimentacién infantil en atenci6n primaria, el fortalecimiento
de los programas de estudio de pregrado y post grado de los
profesionales de la salud y la capacitacién de los equipos de
salud con conceptos actualizados sobre lactancia materna (7-
15). Se adaptaron los 10 pasos para Consultorios y Jardines
Infantiles, credndose modelos para su evaluacién y
acreditacién, siguiendo las pautas internacionales establecidas
para los hospitales.

Para determinar la situacién inicial respecto a lactancia
materna y monitorear su evolucién con las futuras
intervenciones, el Ministerio de Salud planificé y realiz6 una
primera encuesta nacional el afio 1993. La informacién se
obtuvo de una muestra representativa de casi 10 mil nifios
controlados en los consultorios de atencién primaria de los
26 servicios de salud que existian en el pais. Esta encuesta
mostré una prevalencia de lactancia materna exclusiva de 54
y 16% al tercer y sexto mes de edad respectivamente y un 10
% con lactancia complementada a los 12 meses (16).La misma
metodologia se utiliz6 en las encuestas nacionales que se
repitieron los afios 1996 (17), 2000 y 2002, datos que permiten
analizar las tendencias en la alimentacién que reciben los nifios
controlados en el sector piiblico de salud, lo que constituye el
objetivo de esta publicacién.

MATERIAL Y METODOS

En 1993 se disefi6 un estudio de prevalencia considerando
como universo a los nifios menores de 18 meses controlados
en los establecimientos urbanos del nivel primario de atencién
de los 26 servicios de salud existentes a la fecha en el pais. El
sistema ptiblico de salud controla aproximadamente al 65%
de la poblacién nacional, que mayoritariamente corresponde
a familias de nivel socio econémico medio bajo y bajo

(primeros tres quintiles de ingreso). La escolaridad promedio

de las madres es de 8 a 9 afios, aunque como muchos otros
indicadores sociales existen diferencias entre los servicios de
salud.

La estimacién del tamafio de muestra se realizé
considerando 25% de lactancia exclusiva a los seis meses, nivel
de confianza 95%, error de estimacién 2,5% en cada grupo de

edad, no respuesta o respuesta incompleta 10% y efecto de .

disefio de 1,5. Se defini6 de esta forma un tamafio muestral de
9.912 nifios (18). Ese afio existian en el sistema piblico de
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salud alrededor de 300 consultorios urbanos, de los cuales
fueron seleccionados aleatoriamente el 25% (2 a 4 en cada
servicio de salud). El tamafio de muestra para cada centro de
salud se establecié en forma proporcional a la poblacién bajo
control. La encuesta fue aplicada por profesionales del mismo
establecimiento (Enfermeras, Nutricionistas), quienes
recibieron una instruccién personal y por escrito sobre los
criterios de seleccién de la muestra y la forma de recoger la
informaci6n. La encuesta fue aplicada a todos los nifios
menores de 19 meses que asistieron a control de salud, por
vacunacién o por morbilidad en un periodo determinado hasta
completar el tamafio de muestra establecido.

La informacién alimentaria fue obtenida directamente de
la madre o cuidadora del nifio a través de una encuesta de
recordatorio del dfa anterior previamente validada (16). Se
exploré el consumo el dia anterior de los siguientes alimentos:
leche materna, f6rmulas licteas, agua, jugos u-otros liquidos,
papillas o alimentos sélidos. Para cada variable se definieron
s6lo dos opciones (consume, no consume) sin considerar el
volumen recibido. De acuerdo al tipo de alimentaci6n recibida
se establecieron las siguientes categorias:

- Lactancia materna exclusiva: consumo exclusivo de leche
materna; no se considera el agregado de ningiin otro
liquido o sélido, salvo vitaminas, minerales (gotas o
jarabes) o medicamentos;

- Lactancia materna predominante: leche materna como
fuente de alimentacién, mds liquidos como jugo o agua;

- Lactancia materna complementada: leche materna mas
alimentos no lacteos (s6lidos o semi s6lidos);

- Lactancia parcial: leche materna mis férmulas lacteas
en cualquier proporcién o lactancia materna mas férmula
mis sélidos; '

- Férmula exclusiva.

- Férmula mis s6lidos

En 1996 (17), 2000 y 2002 se repitieron las encuestas
utilizando los mismos criterios anteriores, amplidndose la
muestra a los 28 Servicios de Salud actualmente existentes y
considerando ademds una muestra de consultorios rurales
proporcional a la poblacién atendida en estos centros de salud
(aproximadamente 18% en el dmbito nacional). Se incluy6
ademds una pregunta sobre trabajo materno fuera del hogar,
para determinar la importancia de esta variable en las practicas
de lactancia. '

Para el procesamiento de cada encuesta se utilizaron
planillas electrénicas, las que fueron analizadas con el
programa STATA 6.0 (19). Posteriormente se cre6 una base
de datos con el total de registros existentes. Para el andlisis
estadistico se usé prueba de x? y andlisis de varianza
considerdndose diferencias significativas con un valor de p <
0,05.
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RESULTADOS

La muestra estudiada en cada uno de los periodos, se
muestra en la Tabla 1. En cada encuesta se incluyeron alrededor
de 10.000 nifios, cifra superior al 95% de la muestra
previamente planificada, con una mayor proporcién de
menores de 6 meses, que representan cerca del 50% del total.

TABLA 1

Distribucién de la muestra por afio y grupo de edad
Edad
meses 1993 1996 2000 2002
0-2 2346 3061 3013 2956
3-5 1942 2195 2311 2367
6-8 1627 1707 1650 1771
9-11 1384 1183 1323 1087
12-14 884 1153 1279 1084
15-18 1138 1158 . 1020 991
Total 9321 10457 10596 10256

La prevalencia de lactancia materna exclusiva y
predominante el primer semestre de vida se presenta en la Tabla
2. Cerca del 80% de los nifios recibe pecho exclusivo el primer
mes de vida, proporcién que no se ha modificado mayormente
durante estos 10 aiios. El afio 93 el porcentaje de nifios con
lactancia exclusiva declinaba en forma importante alcanzando
s6lo a 16% al 6° mes de vida. En las encuestas posteriores esta
proporcién ha aumentado en forma significativa, especialmente
durante el segundo trimestre, alcanzdndose el afio 2002 una
prevalencia al 6° mes de 43,1%, cifra 2,6 veces mayor que el
93 (p < 0,001). Esta tendencia positiva se ha estabilizado y
mostrado algunos retrocesos entre €l 2000 y 2002. Un anilisis
similar pero incluyendo ademds a los nifios que reciben
lactancia predominante (pecho materno y agua o jugos)
muestra la misma tendencia anterior, pero con cifras 10 a 15%
superiores, que corresponde a la proporcién de madres que
reconocen darle agua o jugo al nifio, ademds del pecho. Es
importante destacar que el 57% de los nifios recibe una
lactancia predominante al 6° mes de vida, proporcién muy
superior a la observada en la mayoria de los paises de
Latinoame€rica. ' '

La lactancia materna adecuadamente complementada
(adici6n de alimentos semi s6lidos o s6lidos a partir de los 6
meses) también ha tenido una evolucién positiva (Tabla 3),
aumentado cerca de 10% entre 1993 y 2002. A diferencia de
la lactancia exclusiva se ha mantenido una leve mejoria, en
cada uno de los periodos estudiados (p < 0,001).
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TABLA?2
Prevalencia de lactancia materna exclusiva y predominante
en menores de 6 meses 1993-2002

Lactancia Materna F7xclusiva LME + Lactancia
Edad 3 predominante '
dias 1993 1996 2000 2002 1993 1996 2000 2002
% % % % % % % %

0-29 788 78,5 838 830* 86,7 872 89.7 899*
30-59 676 66,4 73,7 743* 77,0 76,2 81,8 839*
60-89 54,0 574 674 654* 66,7 72,0 77,7 754*
90-119 464 450 600 550* 594 61,9 692 663 *
120-149 31,0 41,0 510 50,6* 432 575 62,7 65,1*
150-179 16,0 30,4 395 43,1* 254 453 51,7 574+*
Total 50,7 56,0 644 63,2* 61,6 69,1 73,8 742*

! LME = Lactancia Materna Exclusiva; Lactancia predominante: lactancia
materna como Unico alimento mds agua o jugo.
*p < 0,002

TABLA3
Prevalencia de lactancia materna complementada en nifios
de 6 a 11 meses 1993- 2002

Edad
Meses 1993 1996 2000 2002 p

% % % %
6,026,9*% 31,6 39,2 42,4 42,9 < 0,001
7.0a79 27,1 314 30,3 344 N.S.
8,0a89 23,5 30,2 28,8 31,1 <0,05
90299 19,5 21,2 24,5 25,9 N.S.
1002109 14,0 20,4 204 24,2 < 0,005
11,0a11,9 10,7 11,9 16,3 21,3 < 0,001
Total 22,5 28,6 29,7 329 < 0,001

* A los 6 meses se incluye también lactancia materna exclusiva.

La prevalencia de lactancia, en cualquiera de sus formas,
se presentaen la Tabla4. Mas del 95% de las madres alimenta
con pecho a sus hijos el primer trimestre de vida, proporcién
que va.declinando, pero que alcanza casi al 50% a los 18
meses de edad. Nuevamente la tendencia ha sido ascendente,
con un incremento de aproximadamente 12% entre los 6 y 8
meses y superior al 20% en edades posteriores (p < 0,001).

El trabajo materno fuera del hogar es un factor
determinante en la duracién de la lactancia materna exclusiva.
El andlisis conjunto de las dltimas 3 encuestas muestra que la
prevalencia de lactancia exclusiva al 5° y 6° mes es la mitad
en este grupo con relacién a las mujeres que permanecen en
sus hogares (Tabla 5). Algo similar ocurre con la lactancia
materna complementada, con casi 20% puntos de diferencia
porcentual entre ambos grupos (p < 0,001).
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TABLA4
Prevalencia de lactancia materna segtin grupo de edad
1993-2002 *
Edad
meses 1993 1996 2000 2002 P
% % % %

0,0a29 93,1 96,3 96,6 96,5 <0,001
3,0a59 73,0 82,0 84,9 87,1 <0,001.
6,0a8,9 57,0 65,4 66,8 69,0 <0,001
9,0a11,9 416 55,6 59,9 64,0 < 0,001
12,0180 24,1 40,5 46,0 46,7 < 0,001
Total 61,6 72,5 75.3 77,0 < 0,001

* Incluye todas las formas de lactancia: lactancia exclusiva,
predominante, complementada y lactancia parcial (agregado de
férmulas lacteas).

TABLAS
Lactancia materna exclusiva y complementada segin tipo
de trabajo materno, 1996-2002

Lactancia Trabajo materno fuera Trabajo maternodentro p

mes del hogar del hogar
% %

Exclusiva

Cuarto 37,7 57,7 < 0,001

Quinto 259 53,0 < 0,001

Sexto 17,3 425 < 0,001

Complementada

Octavo 16,1 36,2 < 0,001

Noveno 13,3 34,2 < 0,001
" Duodécimo 9,7 18,4 < 0,001

DISCUSION

Un tema importante a resolver en este estudio es la
confiabilidad de la informacién. (Es suficiente una encuesta
de recordatorio del dfa anterior para definir la alimentacién
habitual? ;Existe la posibilidad de que las respuestas estén
sesgadas o se modifiquen porque es el propio personal de salud
el que realiza la encuesta? No es féicil responder a estas
preguntas pero en nuestra opinién la encuesta entrega una
informaci6n razonablemente satisfactoria segiin los resultados
de un estudio previo (20). En una muestra de 519 nifios
comparamos las respuestas de una encuesta de recordatorio
del dfa anterior con el registro de la ficha clinica obtenido con
una diferencia inferior a 7 dias. Los resultados demostraron
una concordancia de 93,4% para lactancia materna exclusiva
y un poco menor para otras alternativas de alimentacién.
Aungque el estudio fue realizado en un solo Servicio de Salud
sus resultados nos permiten aceptar con mayor seguridad los
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datos de las encuestas nacionales.

Por otra parte, asumiendo que hubiera algiin margen de
error en la informacién obtenida en las encuestas, no existen
argumentos para pensar que la magnitud o la direccién del
error se haya modificado, considerando que se us6 la mismo
metodologia. De este modo los datos nos permiten analizar
tendencias, atin cuando hubiera algunas diferencias con la
prevalencia “real” de lactancia existente.

Numerosos estudios han demostrado fuera de toda
discusi6én las bondades de una educacién cara a cara para
fomentar la duracién de la lactancia materna exclusiva (21-
25). En una revisién de 19 estudios realizados en la década de
los 90-en los 5 continentes, se encontré un efecto positivo en
18 de ellos, con una diferencia en la prevalencia de lactancia
exclusiva a los 5-6 meses 30 a 40 puntos porcentuales supe-
rior en el grupo intervenido con relacién al grupo control
(25). La revisién, que incluyé 4 estudios chilenos (11-14),
concluye que existe una dosis respuesta con relaci6n al nimero
de actividades educativas realizadas y que se obtiene un mejor
resultado cuando se realizan actividades educativas tanto en
el hospital como en la comunidad. Aunque los resultados son
muy consistentes, la principal critica a esta revision es el
tamafio de muestra de cada estudio, que en varios es inferior a
100 casos y en casi todos inferior a 500. Una nueva
interrogante es si se pueden lograr los mismos resultados a
escala regional o nacional.

La experiencia chilena demostraria que si es posible lograr
resultados positivos en el 4mbito nacional. Durante el periodo
estudiado aument6 1a lactancia exclusiva en 27 puntos
porcentuales al 6° mes y en una cifra algo superior la lactancia
predominante. También aumenté en 10 y 22 puntos la
proporcién de mujeres con lactancia complementada al afio
de edad y con lactancia a los 18 meses, respectivamente.
Numerosos hechos pueden haber contribuido a estos buenos
resultados, entre los cuales se puede destacar la iniciativa

~ Hospitales Amigos de 1a Madre y del Nifio, capacitaciones al
- equipo de salud a nivel nacional, revisién y adecuacién de las

normas ministeriales de alimentacién del nifio menor de 2
afios, mayor énfasis sobre la lactancia materna en la formacién
de los profesionales de la salud y el monitoreo del c6digo de
comercializacién de los suceddneos de la leche materna.
;Es posible replicar esta exitosa experiencia en otros
paises?, ;Cual ha sido el factor diferencial, considerando que
muchos paises han usado una estrategia similar? Nuevamente
es dificil entregar una respuesta, pero es probable que parte
del éxito puede ser atribuido a la alta cobertura y concentracién
de actividades en atencién primaria que ha logrado el pais. El
sistema nacional de Servicios de Salud cubre a més del 95%
de las persc;nas de los tres primeros quintiles de ingreso, con
controles prenatales precoces y con 99,5% de atencién
profesional del parto. Pricticamente todos los recién nacidos
se controlan antes de los 10 dias y existen controles de salud
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frecuentes durante el primer semestre de vida, donde se
enfatiza en forma especial la alimentaci6n y la promoci6n de
la lactancia materna. Existen normas ministeriales que se
conocen, se discuten y se aplican con criterio profesional. Se
han realizado estas cuatro encuestas nacionales de lactancia
materna orientadas a determinar la linea base y/o establecer si
se avanza en la direccién correcta. Es probable que sin este
conjunto de elementos sea muy dificil replicar los resultados.
La importancia de un sistema de salud con estas caracteristicas
se ve reforzada por el andlisis de los datos de lactancia en
forma desagregada, que no muestra grandes vatiaciones entre
los servicios de salud, asi como indicadores de salud materno
infantil.

Es importante destacar que las encuestas se han realizado
exclusivamente en la poblacién que se atiende en el sistema
pitblico de salud. Una gran interrogante es conocer la situacién
del 35% restante, que se controla en el sistema privado de
salud. Nuestra impresi6n es que también ha habido un
importante aumento de la lactancia en este grupo, aunque no
estd documentada. Una encuesta similar en una muestra de
profesionales que atienden en el sistema privado podria dar la
respuesta.

Los datos muestran que el trabajo de la madre fuera del
hogar fue un factor determinante en la duraci6n de la lactancia
exclusiva y complementada. Cualquier futuro progreso debiera
pasar por una respuesta mas adecuada para el 25-30% de las
mujeres chilenas que estdn en esa condici6n. Varias propuestas
se han realizado en los tltimos afios para modificar la
legislacién vigente, que limita el descanso post natal a 84 dias.
Aiin cuando existe la obligacién de disponer salas cunas para
las madre que trabajan o darle facilidades para alimentar ai
pecho a su hijo, estas medidas no serian suficientes. La
ampliacién del descanso post natal es probablemente una
medida costo-efectiva para incentivar la lactancia exclusiva,
mejorar el crecimiento y desarrollo infantil y reducir la

- morbilidad en esta etapa de alta vulnerabilidad.

Finalmente es importante sefialar que en los dos dltimos
afios se han estabilizado algunos de los indicadores estudiados
e incluso ha habido pequefios retrocesos. Este hecho es
preocupante, considerando el nuevo perfil epidemiolégico de
los nifios en Chile que se caracteriza por cifras importantes de
sobrepeso, obesidad y otras enfermedades crénicas y las
evidencias cientificas relacionadas con el efecto protector y
preventivo de la lactancia materna (26-30). Ello reafirma la
importancia de mantener activa la estrategia desarrollada en
forma tan exitosa, especialmente, la capacitacién permanente
del personal de salud, el control de salud y el monitoreo de las
estrategias de comercializacién de los alimentos sucedaneos,
ya que diversas experiencias demuestran que se pueden perder
los logros alcanzados cuando se concluye una intervencién y
no se implementan medidas para asegurar su sostenibilidad
(6,12,21).
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El té verde ;una buena eleccion para la prevencion
de enfermedades cardiovasculares?
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RESUMEN. El té (Camellia sinensis) ha sido usado durante siglos
como bebida medicinal y es consumido por cerca de dos tercios de
la poblacién mundial diariamente. Es originario del sur de China y
es cultivado extensamente en Asia y en los paises de Africa central.
Los tres principales tipos de son: negro, oolong y verde. El té verde
es una bebida no fermentada y su consumo es habitual en los paises
asidticos. Este tltimo se produce a partir de las hojas frescas de la
planta Camellia sinensis y en ellas existe: agua, proteinas, hidratos
de carbono, minerales, vitaminas y polifenoles del tipo flavonoides.
Los principales flavonoides en el té verde son las catequinas, las
cuales constituyen cerca de un tercio de su peso seco total. La
catequina mas abundante es la galato de epigalocatequina (>50%).
En los tltimos afios ha crecido el interés en el té verde y sus catequi-
zas y su papel en la disminucién de los factores de riesgo de las
enfermedades cardiovasculares (ECV). El objetivo de este trabajo es
revisar numerosos estudios acerca del té y su relacién con diferentes
factores de riesgo de ECV. De algunos de ellos puede resumirse que
el té verde y sus catequinas (i) tienen efecto reductor del peso cor-
poral, posiblemente a través de su interferencia sobre el sistema
adrenosimpético y de enzimas que intervienen en la sintesis de 4ci-
dos grasos, (ii) presentan actividad antioxidante con incrementos de
la fase de latencia en la oxidacién de las LDL, (iii) reducen la absor-
cién del colesterol y sus niveles plasméticos, (iv) interfieren la ex-
presién de moléculas de adhesién celular, (v) tienen actividad
antitrombética al inhibir 1a agregacién plaquetaria y (vi) disminuyen
la presion arterial sistélica y diastélica. Aunque estos efectos positi-
VOs sugieren que un consumo superior a 7 tazas de té verde al dia
(3,5 g de catequinas diarias) es una buena eleccién para prevenir las
ECV, son afin necesarios més estudios que profundicen en los meca-
nismos de accién del té verde y sus catequinas en el ser humano,
para asi poder recomendar su uso en la prevencién y tratamiento de
las ECV en la poblacién en general o sdlo en individuos “diana”.
Palabras clave: Agregacién plaquetaria, aterosclerosis, catequinas,
enfermedad cardiovascular, lesién endotelial, lipoproteinas,
peroxidacién, té verde.

Abreviaturas: ACAT: acil CoA colesterol acil transferasa; AGP: 4cidos grasos
poliinsaturados; Apo: Apoliprotefna; C: (+)-catequina; CETP: proteina
transferidora de ésteres de colesterol; CG: (+)-galato de catequina; DAG:
diacilglicerol; EC: (-)-epicatequina; ECG: (-)-galato de epicatequina; EGC:
(-)-epigalocatequina; EGCG: (-)-galato de epigalocatequina; F: inositol
trifosfato; GC: (+)-galocatequina; GCG: (+)-galato de galocatequina; HDL-
colesterol: colesterol transportado por las lipoproteinas de alta densidad;

SUMMARY. The green tea, a good choice for cardiovascular dis-
ease prevention? Tea (Camellia sinensis) has been used for centu-
ries as a medical drink. Around two-thirds of the world’s population
drink tea. It is originated from southern China and entensive culti-
vated in Asia and in central African countries. Tea can be grouped
into three main types, black, oolong, and green tea. Green tea is not
fermented and is a major beverage consumed in Asian countries.
Green tea is produced from freshly harvest leaves of the tea plant
and they contain water, proteins, carbohydrates, minerals, vitamins
and polyphenols of the flavonoid type. The major flavonoids in green
tea are catechins which constitute about one third of its total dry
weight. The major catechin present is epigallocatechin gallate (>50%).
New data have increased the interest in green tea or its catechins and
its role in treatment of cardiovascular disease (CHD) risk factors.
The aim of the present paper is to review some studies that have
found a relationship between green tea and CHD risk factors. From
some of them it can be summarized that of green tea and its cat-
echins consumptions (i) decrease body weight by interfering within
the sympathoadrenal system and fatty acid synthesis, (ii) decrease
cholesterol absorption and plasma levels, (iii) have strong free radi-
cal-scavenging activity inhibiting LDL. oxidation, (iv) reduce the
adhesion molecule expression, (v) have antitrombotic activities by
inhibiting platelet aggregation and (vi) decrease systolic and dias-
tolic blood pressures. The positive effects found suggest that a daily
intake of 7 cups of green tea (3.5 g catechins) is a good choose for
CHD prevention; however, it is still necessary more studies to check
the action of the green tea and its catechins in humans in order to
recommended its use in the general population or only in target sub-
jects.

Key words: Atherosclerosis, catechins, cardiovascular diseases, en-
dothelial lesion, green tea, lipoproteins, platelet aggregation,
peroxidation.

HUVECs: células endoteliales de cord6n umbilical humano; F: flavanoles;
IFABP: protefna ligante intestinal de 4cidos grasos; 1P.: inositol trifosfato;
LCAT: transferasa de grupos acilos desde la lecitina al colesterol; LDL:
lipoproteinas de baja densidady PCC: protein quinasa C; PG: prostaglandina;
PIP,: fosfatidil inositol difosfato; TF: teaflavinas; TF,A: 3-galato de
teaflavina; TF,B: 3"-galato de teaflavina; TF;: 3,3 -digalato de teaflavina;
TR: tearubiginas; Tx: tromboxano-
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INTRODUCCION

El té es una de las bebidas m4s antiguas del mundo y sus
extractos son uno de los agentes medicinales usados desde
tiempos ancestrales (1). Después del agua es la bebida de
preferencia y actualmente dos tercios de la poblacién mundial
lo ingieren (2-6). Durante siglos, tanto el t€ verde como el
negro, constituyeron las bebidas seguras y de preferencia en
los paises asiaticos. Sin embargo, no fue hasta el siglo XVI
cuando se populariz6 en occidente, gracias a los exploradores
y comerciantes europeos. Entonces era comercialmente muy
caro y Rusia adquiri6 una gran importancia en “laruta” del té
(7). En China, se lleva consumiendo desde hace casi 3000
afios, siendo este pais su principal productor. Es ampliamente
cultivado en el sur de Asia, incluyendo China, India, Japén,
Taiwan, Sri Lanka e Indonesia (1). En Jap6n su consumo
comenz6 gracias a ser introducido por unos monjes budistas
en el afio 800 d.c. En la era Kamakura (1191-1333) los monjes
describieron los efectos beneficiosos del té en su libro
“Manteniendo la salud bebiendo té€”. De este pasaje podemos
deducir que el té verde ha sido valorado como potente
medicaci6n desde tiempos remotos (1,8).

El t€ verde es consumido mayoritariamente en 10s paises
asidticos, donde su significado va més alld del de una simple
bebida, siendo sinénimo de bienestar, armonia, belleza,
serenidad y su consumo se convierte en un ritual de gran
importancia social y cultural. Por su parte, el t€ negro, es mis
consumido en los paises occidentales (9) en donde su consumo,
en términos generales, también tiene connotaciones de
importancia socio- cultural.

Descripcién de la planta y origen geogrifico

El t€ pertenece a la familia Te4cea. Es un arbol pequefio
de hoja perenne que puede llegar a medir 5-10 m de alto en
estado salvaje, aunque cuando se cultiva no suele sobrepasar
los dos metros de altura. Sus hojas son de color verde oscuro,
se disponen alternas y miden generalmente entre 5-10 cm de
largo por 2-4 cm de ancho. Son pequeiias, dentadas en sus
dos terceras partes superiores y se disponen aisladamente o
en grupos de 2 6 3. El fruto es una pequefia cipsula redondeada,
en cuyo interior se localizan las semillas (10).

Aunque originario del sudeste asidtico, desde la India y
Sri Lanka hasta China o Japén, el té crece de manera extensa
en las regiones tropicales y subtropicales. Para que el
crecimiento del té sea 6ptimo, requiere suelos bien drenados,
ricos en materia organica y con un pH ligeramente 4cido. Las
condiciones ideales de cultivo son clima himedo, temperatura
que oscile entre 14-27 °C, irradiacién solar de un minimo de
S horas diarias, humedad del aire entre 70-90% y lluvias
abundantes y regulares durante todo el afio. La recoleccién
tiene lugar cuando la planta alcanza los 3 afios de edad (11).
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Tipos principales de té
Segiin el C6digo Alimentario Argentino, por té

genéricamente se entiende exclusivamente el producto
obtenido por el procesamiento conveniente de las yemas, hojas
jévenes, peciolos y tallos tiernos de la especie Camellia
sinensis (12). El Real Decreto 13547/ 1983 (Espafia) define
al t€ como las hojas jévenes y las yemas sanas y limpias de
distintas especies del género boténico Thea en buen estado de
conservacién, convenientemente preparadas para el consumo
humano, y poseyendo el aroma y gusto caracteristicos de su
variedad y zona de produccion.

Existen cuatro tipos principales de té, pero a ellos hay que
sumar las multiples variedades existentes dentro de cada
categoria que suman més de 30 tés en todo el mundo (2):

- Téblanco: Se produce a escala muy limitada lo que explica
el elevado precio que alcanza. China y Sri Lanka son los
principales exportadores.

- Té semifermentado o t€ Oolong: Se elabora principalmente
en China y en Taiwan.

- Téde fermentacién completa: El t€ negro pertenece a esta
categoria. Su manufactura incluye un paso de oxidacién
enzimitica en el cual la mayorfa de las catequinas
(polifenoles) se convierten en productos de condensacién
complejos (teaflavinas y tearubiginas) (13).

- Té no fermentado: El té verde es un ejemplo de este tipo
de té. Su elaboraci6n proviene de las hojas frescas, secas
y jovenes de la Camellia sinensis; a diferencia de los
anteriores, no se somete a proceso de oxidacién enzimatica
(4,13). El té verde es poco aromético, de sabor amargo y
la infusién obtenida es verdosa (7). También se le conoce
como Thea sinensis L (4).

- Tédescafeinado: es el té verde o negro o semifermentado,
desprovisto de la mayor parte de su cafeina.

- Extracto soluble de té: es el producto soluble en agua,
obtenido por total o parcial evaporacién de la infusién de té.

- Té aromatizado: son los tés definidos anteriormente, los
que por adiccién de sustancias aromdticas autorizadas,
plantas aromiticas o especias, se las comunica un aroma o
sabor caracteristicos.

Variedades y tipos de té verde
Existen numerosas variedades de té verde en China y Jap6n

(7). Las mas conocidas son:

- Lung Chen: Es la variedad mé4s famosa y tal término
significa “Pozo del Dragén”.

- Bancha: Se extrae del tallo de la planta del mismo nombre.

- Gunpowdwer: Se hierve con menta y azicar. Es agridulce.

- Sencha: Es de color amarillo y tiene sabor a verduras.

- Matcha: Se sirve en la ceremonia del t€ en Japén

- Gyokuro: Sabor a hierba cortada.

- PiLo Chun: Aroma a 4rboles frutales. Significa “caracol
verde”
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Fabricacion del té verde

La importancia que se le atribuye al té verde en cuanto a
sus propiedades saludables frente al resto de tés reside en su
proceso de fabricacién. Las hojas no fermentadas al sol
contienen mayor nimero de polifenoles, ya que las enzimas
que contribuyen a su oxidacién quedan inactivas (14).

El proceso es el siguiente (7): 1. Inmediatamente después
de recolectar las hojas se llevan a la fabrica. Se cuecen al va-
por o por accion del aire caliente para detener el proceso de
oxidaci6n de las enzimas. 2. Se enrollan las hojas sobre placas
o bandejas calientes para reducir el contenido de humedad. 3.
Se retuercen las hojas, para adaptar el contenido de agua. 4.
Se dejan secar y se envasan. Todos estos procesos no alteran
la composicién quimica del té verde.

Composicién quimica del té

A pesar de que tanto el té verde como el té negro se obtienen
a partir de las hojas de la especie Camellia sinensis, presentan
diferente composicion quimica debido a que, como ya se ha
explicado, se aplican diferentes procedimientos para su
obtencién (9). En la hoja fresca de 1a planta destaca la presencia
de agua, proteinas (15-20%), glicidos (35%), sales minerales,
vitaminas (4cido ascérbico y algunas del complejo B), bases
puricas (cafeina, teobromina y teofilina) y derivados

polifendlicos (flavonoides) (9) (Tabla 1).

TABLA 1
Composicién del t€ verde y negro (por 100 g).

Té verde Té negro

Hoja Infusién*  Hoja  Infusién*
Macronutrientes (g)
Proteinas 24 0,1 20,6 0,2
Lipidos 4,6 0 2,5 0
Aziicares 35,2 0,1 32,1 0,1
Fibra 10,6 0 10,9 0
Cenizas (g) 54 0,1 52 0,1
Minerales (mg)
Calcio 440 2 470 2
Fésforo 280 1 320 3
Hierro 20 0,1 17,4 0
Sodio 3 2 3 2
Potasio 2200 18 2000 16
Vitaminas
Vitamina A (UI) 13000 0 900 0
Tiamina (mg) 0,35 0 0,1 0
Riboflavina (mg) 1,4 0,03 0,8 0,01
Niacina (mg) 4 0,1 10 0,2
Vitamina C (mg) 250 4 0 0
Cafeina (mg) 2,3 0,02 2,7 0,05

Infusi6n preparada con 3 gramos de hojas en 100 mi de agua hirviendo
durante 2 minutos. Adaptado de Yamamoto et al (15)
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De los polifenoles totales, el 59,9% lo GE)nstituyen las
catequinas (9). Las catequinas estén formadas por 15 4tomos
de carbono y contiene dos niicleos fenélicos (anillos A y B)
que estén unidos por tres 4tomos de carbono que forman parte,
junto con un dtomo de oxigeno, del anillo C. Los carbonos 2
y 3 del anillo C son asimétricos y segtin la posicién espacial
de los sustituyentes del carbono 3, las catequinas pueden ser
enantiémeros (+) o (-) (15). Se han definido ocho catequinas
diferentes al extraer los polifenoles del té con etilacetato,
siendo las mayoritarias el (-)-galato de epigalocatequina
(EGCG) y (+)-galocatequina (GC), que representan el 51,8%
de las ocho catequinas. En menor cantidad se encuentran otras
catequinas (15,16) (Figura 1).

FIGURA 1
Estructura quimica de las catequinas del té

A: enantiémeros (+)

R1 R2 Catequina

H H catequina (C)

H galato galato de catequina (CG)

OH H galocatequina (GC)

OH galato galato de galocatequina (GCG)
B: enantiémeros (-)

R1 R2 Catequina

H H epicatequina (EC)

H galato galato de epicatequina (ECG)
OH H epigalocatequina (EGC)

OH galato galato de epigalocatequina (EGCG)

Segiin-el método empleado en la obtencién, la cantidad
de estos flavonoides es diferente. En la obtencién del té ne-
gro se dejan fermentar las hojas, lo que permite que el enzi-
ma polifenol -oxidasa oxide las catequinas de la hoja a
quinonas, que posteriormente condensan para formar
flavanoles (F), tearubiginas (TR) y teaflavinas (TF), que son
una mezcla de teaflavina 1 (TF)), 3-galato de teaflavina
(TF,A), 3’-galato de teaflavina (TF,B) y 3,3"-digalato de
teaflavina (TF,) (6). En el caso del té verde no se dejan fer-
mentar las hojas y el enzima polifenoloxidasa no actila, por
lo que las catequinas apenas sufren transformacién y son los
componentes mayoritarios de la hoja, representando el 6-16%
del peso seco de la misma (18,19) (Tabla 2). Si se considera
que las catequinas constituyen el 10% del peso seco de la
hoja del té y que para preparar una taza de infusién de té
verde se utilizan aproximadamente 4-5 g de hojas secas, una
taza de té contendrd aproximadamente 400-500 mg de
catequinas (21).
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TABLA?2
Concentracién (mg/100 g) de flavonoides en
los diferentes tipos de té

Té negro Té verde

(infusién)! (infusién)’
Catequina 1,4 2,85
Epicatequina 2,34 8,66
Galato de epicatequina 7,15 21,96
Epigalocatequina 9,23 16,72
Galato de epigalocatequina 10,31 88,32
Galocatequina 1,26 - Trazas
Teaflavinas 6,09 0,07
Tearubiginas 73,44 1,08

1. Los datos corresponden para cada flavonoide a la suma de los
enantiémeros (+) y (-)
Adaptado de Bhagwat et al (20)

Procesos que afectan a la concentracion de catequinas del
té verde

La composicién del té varfa segiin la especie, estacién del
afio, edad de las hojas, clima y précticas horticolas (22). Las
hojas manufacturadas jévenes contienen menos EGCG, (-)-
epigalocatequina (EGC), EC y CT que las més viejas, no ocu-
rriendo as{ con los niveles de cafefna, que son mayores en las
primeras (23). La temperatura es uno de los pardmetros mis
importantes que afectan a la estabilidad de las catequinas. En
la preparaci6n tradicional del té, en la que se deja enfriar el
agua previamente hervida, la disminucién en el contenido de
catequinas es muy pequefia. En algunos estudios se ha com-
probado que cuando una solucién de catequinas se deja repo-
sar durante 7 horas a temperatura ambiente no se producen
pérdidas importantes de las mismas. Sin embargo, cuando esta
misma solucién se deja durante 15 minutos a 98°C se produce
una pérdida del 10 al 15% (21).

Efectos fisioldgicos y terapéuticos del té verde

Via de administracién y biodisponibilidad de las
catequinas del té

Como se ha comentado, el té es muy rico en catequinas
(Tabla 2). En particular, los extractos de té verde contienen
elevadas cantidades de (-)-EGCG, que representa més del 50%
de las catequinas totales y es, ademds, la que mayor actividad
farmacolégica presenta (24). Se han asociado al consumo de
t€ diferentes efectos beneficiosos sobre la salud y en particu-
lar estos efectos se han atribuido a las principales catequinas
del té verde: EGCG, EC, EGC y (-)-galato de epicatequina
(ECG) (25,26).

Diferentes estudios han demostrado que los polifenoles,
tanto como si se toma infusién de té o extracto de catequinas,
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presentan efectos indirectos a nivel gastrointestinal y un efec-
to directo sobre diferentes tejidos, ya que se han encontrado
polifenoles en sangre, orina, saliva y heces tras su ingesta (27-
29). Al aumentar el consumo de té, se produce un aumento en
la excrecién de EC y EGCG, aunque esta relacién no es muy
neta (28).

La administracién oral de EGCG es menos eficaz que la
intraperitoneal (debido a que en el tracto gastrointestinal la
EGCG puede sufrir degradaciones, interacciones y a que la
absorcién es menos eficaz). Sin embargo, el consumo prolon-
gado de té verde o de extractos que contengan EGCG puede
imitar algunos de los efectos que aparecen en animales admi-
nistrados con EGCG intraperitonealmente (1).

Es interesante sefialar que al afiadir leche al té, préctica
muy habitual en ciertos pafses como el Reino Unido (20), se
induce una disminucién de la biodisponibilidad de los
polifenoles del té que provoca una disminucién de la activi-
dad de esta infusién in vivo, sin que se afecte su capacidad
antioxidante in vitro (2). Estos efectos s61o se observan cuan-
do la cantidad de leche afiadida es muy elevada (25%). Cuan-
do se afiade un 10-15% de leche, que es la cantidad que habi-
tualmente se utiliza, no se afecta en forma relevante la
biodisponibilidad de las catequinas del t ni sus efectos in
vivo (30,31). Existen dos hipétesis para explicar dicha
interacci6n. La primera de ellas es la formacién de complejos
resistentes a la hidrélisis géstrica entre los polifenoles del t€ y
las proteinas de la leche, lo que impide su absorci6n a nivel
gastrointestinal (32). La segunda hipétesis es que los
polifenoles son solubles a pH 4cido, al cual se encuentran en
forma no ionizada y se absorben con facilidad. La leche, al
producir un ligero aumento del pH géstrico, provoca una
ionizaci6n de los polifenoles e impide su absorcién (33).

Mecanismo de accion del té en el control de peso corporal

La obesidad es una enfermedad metabélica muy prevaler-
te en la sociedad occidental. Laresistencia a la insulina que se
produce en la mayoria de los pacientes obesos es clave pro-
moviendo un incremento del riesgo cardiovascular debido a
la produccién incrementada de lipoproteinas de baja densi-
dad (LDL) y de muy baja densidad (VLDL) (34,35). A su vez
en estos pacientes es frecuente la hipertensién ligada a la
hiperinsulinemia y el incremento de Ia trombogénesis (35).
Para conseguir una disminucién del peso corporal se puede
actuar en términos generales de dos posibles formas, bien re-
duciendo la ingesta energética, bien aumentando el gasto ener-
gético (34,36,37). El gasto energético lo constituyen la activi-
dad fisica, el gasto energético basal junto con la termogénesis
obligatoria y la termogénesis facultativa, en respuesta a deter-
minadas situaciones, como la ingesta de energfa y la exposi-
cién al frio (38). El sistema nervioso simpatico es el encarga-
do de regular la termogénesis y la oxidacién de la grasa, por
€s0, un posible tratamiento contra la obesidad incluiria a aque-
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llas sustancias que actdan sobre dicho sistema o sobre su
neurotransmisor, la noradrenalina (39-41). A este grupo de
sustancias que tienen efectos sobre el peso corporal pertene-
cen algunos componentes del t€ (39,42,43). Las catequinas
del té actian in vitro, inhibiendo la catecol o-metiltransferasa
(COMT), enzima responsable de la degradacién de la
noradrenalina, lo que produce un aumento del tiempo de ac-
tuacién de dicho neurotransmisor sobre los receptores 3, de
los adipocitos marrones, incrementando asi la termogénesis
y/o la oxidacién de la grasa (34,44,45). Estudios in vitro han
puesto de manifiesto la capacidad de la cafeina, cuando se
administra junto con adrenalina, de inhibir la fosfodiesterasa
intracelular. Esta inhibicién conlleva un aumento del AMPc
en el adipocito, que es un mediador de la accién de las
catecolaminas sobre la termogénesis (45,46). Teniendo en
cuenta estos hechos, en un estudio realizado en 10 varones
sanos de 24 a 26 afios se comprobd que el gasto energético en
24 horas y la oxidacién de la grasa aumentaban al administrar
un extracto de té (90 mg de EGCG) y cafeina (50 mg) (37).
Esto se debia a la accién sinérgica de la cafeina con los
polifenoles del té y, en concreto, con el méis abundante, la
EGCG (47). Al considerar los resultados de los estudios in

vitro de la termogénesis en el tejido adiposo marrén de ratas

(48) y los resultados in vivo de la biodisponibilidad de las
catequinas en humanos (49,50) puede afirmarse que los efec-
tos termogénicos del extracto de té verde se deben, al menos
en parte, a las interacciones entre las catequinas del té (funda-
mentalmente la EGCG), la cafeina y la noradrenalina (37).
Siguiendo con ésta linea de investigacién, al administrar in-
yecciones intraperitoneales de EGCG a ratas, se producia una
pérdida de peso en las mismas debido a una disminucién en la
ingesta, hecho que no ocurria al administrar (-)-epicatequina
(EC), EGC ni ECG (1,51). Esta pérdida de apetito podria de-
berse a un efecto en la eficacia de la oxidacién de lipidos mais
que a un efecto directo de la EGCG (47) o bien a una accién
relacionada con neuropéptidos diferentes de la leptina, ya que
la EGCG produce el mismo efecto en ratas knockout que no
presentan el receptor para leptina (43,51). Otros posibles me-
canismos por los que el t€ podria contribuir a la pérdida de
peso se han observado en preadipocitos 3T3-L1 de ratones.
La EGCG a una concentracién de 10 pumol/L, pero no la EC,
EGC ni la ECG, inhibi6 la proliferacién de los preadipocitos
en un 50% y la acumulacién de triacilglicerol en un 54% en
estas células durante su diferenciacién a adipocitos (43). Ade-
mas, tanto la EGCG como la ECG en una concentracién de
0,31 mmol/L, inhibieron un 50% la actividad de la acetil-CoA
carboxilasa, enzima que interviene en la biosintesis de 4cidos
grasos (52).

Segiin los resultados obtenidos en animales de experimen-
tacin se requeriria en humanos un consumo diario de bebi-
das de t€ verde equivalente a 20 g 0 més de té seco a 4 tazas al
dia de infusién, para mostrar los mismos efectos (1).
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Accién del té sobre la absorcién de colesterol y concentra-
cién de los lipidos y lipoproteinas plasmaticas

Diversos estudios en animales de experimentacién han
puesto de manifiesto que las catequinas disminuyen la absor-
cién de colesterol y los niveles plasmaticos de este colesterol
(53-59), obteniendo resultados similares en humanos (60,61).
La disminucién del colesterol en plasma se debe fundamen-
talmente al efecto de 1a EGCG del t€ (57,59,62). Para la ab-
sorcién del colesterol en el yeyuno proximal es necesario, en
primer lugar, que se produzca su emulsificacién de los lipidos
en el estémago, la hidrélisis posterior en el intestino delgado
de los ésteres de colesterol por la colesterol esterasa
pancredtica y la posterior solubilizacién en micelas, Una vez
en las células intestinales, el colesterol se reesterifica y se
transporta a la linfa por los quilomicrones (63). De esta ma-
nera, las moléculas que influyen en la absorcién de colesterol
podrian actuar bien interfiriendo en la afinidad de las micelas
por los enterocitos o en la afinidad del colesterol por las
micelas. Estas alteraciones afectarian al metabolismo hepati-
co del colesterol y podrian afectar a la sintesis y catabolismo
de lipoproteinas (59). Estos efectos se han comprobado en
estudios realizados in vitro y en animales de experimenta-
cién. Asi, se ha observado que las catequinas del té verde
disminuyen la absorcién intestinal del colesterol al disminuir
su solubilidad en las micelas (56). En concreto, al afiadir
EGCG aislada en concentraciones crecientes desde 109 pM
hasta 436 pM a una mezcla de micelas, la concentracién de
colesterol en las mismas disminuia un 65% (59). Ademas en
ese estudio también se encontrd que la EGCG inducia un au-
mento del tamaifio de las micelas (59), hecho que afecta a su
afinidad por la membrana de los enterocitos y a la solubilidad
del colesterol en las mismas (64).

Otros han encontrado que la incorporacién de las
catequinas a las bicapas de fosfolipidos disminuyen la flui-
dez de las mismas afectando a su estructura, siendo esta ac-
cién realizada de forma més eficaz por las catequinas
esterificadas con galato que por las catequinas no sustituidas
(65,66). Este hecho produce una disminug¢ién de la captacion
del colesterol por los enterocitos, lo que explicaria la dismi-
nucién del colesterol plasmdtico observada en animales de
experimentacién. En concreto, al afiadirun 1% de EGCGala
dieta de ratas, el colesterol plasmdtico de estos animales dis-
minuye significativamente sin que la concentracién del
colesterol transportado por las lipoproteinas de alta densidad
(HDL-colesterol) se vea afectada (59). Sin embargo, al admi-
nistrar una dosis del 2,5% de polifenoles (constituida por una
mezcla de catequinas), a ratas alimentadas con una dieta rica
en colesterol, se producia un aumento del HDL-colesterol mas
que un descenso del colesterol total (67).

En estos estudios en los que se administraba una dieta

rica en colesterol a animales de experimentacién se observé

ademds de una disminucién en sus niveles séricos que las
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catequinas actuaban disminuyendo la absorcién intestinal del
mismo (53,56,68), lo que producia un aumento en heces de
Ifpidos totales y colesterol (53) y de 4cidos grasos y esteroles
neutros y 4cidos (68). Otros en ratas ovaridectomizadas en-
contraron que una dosis de 20 g de hojas de té disminufa la
absorci6n linfitica de colesterol y alteraba la absorci6n de
4cidos grasos (58).

Con respecto a la actividad de algunos enzimas, estudios
in vitro muestran que tanto la lipasa géstrica como la lipasa
pancredtica son drasticamente inhibidas por el té verde (69),
mientras que las actividades de la 3-hidroximetilglutaril-CoA
reductasa, dcido graso sintasa y colesterol 7a-hidroxilasa no
se encuentran afectadas. Esto sugiere que el efecto de las
catequinas se debe, tal y como se describe en los estudios ya
comentados, a la disminucién de la absorcién intestinal del
colesterol (57,70).

Los resultados obtenidos en animales de experimentacion
sugieren la posibilidad de su extrapolacién al ser humano, en
particular en lo referente al EGCG (59). La mayoria de las
investigaciones llevadas a cabo se han realizado en japoneses
en los que el consumo de té es una préactica muy habitual (61).
Se encontr6 una relacién inversa entre el consumo de té y los
niveles de colesterol total en suero (61,71-73), y, s6lo en al-
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guno de ellos, una disminucién de los triglicéridos y un au-
mento de la concentracién de HDL-colesterol (72,73), asi
como un bajo cociente de riesgo LDL-colesterol/HDL-
colesterol (72). En estudios realizados hace afios (71-73) sé6lo
se incluyeron varones pero cuando més recientemente se in-
trodujeron mujeres en la muestra, no se encontrd ningtin efecto
del té sobre los niveles lipidicos sanguineos (60). Estos resul-
tados podian deberse en principio al reducido nimero de in-
dividuos estudiados, ya que posteriormente, en una muestra
mayor en la que se inclufan tanto a hombres como mujeres, si
se obtuvieron resultados positivos del consumo de t€ sobre
los niveles de lipoproteinas (61).

En la mayorfa de los estudios realizados se ha observado
un efecto positivo sobre los niveles de colesterol en suero (Ta-
blas 3 y 4), estando la disminucién del 1% de este lipido aso-
ciada con una reduccién del 2 al 3% en el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares en pafses occidentales (74) y
del 5% en paises orientales (75). Sin embargo, es necesario
realizar més estudios para confirmar el efecto beneficioso del
té verde sobre los niveles lipidicos sanguineos (61), y en par-
ticular sobre aspectos més especificos tales como concentra-
cién de Lp(a), tamafio y composicién de LDL y HDL, etc.

TABLA3
Efectos del consumo de t€ verde sobre
los lipidos sanguineos en humanos

Investigador Fecha del " Muestra Consumo de té Resultados obtenidos
estudio R
Kono et al, (71) Desde1986 1306 varones 0-2 tazas/dia Disminucién del CT 8 mg/dL (= 9 tazas/ dia)
hasta 1988 = 9 tazas/dia
Imai (72) Desde1986 1371 varones = 3 tazas/dia Ver resultados detallados en Tabla 4
hasta 1990 4-9 tazas/dia
= 10 tazas/dia
Kono et al (73) Desde1991 2062 varones <9 tazas/dia Disminucién del CT y LDL 6,2 mg/dL
hasta 1992 =9 tazas/dia en ambos casos (= 9 tazas/ dia)
Tsubono y Tsugane (60) Desde1989 207 varones y <1 taza/dia Ningiin efecto sobre el nivel de lipidos
hasta 1991 164 mujeres 1-4 tazas/dia
=5 tazas /dia
Tokunaga et al (61) Desde1995 8476 varones = 10 tazas/dia Disminucion del CT (0,6 mg/dL con 1
Hasta 1996 5440 mujeres > 10 tazas/dia taza/dia y 4,16 mg/dL con >10 tazas/dia).

CT: colesterol total, LDL: lipoproteinas de baja densidad.
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TABLA 4

Modificaciones de los lipidos y lipoproteinas plasmaticas por el consumo de té

< 3 tazas/dia

4-9 tazas/dia >10tazas/dia

Colesterol (mmol/L) 4,85+0,05*** 4,76+0,03 4,58+0,05***
Triglicéridos (mmol/L) 1,65+0,06* 1,60+0,05 1,45+0,07*
LDL + VLDL (% del total de lipoproteinas)l 62,5+0,3 62,6+0,3 61,7+£0,2
HDL (% del total de lipoproteinas )' 36,4+0,3* 36,4+0,3 37,4+0,4*

***p<0,001 *p<0,05.
Adaptado de Imai (72)

Efecto antioxidante de los polifenoles (catequinas) del té
verde frente a la peroxidaciéon de LDL

Los polifenoles presentan una fuerte actividad antioxidante
en muchos sistemas lipidieos y en particular contra la oxidacién
de las LDL, aspecto de importancia crucial en el desarrollo de
la lesién aterosclerética (76-79). En las LDL se produce una
modificacién peroxidativa de sus acidos grasos poliinsaturados
(AGP) por laaccidén de los radicales libres (80). En este proceso
intervienen iones metalicos y mecanismos oxidativos existentes
en las células endoteliales, musculo liso y macr6fagos (81).
Se han propuesto como candidatos del origen de la oxidaci6n
de los AGP a las enzimas NADPH oxidasa, mieloperoxidasa,
citocromo P4J0, la cadena de transporte electrénico
mitocondrial, xantina oxidasa, ceruloplasmina y lipooxigenasa
(82). Cuando los niveles de colesterol sérico estan elevados se
producen radicales superéxido en grandes cantidades (O,'»)
que inactivan el NO y promueven la formacion de otros
radicales de oxigeno como el peroxinitrito y el radical hidroxilo
(83) (Figura 2).

FIGURA 2
Esquema de la oxidacion de los acidos grasos
poliinsaturados de las lipoproteinas de baja densidad
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Adaptado de Sanchez-Muniz y Sanchez-Montero (87)

Las sustancias conteniendo radicales libres son neutrali-
zadas por los antioxidantes end6égenos (K-tocoferol, 2-
carotenos, ubiquinol y otros) de las lipoproteinas. En estas
condiciones las LDL comienzan a oxidarse, denomindndose
a este periodo “fase de latencia”. Cuando se agotan los
antioxidantes, los AGP son atacados por radicales libres y se
forman compuestos con dobles enlaces conjugados. A conti-
nuacién, se producen peréxidos lipidieos y se propagan los
radicales libres destruyendo nuevas moléculas de AGP (84)
(Figuras 2 y 3).

FIGURA 3
Modificacion oxidativa de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL). Se esquematizan los cambios cualitativos
mas importantes

Apo B degradada y con pérdida de lisina
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Fosfolipidos oxidados y lisofosfolipidos

Aparicién de aldehidos procedentes de los
acidos grasos de triglicéridos y colesterol
esterificado

Antioxidantes endégenos muy disminuidos o
pérdida total de los mismos

Los hidroper6oxidos lipidieos pueden fragmentarse a
aldehidos, como el malondialdehido o el 4-hidroxinonenal
que, al unirse a grupos s-aminos de la apolipoproteina (Apo)
B -100, proporcionan carga neta negativaalaLDL y aumenta
su reconocimiento por los receptores barrenderos (scavenger)
(85,86) (Figura 3). Ademas la Apo B-100 puede fragmentar-
se por oxidaciones no enzimaticas y algunos de los fragmen-
tos formados pueden ser transferidos desde las LDL nativas a
laLDL oxidadas, lo que produce un aumento de la carga ne-
gativa de estas particulas (88,89) (Figura 3).
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Numerosas investigaciones han demostrado los efectos
antioxidantes y la capacidad para neutralizar radicales libres
de las catequinas (90-96). Para llevar a cabo esta iltima ac-
ci6n es fundamental la presencia de 3 grupos hidroxilos en el
anillo B y del grupo galato en la posicioén 3 de la catequina
(91,92,94).

La capacidad antioxidante del t€ ha sido evaluada in vitro
(2,97,98) e in vivo tras la ingesta de t€ (2,3,97,99,100). Los
estudios realizados in vitro han puesto de manifiesto la capa-
cidad de los flavonoides para inhibir de forma dosis-depen-
diente la oxidaci6n inducida por Cu?* de las LDL aisladas del
plasma (97,99,101-105). Para explicar este hecho se han pro-
puesto diferentes mecanismos en los que intervienen las
catequinas tales como (i) la quelacién del Cu?* y de otros
metales i6nicos, (ii) el efecto directo como antioxidante inte-
rrumpiendo la reaccién de radicales libres en cadena, (iii) la
aceleracién del reciclaje del radical tocoferilo a tocoferol de
laLDL (97,106), (iv) la inhibicién de la enzima lipooxigenasa
de las células endoteliales (107) y (v) la prevencién de la frag-
mentaci6én de la Apo B de las LDL (89,108). Para observar el
efecto antioxidante de las catequinas en plasma, y no de las
LDL aisladas, se necesita una menor concentracién de las
mismas, lo que indica que su accién antioxidante también se
debe a su capacidad de donar hidrégeno (109). Este efecto
antioxidante es mayor en la ECG, seguida de EGCG, EC y
EGC(108,110). Ademis, en plasma también se ha observado
un retraso de la utilizacién de antioxidantes enddgenos
liposolubles (a-tocoferol y B-caroteno), previniendo su
depleci6n y disminuyendo. la peroxidacion lipidica gracias a
su capacidad de atrapar a los radicales libres que inician la
oxidacién (91,94,106,107,111). Se ha observado también un
potente efecto dosis-dependiente sobre la prolongacién del
tiempo de iniciaci6n de la oxidacién o fase de latencia (99,110)
y una disminucién de la susceptibilidad de las LDL a la oxi-
dacién mediada por macréfagos, presentando la mayor acti-
vidad la EGCG a una dosis de 400 umol/L (99). Paradéjica-
mente, se ha puesto de manifiesto el poder pro-oxidante de
las catequinas cuando estdn en presencia de cobre al produ-
cirse un aumento de la divisién del DNA y una mayor
peroxidaciéon de AGP (112).

Los estudios anteriormente descritos se han centrado en
los efectos antioxidantes de las catequinas del té verde. Sin
embargo, es de interés comentar que también presentan acti-
vidad antioxidante los polimeros formados a partir de la oxi-
dacién de las catequizas, los cuales son excelentes
antioxidantes en todos los sistemas lipidicos y no lipidicos,
en sistemas enzimaticos y no enziméticos, y ademads, no tie-

nen actividad prooxidante (101). El mecanismo propuesto para
esta capacidad antioxidante incluye el reconocimiento y
quelacién de radicales libres, la quelacién de iones metélicos,
la activacién de enzimas antioxidantes y la inactivacion de
enzimas oxidantes (101).
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En los estudios in vivo en los que se aislaron las
lipoproteinas del suero (3,97,99,100) se observé que la incor-
poracién de polifenoles a dichas lipoproteinas era muy pe-
queiia y que ademds no se encontraba ningtin efecto del té
sobre la oxidacién de las LDL (3,14,20). Sin embargo, al cul-
tivar las LDL aisladas con células endoteliales en presencia
de un extracto de té verde de diferentes concentraciones (1pug/
ml, Spg/mly 10pg/ml) si se observé una inhibicién de la oxi-
dacién de las LDL inducida por dichas células. En concreto,
la oxidacién estaba totalmente inhibida al usar la concentra-
ci6n més elevada del extracto de té (57). También se observa-
ron los efectos antioxidantes del té frente a 1a oxidacion de las
lipoproteinas en suero y no en un tampdén, ya que en el suero
las condiciones son més similares a las de la zona subendotelial
arterial, que es donde se produce la formacién de lipoprotefnas
minimamente oxidadas (113). Solamente se encontré que la
actividad antioxidante del suero aumentaba de forma signifi-
cativa en algunos de ellos (2,3,67), y de forma no significati-
va en otros (14). Ademds, en un estudio hecho en ratas con
enfermedad osteogénica, y por lo tanto con deficiencia de vi-
tamina C, se midi6 la capacidad del t€ verde para modificar la
oxidacién de LDL y se encontré que el 4cido ascérbico
plasmadtico y el té verde prolongaban la fase de latencia un
25% y disminuian la susceptibilidad de las LDL a la oxida-
cién por efecto sinérgico con agentes lipofilicos (vitamina E)
(114). Por otro lado, en conejos hipercolesterolémicos se ob-
servé que el t€ verde aumentaba los niveles de vitamina E
plasmiéticos un 63% y disminuifa el coeficiente mdximo de
oxidacién de las LDL desde 13,4 + 0,4 nmol/minutoa 11,2 +
0,6 nmol/minuto en 13 semanas (13).

Aunque las evaluaciones de la oxidabilidad de las
lipoproteinas in vitro pueden proveer una gufa ttil para valo-
rar el potencial antioxidante del té, los efectos en humanos

" son muy limitados (98) (Tabla 5).

En resumen, se puede afirmar que el mecanismo de ac-
cién de los antioxidantes del té verde en el organismo cursa
con su acumulacién en la pared arterial y con la disminucién
de la oxidacién de las LDL (al aumentar el estado antioxidante
de las células, mediante la quelacién de iones metélicos o in-
hibicién de la actividad de enzimas oxidantes) (13). Indepen-
dientemente del mecanismo de accién, la mayoria de los es-
tudios realizados sugieren que el consumo diario de té verde
convierte a las LDL en més resistente a la oxidacién, lo que
conduce a una disminucién del riesgo de sufrir enfermedades
cardiovasculares (115).
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: TABLAS
Efectos del consumo de té verde en la capacidad antioxidante del plasma
Investigador Lugar Muestra Consumo de té Resultados obtenidos
Serafini et al (2) Italia 10 individuos sanos 300 ml Aumenta la capacidad antioxidante del
plana ATRAP'= 158umol/L)
Van het Hof et al (3) Holanda 45 individuos sanos 900 m] Sin efecto '
Ishikawa et al (99) Japén 14 individuos sanos 750 ml Prolongacién del “lag time” § minutos
Hodgson et al (98) Australia 20 individuos sanos 1000 ml Prolongacién del “lag time” 4 minutos
Hodgson et al (14) Australia 13 individuos hipertensos 1000 ml Sin efecto

e hipercolesterolémicos

'ATRAP: Variacién del potencial antioxidante total del plasma

Accién del té sobre la adhesiéon de monaocitos al endotelio
vascular

Una fase fundamental en el desarrollo de la ateroesclerosis
lo constituye la adhesién de monocitos a la pared endotelial y
su posterior infiltracién y diferenciacién a macréfagos (35).
Para que los monocitos se adhieran a la pared endotelial es
fundamental la presencia de sustancias tales como la molécu-
la de adhesion a células vasculares (1VCAM-1) que es la que
tiene una mayor importancia en la iniciacién de la
ateroesclerosis (116), la molécula de adhesién intercelular
(1ICAM-1) y la molécula de adhesién de leucocitos al
endotelio-E (E-selectina) (117); siendo necesario para la ex-
presién de la molécula VCAM-1 la presencia del factor de
transcripcién NF-8B (118,119).

En células endoteliales de cordén umbilical humano
(HUVECsS), en las que se inducia la expresién de las molécu-
las de adhesion anteriormente citadas y posteriormente se cul-
tivaban con concentraciones de catequinas entre 10y 100 pM,
se vio que tnicamente se inhibia de forma dosis-dependiente
la expresién de VCAM-1. Dicha inhibicién se producia a ni-
vel del RNAm y no afectaba a la activacidn del factor NF-8B.
Por otra parte la catequina més eficaz resulté ser la EGCG,
seguida de la ECG, mientras que ni la EC ni la EGC mostra-
ron efecto significativo (120). Esto indica que sélo las
catequinas que presentan el grupo galato reducen la expresién
de las moléculas de adhesién (121).

Accién del té sobre la agregacion plaquetaria

Las plaquetas presentan un importante papel tanto como
en el mantenimiento de la hemostasia como en la formacién
de trombos, ya que para esto es necesario la activacién y la
agregacion de las plaquetas (122). Por esta razdn, la inhibi-
cién de la funcién plaquetaria representa un camino promete-
dor para la prevencién de las trombosis (4).

Un mecanismo fundamental para que se produzca la agre-
gacién plaquetaria es el incremento de calcio en el interior de
la plaqueta. El ionéforo de calcio A23187 aumenta el flujo de
calcio desde el exterior hasta el interior de la plaqueta consi-

guiendo aumentar la concentracion de calcio intracelular. Este
aumento conduce a la formacién de diferentes endoperéxidos
y a la fosforilacién de diversas proteinas que son necesarias
para que se produzca la agregacién (123). Dicho ionéforo es
inhibido por la GTC y la EGCG del té verde y su inhibici6n
conduce a una disminucién del Ca* en el interior de la plaqueta
(4). Esta disminucién trae como consecuencias una inhibi-
cién de la formaci6n del inositol trifosfato (IP,), una inhibi-
cién de la unién del fibrinégeno a su receptor plaquetario IIb/
IHa (124) y posiblemente un descenso del tromboxano A,
(TXA,) y de la prostaglandina F, (PGF,) (4), impidiendo
todo ello la agregacién plaquetaria (4,124) (Figura 4a).

Otro mecanismo proagregante consiste en la fosforilacién
inducida por la trombina de residuos de tiroxina de proteinas
quinasas de las plaquetas (125). La activacién de las protei-
nas quinasas FAK, Syk y Lyn conduce a la fosforilacién de
proteinas que son necesarias para la activacién de la fosfolipasa
C, que regula el aumento de calcio intracelular y la activaci6n
de la protein quinasa C, que es necesaria a su vez para la
expresion del receptor IIb/I11a del fibrinégeno (126,127). Di-
ferentes estudios han encontrado una inhibicién de la activa-
cién de las protefnas quinasas FAK (17), Syk y Lyn (128) por
la EGCG del €, lo que conduce a un efecto antiagregante de
las plaquetas (17). (Figura 4b). Sin embargo otros han obser-
vado una activacién de la protefna quinasa Syk, lo que produ-
ce el efecto contrario sobre las plaquetas (17).

En estudios in vivo las catequinas del té verde tienen acti-
vidad antitrombdtica de manera dosis dependiente similar a
la aspirina, siendo su porcentaje de proteccién del 40, 65,
85% a dosis de 10, 50 y 100 mg/kg respectivamente; siendo
en el caso concreto de la EGCG del 45,5 y 69,1% a una dosis
de 10 y 50g/kg respectivamente. De igual manera, se ha de-
mostrado una prolongacién en el tiempo de coagulacidn si-
milar al de este farmaco (4). También es de interés sefialar
que las tres catequinas (EGCG, (+)-galato de catequina (CG),
ECG) que contienen el grupo galato en la posici6n tres inhiben
de manera importante la agregacién plaquetaria; mientras que
las catequinas sin este grupo (C, EC) o las catequinas con el
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grupo galato en posicion dos, no tienen este efecto sobre las
plaquetas (17).

FIGURA 4
Posibles mecanismos de accién del las catequinas
sobre la agregacién plaquetaria
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a. Esquema realizado a partir de los datos y conclusiones de Kang et al
(4,124).

b. Esquema realizado a partir de los datos y conclusiones de Lill etal (17) y
Deana et al (128).

Efectos sobre la presién arterial

No existe pricticamente informaci6én bibliogrifica con-
trastada de los efectos de las catequinas sobre la presién
arterial. En este sentido, se ha comprobado en un estudio rea-
lizado en 218 mujeres de edad avanzada (>70 afios) que por
cada taza de té consumida, se producia un descenso de 2,2
mmHg en la presi6n arterial sist6lica y 0,9 mmHg en la
diast6lica, lo que indica que una ingesta regular y a largo pla-
20 de té tendria efectos favorables sobre la tensién arterial
(129).
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Efectos del té verde y polimorfismo genético

La aplicacién de la genética ha supuesto avances muy
importantes a la hora de identificar y valorar la calidad de
diferentes variedades de té (130). Ademas la respuesta a las
catequinas del t€ es diferente en unos individuos de otros,
sugiriendo que debe hablarse de individuos hipo e
hiperrespondedores. Este aspecto ya ha sido comentado para
el colesterol y la grasa dietética (131), y tiene su origen, muy
posiblemente, en la existencia de polimorfismos genéticos
(132). Al igual que ocurre con la ingesta de café y en particu-
lar de sus dos diterpenos (Cafestol y Kahweol) (133), 1a rela-
ci6n dosis-respuesta del té podria estar a su vez condicionada
por variantes genéticas (I) de la Apo AIV y la proteina ligante
intestinal de dcidos grasos (IFABP) que modulan la absorcién
de grasa y colesterol, (II) de la actividad del enzima acil-CoA-
colesterol-acil-transferasa (ACAT) o (III) de mecanismos re-
lacionados con el transporte retrégrado de colesterol debido a
mutaciones en los genes que codifican entre otras a la protei-
na transferidora de ésteres de colesterol (CETP) y la transferasa
de grupos acilos desde la lecitina al colesterol (LCAT), etc.

Muy recientemente se ha propuesto que la EGCG modifi-
ca la expresi6n génica mediada por H,0,, que a su vez modu-
la la concentracién de multitud de proteinas (134). También
se ha sefialado que los polifenoles del t€ ejercen unos efectos
inhibitorios del desarrollo de Ia lesién ateroesclerética a tra-
vés de inhibir genes codificantes para PPAR-gamma, CD36,
LXR-alpha, C-myc y estimular genes codificantes para LDL-
R y PPAR-alpha a nivel transcripcional (135).

Futuras investigaciones

A la vista de los estudios revisados, creemos que €s nece-
saria la realizacién de més investigaciones bien controladas
sobre el t€ verde y/o sus flavonoides usando marcadores de
enfermedad cardiovascular tales como la disfunci6n endotelial
o el grado de progresion y/o regresién de la placa ateromatosa,
tanto en hombres como en mujeres (136,137). Ademés es ne-
cesario determinar cudl de estos polifenoles, solos o en com-
binaci6n, son necesarios para reducir la formacién de la estria
grasa en modelos animales (138).

Con respecto al papel del t€ sobre el control de peso cor-
poral, es necesario usar los componentes purificados para iden-
tificar los componentes activos que le confieren al té€ dicha
propiedad; asi como, elucidar los efectos de la EGCG a largo
plazo sobre el balance energético y la utilizacién de sustratos
termogénicos en modelos animales y humanos (43). Los en-
sayos deben programarse a largo plazo y por tanto con ingestas
crénicas.

El té verde muestra gran variedad de acciones sobre las
plaquetas humanas. Muchos mecanismos pueden contribuir a
los efectos beneficiosos de las catequinas en Ia aterosclerosis,
como por ejemplo la inhibicién de la funcién plaquetaria por
parte de estas catequinas. Al haberse encontrado un efecto
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activador de la EGCG sobre la fosforilacién de residuos de
tiroxina de proteinas quinasas que produce un aumento de la
agregacion plaquetaria, hace que sea necesaria la realizacién
de mas estudios sobre el t€ verde o las catequinas aisladas
antes de recomendar definitivamente su empleo en la preven-
¢ién o en el tratamiento de la ateroesclerosis (17).

También se deben realizar més estudios sobre interaccién
con alimentos, biodisponibilidad, concentracién alcanzada en
los diferentes tejidos y capacidad antioxidante in vivo de las
catequinas del té verde y sus metabolitos (111), asi como es-
tudios para establecer su actividad antioxidante sobre el
colesterol en animales de experimentacién. También deben
investigarse estos efectos en las formas de catequinas sintéti-
cas conjugadas, porque la actividad secuestrante de radicales
libres de estas sustancias es diferentes dependiendo de la po-
sicién sustituida en la molécula (91,101).

En cuanto a los oxipolimeros derivados de las catequinas
del té verde, se debe estudiar su estructura-de forma m4s pre-
cisa y la relacién de ésta con el mecanismo antioxidante de
los mismos (139) y los riesgos potenciales del consumo de té
conteniendo catequinas oxidadas.

Ademads es importante tener en cuenta los efectos adver-
sos potenciales derivados del uso del té verde o de sus
catequinas. Por ejemplo, los efectos sobre el sistema endocri-
no y sus consecuencias en mujeres embarazadas y nifios (1).
En este sentido, investigaciones recientes han demostrado que
inyecciones intraperitoneales de EGCG producen cambios sig-
nificativos en varios par&metros endocrinos. Después de ha-
ber realizado una administracién de este tipo a ratas durante
siete dfas, los niveles de testosterona disminuyeron aproxima-
damente un 75% en machos y los de 17 2-estradiol un 34% en
hembras. Ademas, en los machos, el peso de los 6rganos sen-
sibles a andrégenos se redujo 50-70% y en las hembras el
peso de los Srganos sensibles a estrégenos, aproximadamente
un 50%. Por tanto, las variaciones en el peso de los 6rganos
sexuales son catequino-dependientes, mostrando la EGCG el
mayor efecto y ademds dichas variaciones revierten al admi-
nistrar hormonas sexuales de forma ex6gena (51).

En cuanto a la presidn arterial, que es un factor de riesgo
de enfermedad cardiovascular bien establecido (36) y en cuyo
desarrollo el estrés oxidativo parece jugar un papel muy im-
portante (140), se deben realizar més estudios sobre el consu-
mo a largo plazo de té verde ya que éste, rico en sustancias
antioxidantes, podria disminuir el dafio oxidativo que eleva la
presién arterial (141). :

Por tltimo, la biisqueda de genes candidatos que expli-

quen la variabilidad de respuesta interindividual al consumo
~ de t€ es un tema cientifico de indiscutible futuro e importan-
cia.

HERNANDEZF. et al.

CONCLUSION

Los estudios revisados sugieren que un consumo superior
a7 tazas de té verde al dia (3,5 g de catequinas diarias) serfa
una buena eleccién para la prevencién de enfermedades
cardiovasculares, siempre que su consumo se realice en ¢]
marco de un ambiente correcto donde dieta y ejercicio sean
equilibrados y correctos.

Estos resultados apoyan lo expuesto hace ya muchas cen-
turias por el monje Esai: “El t€ es una medicina milagrosa
para mantener la salud. El té tiene un extraordinario poder
para prolongar la vida. En cualquier lugar donde una persona
cultive té, le seguira una larga vida” (8).
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SUMMARY. A survey for intestinal parasites was carried out with
food handlers from two private and three public hospitals in Niteréi
City, RJ, Brazil. The aim of this research was to verify the
enteroparasites prevalence in this professional group. The investiga-
tion was divided in two phases. The first phase consisted of inter-
views with the participants; coproparasitological exams using Lutz,
Faust et al. and Baermann techniques; under fingemail material analy-
sis, using Mello et al. modified method; and educational lectures to
food handlers. In the second phase, coproparasitological exams were
repeated. Positive results were observed in 14.2% (17/120) and 17.1%
(12170) of the individuals in the first and second phases respectively.
The most frequent parasite was Entamoeba coli, detected in 48.5%
(16/33) of the samples with positive results. Under fingernail resi-
dues were observed in 19.2% (23/120) of the food handlers. E. coli
cysts were found in one fingernail residue, likewise they were de-
tected in the feces of the same food handler. Such data showed a
potential transmission risk of intestinal parasites by food handling,
indicating the need of adopting a diagnosis/orientation procedure as
abi-annual routine activity in hospitals, in order to improve the food
service quality and population health condition.

Key words: Intestinal parasite, food handler and fingernail material.

INTRODUCTION

At the moment, Brazil is living a period of epidemiologi-
cal transition, A gradual increase of chronic-degenerative dis-
eases has been observed in its population, but simultaneously
there is a high prevalence of infectious diseases caused by
parasites in most cities of the country (1). For this reason re-
searches on intestinal parasites are of great importance to the
ethiological identification and the necessary information for
treatment and infection control (2).

The intestinal parasitic transmission usually occurs due to -

a passive oral mechanism of cysts and eggs ingestion, mainly
through water, food or hands contaminated by human faecal
residues (3). Some intestinal parasites, after contaminating the
human cutaneous surfaces or being eliminated in the environ-
ment, are in condition to infect another carrier or determine
external self-infection (4).

Food handling is relevant to epidemiological study of
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RESUMEN. Manipuladores de alimentos de hospitales de
Niterdi, RJ, Brasil: parasitismo intestinal. Fueron estudiados
manipuladores de alimentos de dos hospitales particulares y tres
ptiblicos del Ayuntamiento de Niterdi, RJ, Brasil, con el objetivo de
verificar el predominio de enteroparésitos. Esta investigacién fue
desarrollada en dos etapas. En la primera se realizé una entrevista;
exdmenes coproparasitoldgicos a través de las técnicas de Lutz, Faust
et al. y Baermann; anélisis del material subungueal por el método de
Mello et al. Modificado y fueron ofrecidas charlas educativas a los
manipuladores. En la segunda etapa, fueron repetidos los exdmenes
coproparasitolégicos. Se observé parasitos en 14,2% (17/120) y
17,1% (12/70) de las muestras fecales, respectivamente en la primera
y la segunda etapas. El parésito mas frecuente fue Entamoeba coli,
evidenciado en 48,5% (16/33) de las muestras positivas. En 19,2%
(23/120) de los manipuladores fue observado la presencia de residuo
subungueal, siendo evidenciados quistes de E. coli en una muestra,
igualmente encontrados en las deposiciones de este portador. Este
dato demostré el alto potencial de contaminacién de alimentos a través
del manipulador. Esto sugiere la necesidad de tornar el procedimiento
diagnéstico/orientacién como una actividad de rutina semestral
obligatoria dentro de los hospitales, encaminado a mejorar la calidad
de los servicios prestados y las condiciones de salud de la poblacién.
Palabras clave: Parésito intestinal, manipulador de alimento y ma-
terial subungueal. :

intestinal parasites considering that parasitic structures of
human faeces can contaminate food directly in the planting
area, or by handling. There is a potential transmission risk of
intestinal parasites by food handling, indicating the importance
of hygienic procedures to prevent other individuals’ infection.
Hospitalized patients, eventually in immunodeficiency
condition just after a surgical procedure and/or recovering from
transplantation, may present a greater susceptibility to
enteroparasitic infection (5), justifying the importance of a
proper food handling in the hospital environment.

The aim of this study was to verify, by coproparasitological
diagnosis and under fingernail material analysis, the prevalence
of intestinal parasites in food handlers of hospitals, as well as
to treat these professionals and give them some health
orientation. Furthermore, this study should improve, not only
the performance of Food Service Units, but also the health of
the food handlers themselves.
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METHODS AND MATERIAL

A survey for intestinal parasitic prevalence was carried
out with 140 food handlers, volunteers from five hospitals in
Niteréi City, Rio de Janeiro State, Brazil: two private hospi-
tals (A and B) and three governmental institutions (C, D and
E). This study included different professional categories such
as nutritionists, serving maids, cookers and auxiliaries, with-
out considering differences in sex or age. The Ethical Research
Committee from the University Teaching Hospital “Antonio
Pedro”, in its Medical Science Center (CEP, CCM/HUAP n.43/
01), approved this project in June 20, 2001.

The survey was divided in two phases. During the first
phase, three stool samples were collected from each individual
in three separate days, using 25g containers. Two containers
had Railliet & Henry (6) preservative solution, being the fe-
ces processed by Faust et al. (7) and Lutz (8) methods. One
container was used to collect fresh samples, being processed
by Baermann (9) method and, if diarrheas, by direct exam for
detecting possible intestinal protozoan trophozoites. Material
under the workers’ fingernails was processed by Mello et al.
(10) method, modified by Lourengo, Uchda & Bastos (11).

Personal interviews were held with the workers to obtain
personal data and information about sanitary conditions and
sewage system in their houses. The Nutrition/Production sec-
tion chief also reported information about its work environ-
ment and daily service routine. Lectures, including group dis-
cussions, were given and the workers also received pamphlets
explaining proper food handling, general hygiene and health
care.

A proper treatment was indicated and specific drugs were
given to each individual who presented positive results to
pathogenic agents. Metronidazol and Albendazol were
respectively the drugs used for protozoa and nemathelminthe
infection. Two weeks after the worker reported the treatment
completion, his coproparasitological exam was repeated to
verify the therapeutic effectiveness.

The second phase, which included new food handlers that
did not participate before, started four months after the first
phase was over. All previous information was reviewed and
coproparasitological exams were repeated. The under finger-
nail material was analyzed again, however only for employ-
ees that presented positive results in the latest
coproparasitological exams. The same treatment procedure
was adopted in this phase.

To evaluate the significance of the results, the statistical
analysis included: arithmetic average, standard deviation, mini-
mum value, maximum value and frequency distribution. The
non-parametric “chi-square” test (X?) and Fisher’s exact test
(Fisher) were used for variable association. The 5% probabil-
ity significance level (p < 0.05) was applied according to
Rodrigues (12).

LOURENCO et al.

RESULTS

The employees’ participationrate (Table 1) reached 65.2%
(120/184) and 56.9% (90/158) in the first and second phases
respectively, being irrelevant the reduction observed (p > 0.05).
There was no significant difference of participation rate be-
tween private and public hospitals (p > 0.05). In the first phase,
120 workers were examined. In the second, 70 workers had
the exams repeated and 20 new participants were also exam-
ined. A total of 140 workers participated in the study, though
factors as discharge, shifts, or holiday periods caused varia-
tion in the number of handlers between the two phases.

TABLE 1
Food handlers participation rate during 1> and phases
of the study in private and public hospitals of Niter6i, RJ,
Brazil: intestinal parasitism

1st 2nd

1%t Phase ond Phase

Hospital Number of Participating Number of  Participating
Workers in the study workers in the study

(%) (%)
Private A 53 32 (60.4) 53 27 (50.9)
B 12 11 (91.6) 8 8 (100)
Total 65 43 (66.2) 61 35(579)
Public C 27 19 (70.4) 27 19 (70.4)
D 48 31 (64.6) 48 24 (50.0)
E 44 27 (61.4) 22 12 (54.5)
Total 119 77 (64.7) 97 55 (56.7)
Total 184 120 (65.2) 158 90 (56.9)

Note: A and B = privatg hospitals; C, D and E = public hospitals
Between the phases: X* = 2.1085; p = 0.1465
Between private and public hospitals: x2= 0.0009; p =0.9758

The employees’ age (Table 2) varied between 20 and 65
years (average + standard deviation, 36.5 +9.63 years), being
75.7% women. Most of the workers (79.3%) were living in
urban regions, with adequate sanitation and sewage system
(Table 3). And 30.8% (43/140) reported an unsatisfactory fre-
quency in taking coproparasitological exams (Table 4).

TABLE2
Frequency according to sex and age of 140 food handlers
of the study in hospitals of Niter6i, RJ, Brazil: intestinal

parasitism
Sex Age
20 to 30 31040 411050 51t0 65 Total (%)
Male 17 14 1 2 34 (24.3)
Female 23 40 35 8 106 (75.7)
Total 40 54 36 10 140 (100)

(Average + standard deviation, 36.5 + 9.63 years).
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TABLE 3

Distribution of coproparasitological exam results according
to basic sanitary conditions of hospital food handlers’
residences in Niter6i, RJ, Brazil: intestinal parasitism

397

In the first and second phases, positive results were ob-
served in 14.2% (17/120) and 17.1% (12/70) of the individu-
als respectively (Table 5), being irrelevant the increase ob-
served (p > 0.05). Considering only the group of 70 food
handlers that participated in both study phases, there was no
significant difference of intestinal parasites prevalence (p >
0.05). The difference observed in the positive results between
private and public hospitals was no significant in both study
phases (p > 0.05). The 20 handlers added in the second phase,
including new hired and senior employees, had their exams

observed apart.

Results Basic sanitary condition of their home places

There isonly Thereisonly  Thereis  Thereare Total

sewerage (%) water-works none (%) both (%) (100 %)

(%)
Positive 4 (14.8) 3(1LD) 1(3.7) 19 (70.3) 27
Negative 8 (7.0) 1109.7) 2(1.D 92 (81.4) 113
Total 12 (8.6) 14 (10.0) 3@ 111 (79.3) 140
Note: cesspools were considered without sewerage; wells and/or water tank
tracks were considered without water-works.
TABLE 4

" Frequency in taking coproparasitological exams, concerning 140 food handlers from hospitals of Niteré6i, RJ,
Brazil: intestinal parasitism

Frequency of coproparasitological exams Results
Positive Negative Total
(%) (%) (%)
Satisfactory At least once a year 8 (29.6) 42 (37.1) 50 (35.7)
97 (69.2)
Within a time between 1 to 5 years 7 (25.9) 40 (35.3) 47 (33.6)
Unsatisfactory  Within a time between 5 to 10 years 5(18.5) 13(11.5) 18 (12.9)
43 (30.8)
For more than 10 years; only in 725.9) 18 (15.9) 25(17.9)
childhood or never
Total (100%) 27 113 140
TABLE S

Results of food handlers’ coproparasitological exams during the two phases of the study in private and public
hospitals of Niter6i, RJ, Brazil: intestinal parasitism

nd

1% phase 2" phase
Hospital Food-handlers Food-handlers
Positive Negative Total Positive Negative ~ Total
(%) (%) (100%) (%) (%) (100%)

private A 309.4) 29 (90.6) 32 3(14.3) 18 (85.7) 21
B 2(18.2) 9 (81.8) 11 1(16.7) 5(83.3) 6
total 5(11.6) 38 (88.4) 43 4(14.8) 23(85.2) 27
public C 4(21.1) 15 (78.9) 19 1(6.7) 14 (93.3) 15
D 4(12.9) 27 (87.1) 31 3(17.6) 14 (82.4) 17
E 4 (14.8) 23 (85.2) 27 4(36.4) 7 (63.6) 11
total 12 (15.6) 65(84.4) 77 8 (18.6) 35(81.4) 43
Total 17 (14.2) 103 (85.8) 120 12 (17.1) 58 (82.9) 70

Note: A and B = privatg hospitals; C, D and E = public hospitals )
Between private and public hospitals: X“ = 0.2453; p = 0.6204

Between the phases: x%=01 164; p =0.733
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E. coli was the most frequent parasite, detected in 48.5%
(16/33) of the samples with positive results (Table 6). It was
followed by Endolimax nana and E. histolytica, detected re-
spectively in 24.2% (8/33) and 18.2% (6/33). Polyparasitism
was detected in 3 samples (3/17) in the first phase (17.6 %)
and in 2 samples (2/16) in the second phase (12.5%). Among
33 positive feces samples, 12 cases needed parasitic treatment.
The effectiveness of treatment could be confirmed in 100%
(12/12) of the cases. :

TABLE 6
Parasite species found in 33 positive feces samples of 140
food handlers from hospitals of Niterét, R], Brazil:
intestinal parasitism

Parasite species Number of parasite detections

Total (%) % In 33 positive
feces samples
Entamoeba coli 16 (11.4) 48.5
Endolimax nana 8.7 242
Entamoeba histolytica 6 (4.3) 18.2
Giardia lamblia 42.9) 12.1.
Blastocystis hominis 429 12.1
Ascaris lumbricoides 1(0.7) ' 3.0
Trchuris trichiura 100.7) 3.0
Ancilostomideo 1(0.7) 3.0

Note: no excluding data

Under fingernail residue was observed in 19.2% (23/120)
of the handlers (Table 7) and was found most frequently in
male workers (p < 0.05). The association between under fin-
gernail residue presence and positive coproparasitological
results was significant (p < 0.05). E. coli cysts were detected
in one of the 23 under fingernail samples, likewise they were
found in the feces of the same handler.

TABLE7
Analysis of under fingernail residue according to sex
and coproparasitological exams of 120 food handlers from
hospitals of Niter6i, R, Brazil: intestinal parasitism

Under fingemail Sex Coproparasitological Total (%)
residue Exams

Female Male Positive Negative
Absent (%) 78(86.7) 19(63.3) 10(58.8) 87 (84.5) 97 (80.8)
Present (%) 12(13.3) 11 (367) 7(41.2) 16(155) 23(19.2)
Total (100%) 90 30 17 103 120

Sex variable: X° = 6.4724; p = 0.01096
Coproparasitological Exams: Fisher, p = 0.02063; Odds Ratio = 3.75; 95 %
Confidence Interval = [1.0499; 12.9245].

DISCUSSION

The positive results rate in the food handlers’ exams can
be considered small if compared to the results of 62.1% in
Arias et al. (3) and of 47.1% in Costa Cruz, Cardoso &
Marques (13). However, the intestinal parasitic infection in
hospital food handlers should not exist, considering the kind
of work that such professionals perform and the usual immu-
nodeficiency of people they attend. During the second phase
of study, new parasitic cases were found in employees that
were not infected in the first phase. Individuals who had com-
pleted the treatment after the diagnosis in the first phase had
recurrent infections and there was an alternation of ethiological
infection agents in these workers between the two phases,
Such data denoted a high level of parasitic exchange in the
environment those workers live and/or mistakes in basic pro-
cedures for controlling oral-fecal transmission of intestinal
parasites.

Costa Cruz, Cardoso & Marques (13) have also noticed in
the State of Minas Gerais elementary schools, a high frequency
of single parasites in relation to carriers with two or more
species. Arias et al. (3), studying hospital food handlers in
Chile, reported a high frequency of E. nana (46.6%), fol-
lowed by E. coli (41.2%) and Entamoeba histolytica (12.1%).
Also examining food handlers in Chile, Reyes; Olea &
Hernandes (14) and Dall’Orso et al. (15) detected E. coli as
the most frequent parasite, being present respectively in 25.2%
(27/110) and 59.3% (100/169) of the stool samples.

 Most of the examined individuals lived on the outskirts of
Niteré6i City or in small towns nearby. Many times they re-
ported a close family relationship among workers of differ-
ent hospitals. This homogeneity among employees from the
five hospitals can possibly justify the irrelevant relation be-
tween enteroparasites presence and the fact of samples being
from private or public institutions. However, Nutrition/Pro-
duction sections of the five hospitals differed in their service
routine and work environment; and one private hospital pre-
sented less satisfactory conditions than the public institutions.

‘The low level of parasitic infections observed in the present
study can be explained by the existence of basic sanitary con-
ditions and sewage system in the majority of the employees’
residences. During the time between the first and second
phases, a sewage system was built in one worker’s house.
This handler presented positive results only in his first exams
what coincided with the period without a system in his house.
Ludwig et al. (16) reported a decrease in enteroparasites in
Assis, Sdao Paulo State, between 1990 and 1992, the same
period of the public sewage system expansion in that region.

The amount of under fingernail residue found in the group
was small probably because the material was collected dur-
ing the work routine and during only one day. Despite show-
ing the service reality, the collect procedure might have con-
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cealed hygienic nails caring mistakes due to tasks performed
by the worker before the collecting moment, as activities with
water, that were not considered. Therefore, it would be more
advisable to collect the fingernail material in different days
and also in different hours, if possible. Although increasing
the volunteer participation, to collect the under fingernail resi-
due by scraping instead of cutting the nails, as it had been
suggested by Mello et al. (10), might have made some differ-
ence in the small amount of material collected.

The ingestion of parasitic cysts and/or eggs can occurs
through contaminated hands (3) and there is usually a direct
relation between the presence of enteroparasites under the fin-
gernails and mistakes concerning personal hygiene at the de-
fection moment. So the association between under fingernail
residue presence and positive coproparasitological results sug-
gests that incorrect hygienic practices with fingernails may
have increased the probability of intestinal parasitic infection
in food handlers group. Cases of hand contamination by the
food itself or by sanitary elements such as faucets, toilet
handles or cords, toilet seats or doorknobs are seldom met
(17). The low number of positive feces samples in this study
may have interfered with the probable evidence of
enteroparasites in the under fingernail material, making the
observation of just one positive result extremely relevant. The
presence of E. coli cysts in under fingernail material, although
being a not pathogenic agent, indicated human feces contami-
nation and showed the potential transmission risk of intesti-
nal parasites by food handling.

Goulart et al. (18) and Mello et al. (10) examined under
fingernail residue from elementary school students and they
found infecting forms of amoebideous, Giardia lamblia, Tri-
churis trichiura and Ascaris lumbricoides. Guilheme et al. (19)
examined 49 vegetables producers in Maringd, Paran4 State,
and found 3 positive results for E. coli. Similarly Lourenco;
Uchoa & Bastos (11), by observing under fingernail material
from food handlers in Niter6i hospitals, found 2 samples
(5.4%) with positive results for E. histolytica among 37
samples examined and also detected correspondence in the
coproparasitological results.

Torres et al. (20 and 21) did not consider expressive the
role of food handlers in E. histolytica and G. lamblia trans-
mission when they evaluated the presence of such pathogens
in servant-maids and day-care children in Sdo Paulo City, Bra-
zil. However, Jonnalagadda & Bhat (22) evidenced
enteroparasites eggs and cysts in the food handlers’ hand wash-
ing water, and on vegetables. As the water was previously
free of these agents, that study emphasizes the relevance of
handling as a mean of intestinal parasites transmission and
the importance of a proper orientation to professionals, espe-
cially those who deal with food that is not going to be cooked
after handling. The higher frequency of under fingernail resi-
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due in male workers can suggest the necessity of a specific
orientation to this group.

The Brazilian Ministry of Health - MS (23) stands medi-
cal and laboratorial exams as an obligation for all workers in
the feeding area. However, 17.9% (25/140) of the profession-
als interviewed during the study informed they had taken
coproparasitological exams approximately ten years ago or
when they were little children or that they had never been
examined before, even though they have been working as food
handlers for many years. This information indicates the need
of a specific law on the subject to rule and control workers’
exams, considering that health condition of individuals work-
ing with food production exerts a direct influence on food
quality (24).

In Sdo Paulo State, Brazil, there is an obligation of yearly
coproparasitological exams for food handlers (25), based on
NR-7 (Regulation Norm) of Ministry of Labor - MT (26).
The City Sanitary Code of Sao Paulo defines a six-month
revision time for exams (27). The results of the present study
confirm the necessity of bi-annual exams, once workers’ in-
fection or re-infection happened in a period of four months.
Periodical exams for human carriers’ diagnosis are essential
to prevent oral-faecal transmission of intestinal parasites (28).
Besides becoming a proper treatment possible, the parasitic
diagnosis can minimize the non-symptomatic carriers, which
largely increase transmission possibilities.

Continuous training under proper food handling tech-
niques, an educational orientation about specific tasks and an
alert to the professionals’ responsibilities can bring changes
in attitude and become an infection control procedure (29
and 24). Nevertheless, only in hospitals A and E the workers
had received frequent training or orientations about handling
practices, food process, general hygiene and health. The food
handlers who were included only in the second phase of this
study reported that the orientation lectures they had, made
them much more interested in participating. This fact denotes
that even being a single procedure, the educative action has
done some good to alert the workers to the subject impor-
tance.

According to the observations, it seems necessary to en-
force standard service procedures to be followed by all hos-
pitals in order to improve food handlers’ health and the qual-
ity of food service, regardless of being a private or a govern-
mental institution. The results also indicated the necessity of
a specific rule in relation to periodic lectures and classes to
handlers about satisfactory food handling, with the objective
of teaching theory and correct practices of hygienic care of
hands and fingernails.
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SUMMARY. Recent studies using balanced hypocaloric diets with
food substitutes in some meals, have presented positive resuits. There
are no studies with the Brazilian population on the efficacy of using
food substitute, together with a hypocaloric diet. Main objective of
this study was to verify the effects of a hypocaloric diet using food
substitutes as meal replacement on the body weight, lipid profile,
and glucose and insulin plasma levels. Seventy eight subjects of both
genders were selected, 20-50 years old, and a body weight index
between 25 kg/m? and 35 kg/m?. The study lasted for six months and
it was divided in 2 phases of three months each- mass reduction for
3 months and 3 months for maintenance. The sample was randomly
divided in two groups: Group A (control- 3 months of general
nutritional and physical orientation followed by 3 months with 1
meal replacement) and Group B (intervention- 2 meals replacement
a day plus nutritional and physical orientation for 3 months followed
by 3 months with 1 meal replacement).Anthropometric
measurements, percent body fat (%BF), biochemical profile and
intake survey were performed at moments 0, 3 and 6 months. Both
groups showed a significant decrease in %BF, weight, and
consequently in their BMI, in the third and sixth month of follow up.
However, weight loss in group B was higher than in group A. At the
end of the treatment, 0 and 25.0% of the patients of the group A and
B, respectively, presented a weight loss higher than 10% of the initial
weight. Comparing the triglycerides, LDL-cholesterol and glucose
levels, between the beginning and after the three and six months of
treatment, there was a significant reduction in the individuals only in
group B. In conclusion, the use of food substitutes as meal
replacement, together with a balanced, hypocaloric diet, proved to
be efficient in weight loss for Brazilian overweighed individuals.
Key words: Obesity, food substitutes, meal replacement, nutritional
orientation.

INTRODUCTION

In the last decades, there was a quick increase in obesity
prevalence both in developed and in developing countries (1).
In Brazil, there has been a nutritional transition process, and
between the years of 1974/75 and 1989, there was a decrease
in the prevalence of children malnutrition (from 19.8% to
7.6%) and an increase in obesity prevalence in adults (from
5.7% t0 9.6%) (2).

RESUMO. Impacto de dieta hipocalérica utilizando substitutos
alimentares sobre o peso corporal e perfil bioquimico. Estudos
recentes usando dietas balanceadas e hipocaléricas utilizando
substitutos alimentares em algumas refei¢des tém mostrado resultados
positivos. Ndo existem estudos com a populagio brasileira sobre a
eficiéncia de substitutos alimentares aliados a dietas hipocaléricas.
O objetivo deste estudo foi o de verificar os efeitos desta intervengio
com dieta utilizando substitutos alimentares em refei¢es, sobre o
peso corporal, perfil lipidico, e niveis de glicose e insulina. Foram
selecionados 78 adultos de 20 a 50 anos, ambos sexos com Indice de
Massa Corporal (IMC) entre 25 ¢ 35 kg/m? . O estudo teve a duragio
de seis meses sendo trés de intervengfo e trés de manutengdo. A
populagdo foi dividida randomicamente em dois grupos: A ( controle,
que recebeu 3 meses de orientagio nutricional e de atividade fisicae
3 meses de substituto alimentar em uma refeicdo ) e B (intervengo,
que recebeu durante 3 meses substituto alimentar em 2 refeigdes e 3
meses com apenas uma refeigdo substituida ). Analises de consumo
alimentar, bioquimica, antropométrica e percentagem de gordura
corporal foram realizadas ao inicio, trés e seis meses. Ambos grupos
mostraram diminuigdo significativa do peso corporal, % gordura
corporal € IMC aos 3 e 6 meses de interveng&o. No entanto o grupo
B perdeu significativamente mais peso. Ao final do tratamento,
nenhum caso do grupo A e 25% do grupo B, apresentaram perda de
peso superior a 10% dos valores iniciais. Em relagdo aos valores
bioquimicos, triacilgliceréis, LDL colesterol e glicose foram
significativamente inferiores aos valores iniciais somente para o grupo
intervengdo. Concluimos que o uso de substitutos alimentares dentro
de um plano de redugio calérica equilibrada pode ser uma ferramenta
eficiente para a perda de peso corporal em adultos brasileiros com
excesso de peso.

Palavras chave: Obesidade, sobrepeso, substitutos alimentares,
orientagdo nutricional

Since obesity presents a major association with metabolic
changes, such as dislipidemia, hypertension, hyperinsulinemia
and glucose intolerance(3-5), it is necessary to implement
intervention and prevention measures to fight against that
nutritional disorder.

A decrease of 5 to 10% of the initial weight has been shown
to be effective in reducing the risk factors for cardiovascular
diseases (6).

Changing life style by means of a hypocaloric and balanced
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diet, together with physical activity, seems to be the most
benefic strategy (7). However, one of the major difficulties in
weight loss programs is treatment compliance and long-term
weight maintenance.

Recent studies using balanced hypocaloric diets with food
substitutes in some meals, have presented positive results
concerning those two aspects (8,9). It is believed that those
products have, in their formulation, an adequate nutritional
composition and that they facilitate the control of calorie
intake. There are no studies with the Brazilian population on
the efficacy of using food substitute, together with a
hypocaloric diet, and its impact on the body weight and
metabolic profile of obese individuals.

ABESO, the regional branch of the IOTF (International
Obesity Task Force) has presented data showing thatin Brazil,
40% of adult population is overweight (19).

Nonetheless, obesity in Brazil is associated with high intake
of food and sedentarism, and morbid obesity is not as prevalent
as itis in the United States, Regional habits of food intake are,
sometimes, maintained, using the traditional combination of
rice and beans, meat and salads instead of fast food.

Therefore, the objective of the present study was to verify
the effects of a hypocaloric diet using food substitutes on the
body weight, lipid profile, and glucose and insulin plasma
levels.

MATERIALS AND METHODS

Sample

The researchers selected 78 subjects of both genders (73
women and 5 men), with ages between 20 to 50, and a body
mass index (BMI=Weight (kg)/ Height (m?)) between 25 kg/
m?and 35 kg/m?. The subjects were recruited through ads in
the magazines and newspapers of the municipality of Sao
Paulo. The study excluded individuals with previous history
or presence of chronic diseases, endocrinal, psychiatric
disorders, excessive use of alcohol, or under drug or dietetic
treatment for weight loss in the last six months, individuals
with changes in the lipid profile or lactose intolerant.

The study lasted for six months, and it was divided in 2
phases of three months each. During the first phase, the sample
was randomly divided in two groups with similar ages and
genders:

Group A: control group, patients were submitted to a
hypocaloric diet with nutritional orientation.

Group B: study group, patients were submitted to a
hypocalbric diet, with the same calorie amount of the other
group, and replacing two meals, a major one (either lunch or
dinner) and a small one (breakfast) with a food substitute.

In the second phase, groups A and B were submitted to a
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hypocaloric diet, replacing only one meal (either lunch or
dinner) with a food substitute.

Patients were assessed as to their lipid profile (total and
fraction cholesterol, triglycerides) and as to their glucose and
insulin plasma levels, at the beginning, and after three and six
months after the beginning of the study.

The study was conducted according to the research
regulating guidelines that involve human beings, which are in
the CNS Resolutions, on 196/96, approved by the Ethics
Committee of the Post Graduation and Research Council of
the Federal University of Sdo Paulo, protocol # 1253/02. All
participants of the study were volunteers and had their consent
inform taken and signed. No financial compensation was
established.

Anthropometric evaluation

In order to asses, the body weight a Filizola platform scale
was used, with a maximum load of 150 kg and 100 g accuracy.
The scale was calibrated before each measurement, and the
patients were weighed standing up, with their back to the
measurement line of the scale, barefoot, and wearing a
minimum amount of clothes, with their arms down and their
eyes looking at a fixed point ahead of them to prevent
oscillations in the measurement readings (11). '

In order to measure their height, a stadiometer was used
with an accuracy scale of 0.1 cm. The patient was positioned
on the basis of the stadiometer, in an upright position, barefoot,
with the upper limbs down at their sides, feet together, trying
to make the posterior surface of the heels, pelvic waist, scapular
waist, and occipital region touch the measuring scale. A cursor
helped to determine the measure that corresponded to the
distance between the plantar region and the vortex, being the
assessed subject in aspiratory apnea and with the head oriented
to the Frankfurt plan parallel to the ground (11).

In order to evaluate the body fat distribution, abdominal
circumference was used, measured from the middle point
between the last costal arch and the iliac crest, and the hip
circumference, measured in the most protuberant side of the
glutei (11). Body fat was estimated based on equations to
predict body density. From this results % body fat can be
calculed. Women body density, was estimated with Jackson
et al. (1980) equation (12).

Dietary prescription

Patients were submitted to a dietary program with a meal
plan, between 1300 kcal for those with BMI lower than 30
kg/m? and 1500 kcal for those with BMI higher than 30 kg/
m?. The diet was balanced with 50-55% of carbohydrate, up
to 30% of total fat and 20-25% of protein regarding the total
energetic value of the diet. '

Individualized meal plans were developed with the help
of a list of food substitutes, divided in groups and portions
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with same calorie amount. Patients were told to have at least 4
to 5 daily meals, to eat larger amounts of food rich in vitamins,
minerals, and fibers, such as fruit, vegetables, grains, lean meats
and low-fat dairy products and to reduce the intake of saturated
fat, fried food, sweets, candies and soft drinks. All the patients
had a follow up every fifteen days in an individual appointment
with a nutritionist.

The food substitute that was used was a “shake” offered in
a liquid form (325 ml per meal) or in powder (33g of powder
in 235ml of skim milk), enriched with vitamins and minerals.
Nutritional composition of macronutrients is shown in Tables
1 and 2.

TABLE 1
Nutritional composition of the product 33g of powder
product added to skim milk

Energy value (kcal) 220
Total fat (g) 25
Carbohydrate (g) 40
Protein (g) 10
TABLE2
Nutritional composition ready-to-feed version product

Energy value (kcal) 200
Total fat (g) 1.5
Carbohydrate (g) 36

Protein (g) 11

Biochemical tests

Total and fraction cholesterol, triglycerides, glucose and
insulin were tested at the beginning of the intervention and
then after three and six months later.

All the tests were done when patients were fasting for 12
hours. Glucose, total and fraction cholesterol, and triglycerides
were analyzed by the colorimetric enzymatic test, whereas
insulin was analyzed by electrochemical luminescence.

Statistical analysis

The changes in the value of the anthropometric and
biochemical variables, according to treatment group, were
assessed by Generalized Estimating Equation (GEE) method
(13). T-Student tests were conducted to compare changes of
those measurements at each specific time point with the initial
value. The test was deemed significant when p value was lower
than 0.05. The statistical pack Stata version 7.0 was used for
the analysis. ’

FISBERG et al.

RESULTS

After six months of treatment, 56 subjects continued with
the program. Out of the 22 that abandoned the research (all
female), 2 became pregnant, 1 moved out of the State and |
had to go through a major surgery. The demographic, socia]
and economical characteristics and the study group among
those who abandoned the study were similar to those of the
subjects that remained (data not shown).

Out of the total number of subjects that were in the
beginning of the study, 5 were male (3 in group A and 2 in
group B). The mean age of the subjects between the control
and intervention groups was 35.36 (7.85) and 36.59 (7.31)
years, respectively.

Initially, the groups did not present differences as to the
anthropometric and biochemical variables. Both groups
showed a significant decrease in weight, and consequently in
their BMI, in the third and sixth month of follow up. However,
weight loss in group B was higher than in group A (Table 3).
Upon analyzing the mean values of the waist circumference,
it was verified that group A presented a significant reduction
only in the sixth month, while group B showed that reduction
already in the third month. Fatty mass percentage results,
showed only for female group, were signicantly reduced for
both groups ( p<0,05) . Group B presented higher reduction
of fat, but no clinical or estatistical signifance was achieved.

Figure 1 shows the percentage mean of weight loss
according to treatment group. In the first treatment month
there was no difference in the percentage of weight loss
between the groups. As of the second month, group B presents
a more enhanced weight loss. As of the fourth month this
difference shows to be significant (p<0.05).

At the end of the treatment, 25.0% of the patients of the
group B presented a weight loss higher than 10% of the initial
weight, whereas in group A none of the patients presented a
percentage of weight loss equal or higher than 10%. In both
groups, 35.7% of the patients lost between S and 10% of the
initial weight and 32.1% of the study group and 50.0% of the
control group lost between 0 and 5%. Four patients of group
B gained, in average, 1.37% (0.78) and two patients of group
A gained, in average 0.75% (0.64).

There was a higher reduction in the biochemical variables
in the first three months, in both treatment groups (Table 4).
Comparing the triglycerides, LDL-cholesterol and glucose
levels, between the beginning and after the three and six
months of treatment, there was a significant reduction in the
individuals only in group B. It is observed that as to insulin,
group B was the only one to present a significant reduction in
the third month.
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TABLE 3

Mean (SD) changes in anthropometric measures at beginning, after three
and six months of treatment

Initial Third Month Sixth Month
N° of patients Group A 36 31 28
Group B 42 36 28
Weight (kg) Group A 78.11 (11.29) 75.61 (12.91)* 74.62 (12.28)*
Group B 80.53 (13.34) 74.71 (11.98)* 73.11 (12.93)*
Weight loss (kg) § Group A —_ -2.72 (2.10) -3,69 (3.10)
Group B — -4.32 (3.51) -7,16 (4.85)
IMC (kg/m?) Group A 29.77 (3.03) 28.82 (3.36)* 28,42 (3.16)*
Group B 29.55 (3.20) 27.93 (3.10)* 26,94 (3.12)*
Waist (cm) Group A 89.96 (11.42) 88.01 (10.31) 86.14 (10.19)*
Group B 92.31 (11.74) 84.61 (8.82)* 83.41 (9.18)*
Hip (cm) Group A 108.46 (6.78) 104.51 (7.15)* 104.77 (6.76)*
Group B 111.39 (7.97) 104.03 (7.79)* 104.03 (8.77)*
Body Fat (%) Group A 37.57(5.35) 35.96 (6.25)* 34.80 (6.31)*
Group B 37.55(5.52) 33.81 (6.01)* 33.42 (5.37)*

Data are represented by means and standard deviation N(SD). * T-student test compared with first observation.
§ GEE: treatment effect (p<0.001).

TABLE 4
Biochemical measures at beginning, and after three and six months of treatment
Initial Third Month Sixth Month
Cholesterol Group A 201.53 (43.20) 174.46 (36.04)* 187.96 (33.07)*
Group B 193.81 (33.03) - 168.14 (31.38)* 179.39 (26.79)*
HDL-cholesterol Group A 53.72 (14.94) 50.71 (13.75) 53.39 (13.60)
Group B 54.12 (13.40) 49.69 (10.66)* 54.68 (13.26)
LDL-cholesterol Group A 123.39 (42.20) 107.00 (31.95)* 114.46 (31.38)
Group B 114.34 (31.05) 99.25 (29.33)* 107.14 (21.36)*
VLDL-cholesterol Group A 25.61 (15.82) 20.22 (10.25)* 20.11 (9.34)*
Group B 22.19 (10.26) 17.61 (7.95)* 17.57 (10.50)*
Triglycerides Group A 117.61 (64.37) 100.83 (51.13)* 101.00 (46.74)
Group B 110.61 (51.54) 88.19 (39.83)* 87.82 (52.09)*
Glucose Group A 90.97 (8.91) 84.09 (9.36)* 89.96 (13.39)
Group B 88.57 (8.54) 84.61 (8.46) 85.10 (7.38)*
Insulin Group A 10.53 (4.65) 10.21 (5.22) 9.45 (4.23)
Group B 10.47 (6.52) 7.43 3.27)* 8.33 (4.60)

Data are represented by means and standard deviation N(SD). * paired t-student test with initial data.
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FIGURE 1
Percentage average of initial weight change during 6 months
of treatment, in group A (control)
and group B (intervention)
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There was a significant change of relative loss weight throughout time, in
the GEE model (p<0.05).

DISCUSSION

Obesity treatment, by means of dietetic intervention and
physical exercises, not always presented positive results, due
to a high rate of individuals that either give up or do not comply
with the several treatments. Another aspect that has drawn
attention in weight loss programs is the difficulty that many
individuals experiment in keeping their weight for along period
(14). This fact seems to be connected to lack of encouragement
a low self-esteem.

In the present study, two groups (study and control groups)
were followed up for six months. Both received the same
dietetic guidance, but the study group was oriented to use a
food substitute in the breakfast and in other meal during three
months. From the third to the sixth month both groups started
to use food substitutes in one of the major meals. It was
observed that in the first month of treatment, that both groups
presented similar decrease of body mass, an average of 3% of
the initial values. It was concluded that all patients were highly
motivated and eager to reduce energy intake. After this initial
observation, treatment group presented a significant decrease
of weight and after three months, this was a two fold decrease
as compared to control group: (-2.72 (2.1) x -4.32 (3.5)). As
of the second intervention period, the percentage of weight
loss was significantly higher in the study group than in the
control group (Figure 1). These results confirm those of other
studies that evaluated the effect of a hypocaloric diet combined
with the use of food substitutes for different periods.

FISBERG et al.

Ditschuneit et al. (8) in a research conducted with a
protocol with very similar design as ours, but with larger
follow up, showed similar data. The average of weight loss in
the first three months in the weight of the group that used
food substitute was 7.1 (3.5) kg and in the control group was
1.3 (2.2) kg. An analysis conducted on studies on the efficacy
of food substitutes use in weight loss programs showed that
individuals that used food substitutes presented a more
significant weight loss than those that only had a conventional
nutritional guidance, and the average difference was 2.54 to
3.01 kg between the two groups in the first three months (15).

One of the advantages of using food substitutes is the
control of caloric intake, once the individual only consumes
a certain amount of calories. Another benefit is the composition
of those products, because besides vitamins and minerals, they
also have fibers that increase the feeling of being satisfied.

The emphasis is the program proposed in this study. Both
groups had nutritional follow up every fifteen days, by
nutritionists and were encouraged to carry out frequent
physical activities. Therefore, the proposal is to adopt a healthy

" life style, by means of a balanced and hypocaloric diet and

physical exercises, using food substitutes.

Upon analyzing the biochemical profile, both groups
presented positive results. This can be seen as a result of the
significant weight loss, once a weight loss of 5 to 10% of the
initial weight is associated with improvement in metabolic
profile (16). The difference in the lipid profile between the
two groups was that in the study group there was a significant
difference between the levels at the beginning and at the end
of the six months for triglycerides and LDL-cholesterol,
whereas in the control group this difference was observed
only in the third month. This result might be a result of the
mean values relatively normal of the lipid profile variables
presented by both groups at the beginning of the study.

Ditschuneit et al. (17) evaluated the impact of the caloric
restriction using food substitute on the lipid profile and verified
that there was a significant reduction in triglycerides, only in
the group that used food substitute in the third intervention
month. The mean weight loss in this group was 7.8 (3.7) % of
the initial weight. Another study that evaluated the metabolic

_ profile of individuals that used food substitutes showed that

the improvement of the lipid profile took place mainly in those
individuals with total cholesterol higher or equal to 220 mg/
dL and that presented weight loss of more than 5% of the
initial weight (9).

As to insulin, it was verified that the study group was the
only one to present a decrease in the mean values in the first
three month. This result might be associated to a larger
reduction in the waist circumference, also observed in this
group, in the third month (control group: -1.95 cm; study
group: -7.7 cm). Rice et al. (18)in a study conducted with
obese men observed that abdominal fat reduction was critical
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to improve sensitivity and reduce insulin plasma levels.

Throughout the study, the only manifestation of side effects
that could be associated to product use was a transitory
elimination of flatus, which discontinued after two weeks of
drug usage. Both in the control and in the study group there
was a significant change of life styles, with a gradual increase
of physical activity and reduction of body measures. In an
individual and qualitative analysis of attitude changes, all the
patients mentioned incorporation of new types of food to their
diet, reduction in fried food, chocolate and sweets
consumption, and, at the same time, they mentioned a major
change in the family dynamics. Even with not much significant
weight loss, there was a change in the type of clothing, social
and sexual activity, with more acceptance by the family and
social group, regardless of the analysis group. Nutritional
guidance programs, with logistics and situational support for
daily situations are essential for those attitude changes

As seen in many developed and developing countries,
Brazil is going through a nutritional transition, with a wide
increase in obesity prevalence.

Nonetheless, obesity treatment presents high rates of lack
of commitment, with patients continuingly dropping of. Using
a food substitute, helping them to daily plan their meals, has
proved to be very satisfactory during this study, with a high
acceptance of product and of the entire nutritional program.

In conclusion, the use of food substitutes together with a
balanced, hypocaloric diet, and the change in food habits
proved to be efficient in weight loss for Brazilian, overweighed
individuals, being a good alternative for overweight and
obesity follow up.
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RESUMEN. La excrecién de deoxipiridinolina se relaciona a factores
de riesgo asociados a pérdida de masa dsea, como es'el caso de la
disminucién de estrégenos. En el presente trabajo se determind la
excrecién de deoxipiridinolina en mujeres mexicanas en etapa
postmenopéusica y su asociacién con indicadores antropométricos,
densidad mineral 6sea, calcio y fésforo dietarios, afios de
postmenopausia y estradiol sérico. La densidad mineral ésea en el
antebrazo y en el calcineo de 47 mujeres de 45 a 63 afios se midié
utilizando absorciometria dual de rayos X. Parala ingestion de calcio
y fésforo se aplicé un registro duplicado de consumo de alimentos
de 24 horas. Para la cuantificacién del estradiol y de la
deoxipiridinolina se utilizé un equipo automético Imx y la técnica
de ELISA, respectivamente. El promedio de excrecién de
deoxipiridinolina fue de 7,27 £+ 5,31 nM/mM. El 29,8% de los valores
individuales rebasaron los limites normales. La deoxipiridinolina se
asocid significativamente a estradiol (r=-0,37, p=0,01) y aafios de
postmenopausia (r =0,35, p = 0,02), pero no hubo asociacién de
deoxipiridinolina con peso, talla, densidad mineral ésea, ni con el
consumo de calcio y fésforo. En conclusién, alrededor del 30% de
las mujeres estudiadas presentaron un valor promédio elevado de
deoxipiridinolina. Si se considera la correlacién negativa entre la
deoxipiridinolina y el estradiol sérico, este segmento de la poblacién
puede considerarse en riesgo de pérdida acelerada de masa dsea. La
terapia de reemplazo hormonal es importante para prevenir la pérdida
acelerada de masa Gsea en mujeres en etapa postmenopéusica.
Palabras clave: Deoxipiridinolina; postmenopausia; antropometria;
densidad 6sea; estradiol.

INTRODUCCION

Los marcadores de actividad 6sea son metabolitos
producidos durante el proceso de recambio éseo. Su
cuantificacién se realiza en estudios de investigacién para
reforzar los resultados obtenidos al medir la masa ésea y para
monitorear cambios de actividad ésea al aplicar pricticas de
intervencidn terapéuticas en personas con masa 4sea
disminuida (1,2). Entre los marcadores utilizados se citan a la
osteocalcina, cuya concentracién se eleva durante la formacion
Gseay alos entrecruzadores de colageno tipo I que se aumentan
durante la resorcién 6sea (3). La deoxipiridinolina (Dpd)

SUMMARY. Relationship of deoxypyridinole excretion with bone
density, serum estradiol and years of postmenopause in Mexi-
can postmenopausic women. Deoxypyridinoline is one of the me-
tabolites produced during bone resorption. Deoxypyridinoline ex-
cretion, unlike other markers, is not affected by diet, or the activity
level of other tissues. In postmenopausic women, increased excre-
tion of deoxypyridinoline has been associated with increased bone
mass loss. The objective of this study was to determine the associa-
tion of deoxypyridinoline excretion in postmenopausic Mexican
women with anthropometric factors, bone mass density, calcium and
phosphorous intakes, post menopause years and serum levels of es-
tradiol. The concentration of deoxypyridinoline in 24 h urine was
determined utilizing an ELISA technique. An average of 7,27 + 5,31

nM Dpd/mM creatinine was found. A negative correlation between
deoxypyridinoline and serum estradiol levels (r = -0,37, p = 0,01)
was found. Post menopausic years correlated positively (r = 0,35, p:
= 0,02) with Dpd. No significant correlation between
deoxypyridinoline and anthropometric data, bone mass density, cal-
cium and phosphorous intakes was found. In conclusion, 30% of
the subjects of this study had elevated levels of deoxypyridinoline
excretion and taking into consideration the negative correlation ob-
served with serum estradiol, this segment of the population could be
at risk for accelerated bone loss. Hormone replacement is important
for post menopausic women to prevent increased bone loss.

Key words: Deoxypyridinoline, postmenopause, anthropometry.

bone density and serum estradiol.

proviene de entrecruzadores de colédgeno y a diferencia de’
otros marcadores de resorcién ésea su excrecién no se V€
afectada por la dieta ni por el grado de actividad de otros tejidos
diferentes al hueso (4). Su elevacién se observa en los procesos.
que implican pérdida acelerada de masa 6sea como es el caso
de mujeres en etapa menop4usica sin terapia de reemplazo
hormonal (5-10). La excrecién de Dpd también se relacion®
directamente a factores de riesgo asociados a pérdida de mas2
6sea, como es el caso de la disminuci6n de estr6genos. Mazess.
y Barden (11) mostraron la utilidad de cuantificar marcadores
de resorcién 6sea al reportar que los valores elevados de calcio:
urinario/creatinina en un grupo de mujeres jovenes no
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correspondian a pérdidas 6seas, dado que la excrecion del
marcador de resorcién 6sea utilizado no estaba elevada. El
objetivo del presente trabajo fue determinar la excrecién de
Dpd en mujeres mexicanas en etapa postmenopdusica y su
asociacién con indicadores antropométricos, densidad min-
eral 6sea, calcio (Ca) y fésforo (P) dietarios, afios de

postmenopausia y estradiol sérico.
MATERIAL Y METODOS

Sujetos

Los detalles referentes a la seleccién de mujeres, criterios
de exclusién, estudios antropométricos, dietarios, densidad
mineral 6sea y estrégenos fueron reportados por nosotros con
anterioridad (12). En resumen, participaron 47 mujeres de 45
a 63.aflos de edad, quienes tenian al menos un afio de haber
presentado la menopausia. Se midi6 el peso y la talla en una
balanza (A&D, Japan) y en un estadiémetro portatil (Holtain,
UK), respectivamente. En orina de 24 h se determiné creatinina
usando un juego de reactivos comercial (Randox Laborato-
ries Ltd., Ardmore UK). Se aplic6 un registro duplicado de
consumo de alimentos de 24 horas para medir la ingestién
dietariade Ca y P (12). La densidad mineral ésea en antebrazo
(DMODb) y en el calcineo (DMOt) se midié utilizando
absorciometria dual de rayos X (PIXI lunar Radiation Corp.,
Madison, Wisc., USA) y para la cuantificacién de estradiol
sérico se utilizé un equipo automadtico Imx (Abbott Laborato-
ries de México). Los criterios de exclusién fueron la presencia
de enfermedades (Enfermedad de Cushing’s,
hiperparatiroidismo, enfermedades renales) y la toma de
medicamentos reconocidos por afectar el metabolismo éseo
(anticonvulsivos, corticosteroides, thiazidas, tiroxinas) (12).

Determinacién de Dpd

La cuantificacién de Dpd en orina se realiz6 utilizando la
técnica de ELIS A con anticuerpos policlonales antipiridinolina
(Metra Biosystems, Inc. Mountain View, CA). La densidad
Optica de las muestras se obtuvo en un lector de microplacas
Bio-rad Modelo 550 (BIO RAD, Japan), a 405 nm. La
concentracién de Dpd urinaria se corrigié en base a la
excrecién de creatinina. El rango de valores normales para
mujeres de 25 a 44 afios de edad es de 3,0-7,4 nM/mM de
acuerdo a los datos reportados por Metra Biosystems (Metra
Biosystems, Inc. Mountain View, CA).

Anilisis estadistico

Se utiliz6 el paquete NCSS 60 (13) para obtener el andlisis
€stadistico descriptivo. Se calcul6 el coeficiente de correlacion
de Spearman para determinar la asociacién entre Dpd y las
variables antropométricas, dietarias, afios de postmenopausia,
DMO y estradiol, ajustando para edad, peso y talla. Los datos
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dietarios y de Dpd se transformaron a log considerando que
no mostraron distribucién normal.

RESULTADOS

La Tabla 1 presenta los datos antropométricos, los afios de
postmenopausia y los valores de Dpd urinaria de las mujeres
participantes en el estudio. Se incluyeron mujeres de 48 a 63
afios con un promedio de 55,7 afios de edad y 8,6 afios de
postmenopausia (12). El promedio de Dpd fue de 7,27+ 5,31
nM/mM, encontrandose dentro del rango normal (3,0-7,4 nM/
mM) para mujeres de 25 a 44 afios de edad, de acuérdo a los
datos reportados por Metra Biosystems (Metra Biosystems,
Inc. Mountain View, CA). Sin embargo, aproximadamente la
tercera parte (29,8%) de los valores individuales rebasaron el
limite superior del rango normal.

TABLA1
Edad, antropometria, afios de postmenopausia y excrecién
urinaria de Dpd en mujeres postmenopdusicas
de Hermosillo, Sonora, México (n=47)

Caracteristicas Mediat SD Rango
Edad, afios 55.71+4.1 48 - 63
Peso, kg 71.7+10.8 46.6 - 101.2
Talla, m 6t 0.1 1.5 - 1.7
Afios de postmenopausia 8.6+6.11 1-26
Dpd (nM/mM Cr) 7.27 £5.31 0.68 - 3043

Dpd = Deoxipiridinolina; Cr = Creatinina

La matriz de correlacién con los datos de Dpd,
antropometria, afios de postmenopausia, niveles séricos de
estradiol, DMOt, DMOb y Ca y P dietario se muestran en la
Tabla 2. El estradiol sérico correlacion6 negativamente con
Dpd (r = -0,37, p = 0,01), mientras que los afios de
postmenopausia mostraron una asociacién positiva (r =0,35,
p = 0,02). Dichas asociaciones no se modificaron al ajustar
por peso, talla y edad. No hubo correlacién significativa de
Dpd con las variables antropométricas, con los valores de
densidad Ssea en las dos regiones anatémicas estudiadas, ni
con el consumo de Ca y P ajustado por energfa.
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TABLA?2
Coeficientes de correlacién de Spearman entre
antropometria, estradiol, densidad mineral ésea, afios
de postmenopausia, Dpd, f6sforo y calcio dietarios?

Dpd p
Edad 0.10 0.50
Peso 0.15 0.31
Talla -0.10 0.52
Estradiol -0.37 0.01
DMOt -0.04 0.78
DPMOb -0.09 0.55
Afios Men - 0.35 0.02
P -0.04 0.78
Ca -0.17 0.27

'DMOt = Densidad mineral 6sea del calcianeo; DMOb = Densidad
mineral sea del antebrazo; Afios Men = Afios de postmenopausia;
Dpd = deoxipiridinolina; P = fésforo dietario; Ca = Calcio dietario.

DISCUSION

La Dpd es un marcador de actividad 6sea de elevada espe-
cificidad. Vesper et al (2) hicieron varias recomendaciones
enfocadas a disminuir la variabilidad de los valores de
piridinolina y Dpd. Entre otras sugerencias y coincidiendo con
Eastell et al (14), sefialaron que la recoleccién de orina de 24
h ofrece la ventaja de medir la excrecién diaria integradade la
Dpd y ademis permite disminuir la variacién intraindividual
de la excreci6n de creatinina. Yu et al (15) cuantificaron Dpd
en mujeres premenopéusicas y en postmenopiusicas con y
sin terapia de reemplazo hormonal. Sus resultados mostraron
valores més elevados en las mujeres postmenopdusicas sin te-
rapia de reemplazo hormonal (6,82 + 1,51 nM/mM creatinina)
al compararlas con las premenopausicas (5,37 + 0,92 nM/mM
creatinina) y con las postmenop4iusicas con terapia hormonal
(4,77 £ 1,77 nM/mM creatinina). Pfister et al (16) publicaron
niveles de Dpd de 7,43 £2,53 y 8,91 +4,5 nM/mM creatinina
en mujeres de 41 a 90 afios de edad previamente clasificadas
como normales y osteopordticas, respectivamente. En nuestro
estudio, el valor medio de Dpd se encuentra dentro del rango
normal, sin embargo la tercera parte de los valores individua-
les superaron los limites normales, indicando que en este gru-
po de mujeres existe una resorcién 6sea elevada. I.a medicién
de la densidad mineral 6sea, clasificé al 37% de las mujeres
como osteopénicas (12). Aparici et al (17) reportaron una pre-
valencia del 31% de resorcién 6sea acelerada en mujeres
climatéricas con 4,5 afios de menopausia, utilizando como mar-
cador a la Dpd.

La asociacién negativa entre la Dpd y los niveles de
estradiol ha sido publicada para mujeres con deficiencias se-
veras de estradiol (18, 19) y en mujeres mayores de 60 afios
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con disminucién gradual de la masa 6sea (16). Raisz et a|
(20) reportaron una reduccién en los pardmetros de resorcién
y un aumento en los de formacién 6sea en mujeres
postmenopdusicas tratadas con estrégenos.

En estudios reportados por Gorai et al (21) y por
Zittermann et al (22) se sugiere que atin los cambios ciclicos
en los niveles de los esteroides sexuales durante el ciclo
menstrual de las mujeres jévenes, pueden provocar variacio-
nes en los marcadores de formaci6n y resorcién 6sea. En nues-
tro estudio, la asociacién negativa entre Dpd y estradiol (p =
0,01) permanecié significativa aiin después de ajustar por peso,
talla y edad. Por lo tanto, cubrir los niveles séricos de estradiol
podria ser una medida preventiva contra la pérdida 6sea aso-
ciada a los bajos niveles de esta hormona Sin embargo es
importante que antes de iniciar una terapia estrogénica las
mujeres conozcan sus riesgos y beneficios y que con esa base
consideren iniciar dicha terapia. Entre los efectos benéficos
de la terapia estrogénica se sefialan, ademds de la prevencién
de pérdida de masa 6sea, posibles propiedades
neuroprotectoras (23), disminucién de los niveles de colesterol
en mujeres hipercolesterolémicas en etapa postmenop4usica
(24) y disminucidn de los sintomas de la menopausia (25),
Por otra parte, Kerlikowske et al (26) calcularon el riesgo
relativo de cdncer de pecho en mujeres que participaron en
estudios publicados entre 1996 y el 2000 y concluyeron que
1a probabilidad de céncer de pecho es mayor cuando la tera-
pia incluye progestina y tiene una duracién de cinco afios o
mias. Otros riesgos a la salud que se relacionan con la terapia
estrogénica son tromboembolia (27) y enfermedades
coronarias del corazén (28).

Las alteraciones en los niveles hormonales y en los mar-
cadores de actividad 6sea se observan en mayor o menor pro-
porcién durante la menopausia. Garnero et al (29) publicaron
que la sola presencia de la menopausia increment6 los nive-
les de marcadores de formaci6n 6sea hasta un 52%, mientras
que los de resorcién Gsea aumentaron hasta un 97% en muje-
res con 40 afios de postmenopausia. Se sefiala que dichos in-
crementos se conservan o se elevan con la edad o con los
afios de postmenopausia. En el mismo sentido, Eriksen et al
(30) manifiestan que la pérdida acelerada de hueso esponjo-
so durante la postmenopausia es el resultado de una respues-
ta inadecuada de formacién 6sea frente a una resorcién 6sed
acelerada.

Otros estudios puntualizaron que la resorcién ésea pre-
senta diferentes grados de actividad a través del tiempo de
postmenopausia. Iki et al (31) reportaron una pérdida 6se?
acelerada durante los primeros 10 afios posteriores a la me-
nopausia, mientras que de acuerdo a los resultados de Taguchi
et al (32) la resorcién Gsea se incrementa draméticamentt
dentro de los primeros cinco afios de postmenopausia y per-
manece elevada en mujeres osteopordticas. Mazzuoli et al
(33) cuantificaron un marcador de formacién (fosfatas?
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alcalina plasmética) y uno de resorci6én ésea (hidroxiprolina
urinaria) en mujeres pre y postmenopéusicas saludables de
40 a 60 afios de edad y concluyeron que aiin cuando la resor-
ci6n 6sea supera a la formacién en los 2 primeros afios de
postmenopausia, la formacién 6sea predomina los siguientes
3 6 5 aiios, de tal manera que, en cierta medida, existe una
reparacién del desequilibrio entre la resorci6n y la formaci6n
6sea. La correlacién positiva entre los afios de postmenopausia
y los niveles de Dpd, en el presente estudio, no se modificé
cuando se ajustd por edad, peso y talla.

La falta de correlacién entre los valores de densidad 6sea
y Dpd se puede explicar al considerar que Ia densidad 6sea
actual no solo es reflejo de la pérdida registrada durante los
afios de postmenopausia sino que también lo es de la cantidad
de masa ésea alcanzada durante la adolescencia y juventud.
Respecto a la relacién no significativa entre Dpd y consumo
de Ca, Kirkkidinen et al (34) coinciden con nuestro resultado
al no encontrar efecto de diferentes dosis de Ca sobre marca-
dores de formaci6n y resorci6n sea, atin cuando ellos repor-
taron una disminucién de la hormona paratiroidea y un au-
mento de la concentracién de calcio sérico ionizado. En cuanto
a larelacién Dpd-ingesta de P, existen reportes realizados en
mujeres (35, 36) y en hombres (37) en los cuales los resulta-
dos, al igual que los nuestros, mostraron cambios no signifi-
cativos en los niveles urinarios de marcadores de resorcién
6sea frente a ingestas elevadas de fésforo.

En conclusién, los resultados obtenidos en el presente es-
tudio mostraron un valor promedio de excrecién de Dpd de
7,27 £ 5,31 nM/mM en mujeres mexicanas en etapa
postmenopdusica. Dicho valor se encuentra dentro del rango
normal, sin embargo alrededor de la tercera parte de las muje-
res estudiadas podria, en afios futuros, ver comprometidos sus
valores de masa 6sea como efecto de una actividad 6sea au-
mentada. Cubrir los niveles séricos de estradiol, entre otras
medidas, ofreceria cierto grado de proteccién frente a la pér-
dida 6sea asociada a los bajos niveles de esta hormona.
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Alarcon-Corredor OM, Guerrero Y, Ramirez de Ferndndez M, D’Jesis I, Burguera M, Burguera JL,
Di Bernardo ML, Garcia MY y Alarcén AO

IVAIQUIM (Instituto Venezolano-Andino para Investigaciones Quimicas), Facultad de Ciencias,
Escuela de Nutricién y Dietética. Facultad de Medicina. Universidad de Los Andes. Mérida. Venezuela

RESUMEN. Se considera que la mayoria de las dietas occidentales
satisfacen los requerimientos diarios de cobre debido a su presencia
ubicua en los alimentos. Estudios recientes han demostrado que el
cobre aliientario se encuentra a menudo por debajo de sus
requerimientos diarios, lo que puede determinar una carencia de este
elemento. Esta carencia esti asociada con hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia, tanto en humanos como en animales
experimentales. En el presente estudio de intervencién se examiné
el efecto de la administracién de 5 mg de Cu/dia, en 73 pacientes
(grupo tratado), de ambos géneros, con edades entre 26 y 48 afios,
con niveles séricos elevados de colesterol total y de triglicéridos sin
tratamiento con drogas hipolipémicas y se compar6 con 73 pacientes
hiperlipémicos no sometidos a tratamiento con Cu (grupo control),
quienes fueron agrupados por género, edad, peso corporal, consumo
de cigarrillos, ingesta de calorfas y grasas y actividad fisica. Antes
de administrar el cobre, se extrajo una muestra de sangre para las
determinaciones de cobre, cinc y lipidos séricos. Al final del periodo
experimental (45 dfas), se obtuvo una nueva muestra de sangre para
las determinaciones correspondientes. Los resultados sugieren la
existencia de una carencia marginal del elemento traza en el 38% de
los sujetos y demuestran que el cobre disminuye significativamente
(p<0.05) los niveles séricos de colesterol total (r= -0.976), de
triglicéridos (r= -0.972), de LDL-colesterol (r=-0.961) y de cinc (r=
-0.980) con un ligero incremento (r=0.894) del HDL-colesterol. Estos
hallazgos demuestran que el cobre se puede emplear en el tratamiento
de los pacientes con hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia;
sunque los mecanismos, que explican como el cobre determina estos
cambios, no se conocen exactamente. ’

Palabras clave: Perfil lipidico, colesterol, triglicéridos, suplemento
de cobre, hiperlipidemia, cinc sérico.

INTRODUCCION

El cobre (Cu) es un elemento traza esencial necesario para
¢l desarrollo y el mantenimiento de la integridad cardiovas-
cular y 6sea, la estructura y funcién del sistema nervioso cen-
tral, (incluyendo el desarrollo y la funcién del cerebro), la
funcién eritropoyética, el crecimiento corporal, los
mecanismos de defensa del huésped, la maduracién de las
¢élulas sanguineas blancas y rojas, el transporte del hierro, el
metabolismo del colesterol y de la glucosa y la contractilidad
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SUMMARY. Effect of copper supplementation on lipid profile
of Venezuelan hyperlipemic patients. It has been assumed that most
Western diets satisfy the requirement of copper/day because of ubiq-
uvitous presence of this element in most foods. Recent studies have
shown that dietary copper (Cu) may often fall below the estimated
daily requirements, what could determine a deficiency of this trace
element. This deficiency is associated with hypercholesterolemia and
hypertrigliceridemia, both in human and experimental animals. In
the present intervention study was examined the effect of the ad-
ministration of 5 mg of Cu/day in 73 patients (treated group), of
both genders, with ages between 26 and 48 years, with high serum
levels of total cholesterol and triglycerides without pharmacological
treatment and compared with 73 hyperlipemic subjects non-treated
with copper (control group) who were matched by gender, age, body
weight, smoking habits, calories and fat intake, and physical activ-
ity. Before copper administration, a sample of blood was obtained
for serum determinations of copper, zinc and lipids. At the end of the
experimental period (45 days), a new sample of blood was taken for
the corresponding determinations. The results suggest the existence
of a marginal deficiency of the trace element in 38% of the subjects
and demonstrate that copper supplementation decreases (p <0.05)
serum levels of total cholesterol (r = -0.976), triglycerides (r = -
0.972), LDL-cholesterol (r = -0.961) and zinc (r = -0.980) with a
slight increment (r = 0.894) of HDL-cholesterol. These findings dem-
onstrate that copper can be used in the treatment of the patients with
hypercholesterolemia and hypertriglyceridemia. The mechanisms by
which Cu determines these changes are not known.

Key words: Lipid profile, cholesterol, triglycerides, copper supple-
ment, hyperlipidemia, serum zinc.

miocéardica (1). Las manifestaciones clinicas méis constantes
de su carencia son anemia, neutropenia y lesiones Gseas (2).
Otras manifestaciones incluyen hipopigmentacién del cabello,
hipotonfa, trastornos del crecimiento, incidencia elevada de
infecciones y alteraciones de la capacidad fagocitaria de los
neutréfilos (3). En el hombre y en los animales experimentales,
la carencia del metal también determina trastornos del
metabolismo de los lipidos con hiperlipemia que se acompafia
de modificaciones en el perfil lipoproteico (4). En sujetos
alimentados con una dieta experimental baja en cobre se
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observa un incremento en la concentracién sérica del colesterol
total y del colesterol de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL-colesterol) yuna concentracién reducida del colesterol
de las lipoproteinas de alta densidad (HDL-colesterol (5). Sin
embargo, otros experimentos no han reproducido estos
cambios en el metabolismo del colesterol (6).

Experiencias realizadas en ratas muestran que el
suplemento de cobre por via oral disminuye (p<0.05) el nivel
sérico de colesterol y de triacilgliceroles (triglicéridos) y el
contenido hepdtico de cinc (Zn) (7). En pollos, la
administracién de dosis farmacol6gicas de Cu en la dieta (250
mg Cu/kg) disminuye las concentraciones plasmaiticas y
musculares de colesterol (8) y en novillos, Engle et al. (9)
informaron que la suplementacién con 20 a 40 mg de Cu/kg
de dieta, disminuye significativamente (p<0.05) la
colesterolemia. Por su parte, Singh et al. (10) en personas con
hiperlipidemia encontraron que la ingesta diaria de 0.5 a 1
kg./dia de guayaba, que contiene altas cantidades de Cu (5.2
mg) se asocia con una disminuci6n significativa en el colesterol
sérico y en los triglicéridos. Es interesante sefialar que las
observaciones previas de Jones et al. (11) y de Medeiros et al.
(12) concluyen que los efectos de la suplementacién con Cu
sobre el metabolismo lipidico requieren de una investigacién
mas intensa..

A pesar de la extensa literatura que existe en relacién al
tema, son muy pocos los trabajos publicados respecto al efec-
to del cobre por via oral sobre los niveles de lipidos sangui-
neos en pacientes con hiperlipidemia. Por esta raz6n, el moti-
vo de la presente investigacién fue examinar el efecto de la
suplementacién con cobre sobre los niveles séricos del
" colesterol total, triglicéridos (triacilgliceroles), HDL-colesterol
y LDL-colesterol de pacientes, de ambos géneros, con
hiperlipemia. Simultaneamente se determiné la concentracién
sérica de Cu y de Zn, al inicio y al final del periodo experi-
mental. El estudio pretende demostrar que una dieta suple-
mentada con cobre disminuye los niveles de lipidos séricos
en pacientes con hiperlipidemia, con mayor efectividad que
una dieta balanceada adecuada. Esto pudiera ser de menor
costo para una terapia efectiva contra la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de los sujetos

El presente estudio de intervencioén se realiz6 en la Escue-
la de Nutricién y Dietética, Facultad de Medicina (Universi-
dad de Los Andes, Mérida, Venezuela) conjuntamente con el
Ambulatorio Belén de la Ciudad de Mérida (Venezuela). Se
seleccionaron al azar 200 pacientes, de ambos géneros, con
edades comprendidas entre 26-48 afios, que acudieron a la
Consulta Externa del Ambulatorio Belén debido a una
hiperlipidemia moderada, de los cuales 146 se incorporaron
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al estudio, de acuerdo con nuestros criterios de inclusién. De
cada uno de los participantes se obtuvo, mediante cuestiona-
rio, informacién sobre edad, género, existencia de enferme-
dades agudas o crénicas, consumo de cigarrillos y de alco-
hol, actividad fisica, habitos alimentarios e historia familiar
de cardiopatias. Todos los sujetos eran clinicamente sanos y,
por lo general, tenian un estilo de vida sedentario y se encon-
traban en el mismo nivel socio-econémico bajo. De acuerdo
con los criterios de inclusidn establecidos, s6lo personas con
LDL-colesterol mayor de 100 mg/dL; triglicéridos por deba-
jo de 400 mg/dL y colesterol total por arriba de 200 mg/dL se
incluyeron. Los criterios de exclusién fueron hiperlipemia se-
cundaria, diabetes no controlada, embarazo, lactancia, indice
de masa corporal > 35 kg/m?, enfermedades cardiovasculares
severas, urea sanguinea mayor de 40 mg/dL, presencia de
procesos inflamatorios e infecciosos agudos o crénicos, an-
tecedentes de enfermedades gastrointestinales y hepéticas o
la no aceptacién voluntaria por escrito para la participacion
en el estudio (n= 54). :

Plan de estudio

A todas las personas seleccionadas se les explicé al pro-
cedimiento experimental a seguir y se les pidi6 su consenti-
miento voluntario por escrito para su participacién en la in-
vestigacién, de acuerdo con las normas internacionales. Des-
pués de firmar el consentimiento y tras un periodo libre de
drogas hipolipemiantes de 2 semanas, a cada uno de los suje-
tos se les extrajo una muestra de sangre para la determina-
cién de Cu, cinc (Zn) y lipidos séricos. A las 24 horas de
obtenida esta muestra, los pacientes se dividieron al azar en
dos grupos con caracteristicas similares. A un grupo (hom-
bres = 40 y mujeres = 33) se le suministré diariamente, por
via oral, una cidpsula que contiene 5 mg de cobre
(CuSO,.7TH,O, p.a. Merck) y almidén c.s.p. 20 mg (grupo tra-
tado), cantidad similar a la suministrada por Singh et al. (10)
y al otro grupo (hombres = 38 y mujeres = 35) se le suminis-
tré una capsula placebo/dia, que contiene almidén, c.s.p. 20
mg (grupo control o placebo) durante un periodo de 45 dias.
Al finalizar el periodo, se recolecté una nueva muestra de
sangre para la determinacién de Cu, Zn y lipidos séricos.

Recoleccion de los datos

Se realizaron visitas semanales a todos los pacientes, has-
ta finalizar el periodo experimental; en estas visitas uno de
los integrantes del equipo se encargé de suministrar a cada
uno de los sujetos la cantidad de c4psulas (cobre o placebo)
para el tratamiento semanal y se aseguro de que todos ellos 1o
cumplieran. Al mismo tiempo recolecto la informacién sobre
cuantos sujetos abandonaron o no se apegaron al tratamiento
y la aparicién de efectos colaterales con el cobre suministra-

do.
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Recoleccion de las muestras

Dos muestras de sangre (10 mL) se extrajeron de las venas
del antebrazo, mediante agujas de acéro inoxidable y jeringas
plasticas, entre 7:00-9:00 am, tras un periodo de ayuno de 12
horas: la primera, 24 horas antes del inicio de la administra-
cién del Cu o del placebo, y la otra a los 45 dias al finalizar el
periodo experimental. Las muestras de sangre se recolectaron
en tubos de ensayo de vidrio, se les dejé coagular espontinea-
mente y se centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm para
asegurar la rdpida obtenci6n de los sueros, que se mantuvie-
ron refrigerados a 4°C y se analizaron antes de las 24 horas.

La determinaci6én de Cu y del Zn en el suero sanguineo se
realiz6 por espectroscopia de absorcién atémica, empleando
un espectrofotémetro. marca Varfan modelo 1475, equipado
con un nebulizador de impacto, lamparas de citodo hueco
marca Varfan para Cu y Zn y un mechero con ranura 10 cm.
para lallama de aire/acetileno. Los niveles de Cu, Zn y lipidos
séricos en los pacientes hiperlipidémicos se compararon con
los de 80 pacientes sanos (42 hombres y 38 mujeres) dentro
del mismo rango de edad, que acudieron a las instalaciones de
laCruz Roja en la ciudad de Mérida (Venezuela).Los valores
de Cu sérico <0.70 pg/mL y de cinc <0.70 pg/mL se escogie-
ron como puntos de corte para indicar una nutricién inade-
cuada (carencia marginal) de estos elementos traza, de acuer-
do con los valores reportados en la literatura (13, 14).

El colesterol sérico total se determiné por el procedimien-
to enzimdtico descrito por Allain et al. (15) y los triglicéridos
(triacilgliceroles) por el método enzimético descrito por Bucolo
y David (16) utilizando los kits comerciales de los Laborato-
rios Qualitest (Caracas, Venezuela). El HDL-colesterol se de-
termind utilizando un reactivo precipitante disponible comer-
cialmente (colesterol HDL, No. 543004. Reactivo precipitante
Boehringer Mannheim), basado en las propiedades
precipitantes del dcido fosfotingstico (0.44 mol/L), descrito
por Burnstein et al. (17). Este método de precipitacién asegu-
ra una ripida y completa separacién del HDL-colesterol de
otras lipoprotefnas. El nivel de LDL-colesterol se estimé utili-
zando la férmula desarrollada por Friedewald et al. (18), que
suministra resultados confiables si el contenido de triglicéridos
es inferior a 400 mg/dL. Para el control de calidad se utilizé el
Precinorm® L, de los Laboratorios Boehringer Mannheim. El
consumo de calorias y de grasas totales se calculé mediante el
método del recordatorio de 48 h, al inicio y al final del perio-
do experimental.

Andlisis estadistico

Todos los datos se expresan como mediastDE. Los datos
se analizaron estadisticamente mediante andlisis de regresién
lineal simple y ANOVA de una via y test de Tukey post-
ANOVA. Para el anilisis de los datos se emple6 el paquete
estadistico Statgrafic 5.0 Plus. El nivel de significacién esta-
distica se determiné a p<0.05.

RESULTADOS

La dosis de Cu suministrada a los pacientes (5 mg de Cu/
dia) se encuentra por debajo del nivel del ingreso tolerable
mds alto (UL), que se define como “el nivel més elevado del
ingreso diario de un nutriente que probablemente no deter-
mine efectos dafiinos en la mayor parte de los individuos de
la poblacién en general”. Este valor corresponde a 10 mg de
Cu/dia (14). Los ingresos que exceden el UL incrementan el
riesgo de efectos daiiinos en el individuo. No obstante, en 5
pacientes (2 hombres y 3 mujeres), se presentaron alteracio-
nes agudas del tracto gastrointestinal (nduseas, vémitos, do-
lor abdominal) por cuyo motivo se excluyeron mientras que
otros dos (un hombre y una mujer) abandonaron voluntaria-
mente el estudio (n= 7).

El consumo de calorias, grasas neutras y colesterol de los
pacientes hiperlipémicos (grupos tratado y control) se mues-
tra en la Tabla 1. El anilisis estadistico no demostré diferen-
cias significativas al comparar estos grupos al inicio y al final
del perfodo experimental.

TABLA 1
Consumo de energia, grasas neutras y colesterol
de los pacientes hiperlipémicos

Hiperlipémicos (139)

Variables Grupo tratado Grupo control (73)

0(73) 45 (66) 0 45
Energia
Kcal/d 1900+163 1951+166 1890+135 1915+147
Grasas neutras
g/d 50+8 51%7 4916 50+8
Colesterol
g/d 12015 122+12 122+18 121+20

Los resultados se expresan en promediostDE.
( ) Niimero de personas en cada grupo.

Niveles séricos de cobre y de cinc

Las modificaciones de los valores séricos de cobre
(cupremia) y de cinc (cincemia) se muestran en la Tabla 2. Se
observa una disminucién significativa (p<0.05) de la cupremia
al comparar el grupo sano con los pacientes hiperlipémicos.
A los 45 dias de suplementaci6n con cobre, la cupremia no
difiere significativamente al comparar el grupo sano con el
tratado (1.20+0.19 vs 1.18+0.23 pg/mL, respectivamente).
De acuerdo con el punto de corte del Cu sérico <0.70 pg/mL
cerca del 38% de los sujetos en el grupo tratado, al inicio del
estudio, presenta un riesgo incrementado de padecer una ca-
rencia marginal de cobre, que desaparece a los 45 dias de
administrado el elemento traza. En la misma tabla se observa
que la suplementacién con Cu disminuyo significativamente
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(p<0.05) la cincemia (1.10+0.27 vs 0.87+0.25 pg/mlL., res-
pectivamente) a los 45 dfas, incrementando el riesgo de una
carencia de Zn en el 40% de los sujetos.

TABLA2
Niveles séricos de cobre y de cinc en el grupo sano
y en los pacientes hiperlipémicos

Hiperlipémicos (139)
Elemen- Grupo sano Grupo tratado Grupo control (73)
to (80)
0(73) 45 (66) 0 45
Cobre 1.20£0.19 0.91£0.12* 1.18+£0.23* 0.99+0.10* 0.91+0.11*

(0.65-1.65) (0.65-1.16) (0.97-1.33) (0.68-1.15) (0.67-1.14)
1.10£0.12* 1.12+0.08°

(0.97-1.24) (0.98-1.25)

1.10£0.27 0.87+0.25"
(0.98-1.22) (0.65-1.08)

Cinc  1.00£0.18
(0.67-1.28)

Los resultados se expresan en pg/mL (promedios+DE).
* p<0.05 estadfsticamente significativo al comparar con el grupo sano.

® p<0.05 estadfsticamente significativo al comparar 0 dfas con 45 dias.

La Tabla 3 muestra las variaciones en los lipidos séricos
con la administracién de cobre. El anélisis de la misma indi-
ca que, con excepcién del HDL-colesterol, todos los lipidos
valorados disminuyen significativamente (p<0.05) con el
suplemento de cobre.

TABLA3
Niveles séricos de lipidos en el grupo sano
y en los pacientes hiperlipémicos

Hiperlipémicos (139)

Fraccién Grupo sano  Grupo tratado Grupo control (73)
(80)
0(73) 45(66) 0 45
Colesterol 132+24 275£43* 206+21° 268+33* 270+28°
Triglicéridos 14516 163+45° 107+33* 168+28° 170+29*
HDL-colesterol 3543 36£2 40+1% 37+3° 39+20
LDL-colesterol 14121 207146° 147+22° 209+43* 211+41°

Los resultados se expresan en mg/dL (promedios+DE).
2 p<0.05 estadisticamente significativo al comparar con el grupo sano
* p<0.05 al comparar 0 dfas con 45 dfas.

( ) Ndmero de personas en cada grupo.

En el grupo tratado se encontré una correlacién
estadisticamente significativa (p<0.05) entre cobre y colesterol
total (r=-0.877; R*=76.90%), cobre y triglicéridos (r=-0,886;
R2=78.45%), cobre y HDL-colesterol (r=0.767; R?=54.84%),
cobre y LDL-colesterol (r=-0,865; R?=74.79%), colesterol
total y cinc (r= 0,978; R*= 97.56%), triglicéridos y cinc (r=
0,993; R*= 98.68%), HDL-colesterol y cinc (1= -0,947; R?=
89.61%), LDL-colesterol y cinc (r= 0,986; R*= 97.29%),
colesterol total y triglicéridos (r= 0,988; R= 99.70%),

colesterol total y HDL-colesterol (r= -0,954; R’= 90.93%),
colesterol total y LDL-colesterol (r= 0,999; R*= 99.87%)
triglicéridos y HDL-colesterol (r= -0,962; R’= 92.63%),
triglicéridos y LDL-colesterol (r= 0,999; R*= 99.75%) y en.
tre HDL-colesterol y LDL-colesterol (r=-0,964; R*=92.86%).

DISCUSION

De los resultados obtenidos se puede deducir que los va.
lores séricos promedio de Cu de los pacientes hiperlipémicos
son significativamente (p<0.05) menores al comparar cop
adultos sanos, de ambos géneros, residentes en la ciudad de
Meérida. El valor de cobre sérico < 0.70 pg/mL (14) sugiere
un riesgo incrementado de carencia marginal de cobre enel
38% de los pacientes.

Aunque, generalmente se considera que la deficiencia de
cobre no es un problema en los humanos porque el metal se
encuentra ampliamente distribuido en los alimentos que sir-
ven como base para la mayoria de las dietas en todo el mun-
do, en la actualidad se conoce que la deficiencia de cobre en
los seres humanos ocurre (19), aunque la magnitud del pro-
blema, asi como su naturaleza y su frecuencia en la pobla-
cién en general, deberén ser establecidas. Por consiguiente,
en estos pacientes es necesario documentar de una manera
mas adecuada esta condicién clinica mediante la determina-
ci6n de la actividad sérica y tisular de diversas cuproenzimas.

Una anomalia que se observa en humanos y en animales
de experimentacién en la carencia de Cu es un incremento en
la sintesis hepdtica de triglicéridos y de colesterol que se acom-
paiia de hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia (4,5) que
concuerda con lo que se encuentra en nuestros pacientes.

A diferencia de nuestros hallazgos, Milne y Nielsen (20)
en mujeres postmenopiusicas sometidas a una dieta que con-
tenia 0.57 mg de Cu/dfa (dieta deficiente en cobre), durante
105 dias, concluyeron que los ingresos bajos en este
micronutriente no inducen los cambios en el colesterol sérico
que generalmente se encuentran en los modelos animales de-
ficientes en cobre.

El hallazgo mds caracteristico de la presente investiga-
ci6n es la disminucién significativa de los niveles séricos del
colesterol total, triglicéridos, LDL-colesterol y cinc con un
ligero incremento del HDL-colesterol con la administracién
del cobre. Esta observaci6n esta de acuerdo, con los trabajos
de Singh et al. (10) quienes, en sujetos hiperlipidémicos, en-
contraron que el consumo de 5.2 mg de cobre/dfa se asocid
con una disminucién significativa en el colesterol sérico
(7.2%) y en los triglicéridos (9.1%), un incremento no signi-
ficativo en el HDL-colesterol (4.6%) y un leve incremento ef
la relacién colesterol total/HDL-colesterol en comparacién
con los niveles iniciales de cada uno de los pacientes.

Un argumento a favor de nuestros resultados es que €n los
pacientes con enfermedad de Wilson los niveles de colesterol



EFECTO DE LA SUPLEMENTACION ORAL CON COBRE EN EL PERFIL LIPIDICO 417

total y de LDL-colesterol son significativamente més bajos
en comparacién con el grupo control sano (21).

Nuestros resultados estdn en desacuerdo con las observa-
ciones previas de Jones et al. (11) y de Medeiros et al. (12)
quienes en dos estudios doble ciego, de dos semanas de dura-
ci6n, evaluaron los efectos de los suplementos de 2 6 3 mg
Cu/dia sobre el colesterol sérico total y las fracciones
colesterol-lipoproteinas en hombres adultos y concluyeron que
los efectos de la suplementacién con Cu requieren de una in-
vestigacién ulterior. Es posible que las dosis y/o el tiempo de
administracién del cobre no fueran adecuados para disminuir
los niveles de los lipidos sanguineos. Recientemente, Abiaka
et al. (22) en sus experiencias concluyen, que a diferencia de
los estudios en animales, el cobre en exceso estd asociado con
hiperlipemia y, por lo tanto, puede predisponer a la
aterosclerosis.

La suplementacién con cobre también disminuye (p<0.05)
la concentracion sérica de cinc. Las interacciones y el antago-
nismo entre estos metales han sido reconocidas en los anima-
les y en el hombre. La competencia por los sitios de unién/
depésito con las metalotionefnas parece proporcionar la me-
jor explicacién para el proceso. En consecuencia, en condi-
ciones de sobrecarga de cobre, el cinc puede ser facilmente
desplazado de sus sitios de depésito y/o absorcidn, con dis-
minucién de su concentracién sérica y produccién de una ca-
rencia del mismo (23).

La presencia de la carencia de cinc es posible que produz-
ca la alteraci6én de los lipidos séricos. Burch et al. (24) infor-
maron que la carencia de cinc produce hipocolesterolemia en
cerdos, ratas y humanos. Una declinaci6n lineal en el colesterol
plasmitico se encontré en dos hombres durante un periodo de
deprivacién de cinc (25). En un estudio previo, Koo et al. (26)
en ratas macho adultas, demostraron que la hipocolesterolemia
determinada por la carencia de cinc se debe a una disminu-
cién selectiva en el HDL-colesterol. Sin embargo, Khoja et
al. (27) en ratas tratadas con una dieta severamente deficiente
en cinc encontraron concentraciones séricas de colesterol to-
tal y de HDL-colesterol significativamente incrementadas
(p<0.01) y de triglicéridos disminuidas (p<0.01) mientras que
en ratas con carencias marginales del elemento no se obser-
van estas alteraciones al comparar con las ratas control. En
hombres adultos sanos, la administracién oral de 440 mg de
sulfato de cinc/dia por 5 semanas disminuye, en un 25%, la
concentracién del HDL-colesterol sin cambios en el colesterol
total, los triglicéridos y el LDL-colesterol (28) y en pacientes
adultos sometidos a hemodidlisis, los suplementos de cinc
incrementan el colesterol total y el LDL-colesterol en sangre
(29).

En relacién con las correlaciones significativas (p<0.05)
entre el cobre, el cinc y las diferentes fracciones lipidicas de
a presente investigacién, Neggers et al. (30) no encontraron
asociaciones significativas entre el cinc y el cobre en el suero

y los valores de colesterol total, triglicéridos, HDL-colesterol
y LDL-colesterol al evaluar el estado de estos elementos tra-
za y los niveles séricos de los lipidos de los adultos de una
comunidad africana-americana. Tiber et al. (31) tampoco
pudieron observar la asociacién entre el cinc y el cobre
plasmaético y los niveles séricos de lipidos y de lipoproteinas
en pacientes con aterosclerosis coronaria comprobada, aun-
que el colesterol total estaba significativamente
correlacionado con el LDL-colesterol y con los triglicéridos
e inversamente correlacionado con la relacién HDL-
colesterol/colesterol total.

CONCLUSIONES

La administracién de cobre (5 mg/d) a los pacientes
hiperlipémicos reduce significativamente los valores de los
lipidos sanguineos. Este hallazgo indica una alteracién fun-
cional en la regulacién del metabolismo lipidico durante la
carencia moderada de cobre y sugiere que el Cu se puede
emplear en el tratamiento de 1a hiperlipidemia moderada. La
existencia de datos contradictorios requiere de investigacio-
nes futuras para esclarecer la extensién de esta influencia.
Nuestro equipo de investigacién estd llevando a cabo estu-
dios extensos en humanos y animales experimentales, que
estan ahora en sus fases finales, para obtener una informa-
cién mds concluyente acerca de los efectos de los suplemen-
tos de cobre sobre la sintesis y/o la degradacién de las diver-
sas fracciones lipoproteicas.
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Niveis plasmaticos de vitamina A e os resultados obstétricos
e perinatais em gestantes portadoras do virus
da imunodeficiéncia humana ( HIV)
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RESUMO. Avaliar os nfveis plasméticos de vitamina A e a sua
associagdo com os resultados obstétricos e perinatais em gestantes
portadoras do HIV. Estudo observacional e prospectivo realizado no
Setor de Doengas Infecto-Contagiosas em Ginecologia e Obstetricia
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeir3o Preto,
Universidade de Sdo Paulo, envolvendo 57 gestantes divididas em 3
grupos: Grupo 1, com 12 gestantes normais, foi o grupo controle;
Grupo 2, com 20 gestantes portadoras do HIV, utilizando AZT; e
Grupo 3, com 25 gestantes portadoras do HIV, usando terapia
combinada contendo AZT, 3TC e nelfinavir. A avaliagio do nivel
plasmético de vitamina A foi realizada em trés periodos equidistantes
durante a gestagio e no puerpério imediato. Avaliou-se também os
niveis dessa vitamina e da hemoglobina no sangue do cordio
umbilical. Foram aferidos dados antropométricos maternos, neonatais,
assim como a contagem de linfécitos TCD, e carga viral do HIV
durante a gestagdio. Niveis plasmaticos reduzidos de vitamina A foi
observada no grupo 1(25%), no grupo 2(29,4%) e no grupo 3(28,6%).
Nio se observou associagio entre os niveis plasmaéticos de retinol
materno e a duragdo da gestagdo em gestantes do grupo 2 e 3. Nos
grupos 1 e 3 observou-se associagdo entre a concentragio materna
do retinol e a hemoglobina do RN (p=0,05). De maneira distinta ao
grupo controle, ndo se observou associagio entre os niveis de retinol
do corddo umbilical e o peso do recém-nascido em gestagdes do
Grupo 2, enquanto uma tendéncia a essa associago foi observada
em gestagdes do Grupo 3 (p=0,06). Verificou-se alta prevalénciade
hipovitaminose A na populagdo deste estudo, independente do
esquema anti-retroviral utilizado. ’

l;alavras chaves: Anti-retroviral, deficiéncia, HIV, gestagfio, vitamina

INTRODUCAO

_ A relagdo entre os fatores nutricionais e a resisténcia a
infeccdes € sugerida h4 muito tempo, porém h4 apenas duas
décadas tem sido realizados estudos sistematizados sobre esse
t6pico (1, 2). A avaliagio da hipovitaminose A tem sido um
importante objetivo dos servigos de saiide piiblica, acometendo
8ignificativa porcentagem das populacdes de paises em
desenvolvimento. Atualmente, existem 60 paises onde a

SUMMARY. Serum vitamin A during pregnancy and effects on
obstetrics and perinatal outcomes in HIV infected pregnant
women. To evaluate serum vitamin levels and its association with
obstetrics and perinatal results in HIV infected pregnant women.
Observational and prospective study carried out at Division of In-
fectious-Contagious Diseases in Gynecology and Obstetrics of the
University Hospital, Medicine School of Ribeirdo Preto, University
of Séo Paulo, involving 57 pregnant women divided into 3 groups:
Group 1, with 12 normal pregnant women, it was the control group;
Group 2, with 20 HIV infected pregnant women, using ZDV; and
Group 3, with 25 HIV infected pregnant women, using therapy I
contend ZDV, 3TC and nelfinavir. The evaluation of the serum vita-
min level was obtained three times during pregnancy at equidistant
time intervals and in the immediate period after birth. We also evalu-
ated the levels of this vitamin and the hemoglobin in the blood of the
umbilical cord. We obtained maternal and newborn infant anthropo-
metric data, as well as the counting of lymphocyte TCD4 and viral
load of the HIV during the pregnancy. Reduced serum vitamin lev-
els were observed in the Group 1(25%), the Group 2(29,4%) and the
Group 3(28,6%). Association was not observed between serum
levels of maternal retinol and the duration of the gestation in groups
2 and 3. In groups 1 and 3, an association was observed between the
maternal concentration of retinol and the newborn hemoglobin
(p=0,05). In distinct way to the Control group, association was not
observed between the retinol levels of the umbilical cord and the
weight of the newborn in gestations of Group 2, while a trend to this
association was observed in gestations of Group 3 (p=0,06). We ob-

~ served high prevalence of hipovitaminosis A in the population of

this study, regardless of antiretroviral scheme used.
Key words: Antiretroviral, deficiency, HIV, pregnancy, vitamin A.

hipovitaminose A ¢ um importante problema de satide piblica,
estando o Brasil incluido no referido grupo (3, 4).

Entre as imimeras fungdes da vitamina A no organismo,
destaca-se a sua protecdo orgdnica contra infecgdes,
notadamente a reducgio das taxas de mortalidade materna
relacionadas a gravidez (5, 6) e 2 infecgiio pelo HIV, ou
virus da imunodeficiéncia humana (7). Estudos conduzidos
no inicio dos anos 60 na fndia identificaram a gestacdo como
um periodo de vulnerabilidade para o desenvolvimento de
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deficiéncia de vitamina A. No entanto, o impacto dessa
deficiéncia para a satide da mulher durante o ciclo gravidico-
puerperal foi avaliado somente na década passada (8).

Durante a gestagdo se aceita que a hipovitaminose A
apresente associagdo com imunodepressdo, sindromes
hipertensivas da gravidez, trabalho de parto pré-termo, baixo
peso ao nascimento € com o aumento da suscetibilidade
perinatal a infecgdes (7-11). No entanto, em pacientes
portadoras da infecg@o pelo HIV, ainda se desconhece a real
influéncia dos fatores nutricionais sobre o prognéstico da
infecgdo. A possivel intersecgdo entre hipovitaminose A e
infecgéo pelo HIV tem sido verificada tanto no aumento de
infecgdo sintomdtica pelo HIV em adultos quanto no
incremento das taxas de transmissdo vertical (7,12). Outros
trabalhos, entretanto, ndo confirmam essas assertivas (13-15).

Ha algum tempo tem-se a tendéncia de valorizar as
deficiéncias nutricionais com a avaliag@o isolada dos niveis
plasméticos dos nutrientes. Os niveis sanguineos classificados
como convencionalmente baixos podem ser indicadores de
risco de deficiéncia, entretanto a utilizagdo exclusiva do
indicador bioquimico como sinalizador de deficiéncia é
freqiientemente insuficiente, visto que os indicadores
classicamente empregados para detecg¢do da hipovitaminose
A s@o melhor avaliados no seu conjunto e incluem: os
indicadores dietéticos, bioquimicos, fisiolégicos, histolégicos
e clinicos atribuidos a determinada condigdo (16).

O presente estudo teve como objetivos avaliar
prospectivamente um indicador bioquimico de deficiéncia de
vitamina A, os niveis plasméticos dessa vitamina, e a sua
associagio com os resultados obstétricos e perinatais durante
a gestagdo de mulheres normais e portadoras do HIV. A
presente casuistica também objetivou avaliar a associag@o entre
os niveis plasmiticos de vitamina A e dados imunolégicos
maternos € as repercussdes do uso de anti-retrovirais sobre
os niveis plasmiéticos dessa vitamina e sobre a hemoglobina
no sangue do corddo umbilical ao nascimento.

MATERIAL E METODOS

Amostra .

Foi delineado estudo observacional, longitudinal e
prospectivo (17), realizado no Setor de Moléstias Infecto-
Contagiosas do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo
(HCFMRP-USP), Brasil no periodo de setembro de 2001 a
mar¢o de 2003. Selecionou-se inicialmente 65 gestantes,
excluindo-se posteriormente oito gestantes por ndo cumprirem
com os critérios metodoldgicos estipulados. Dessa forma, o
estudo foi realizado com 57 gestantes entre 16 e 43 anos, com
gestagdo de feto tinico, independente de raga ou paridade, ndo-
portadora de insuficiéncia renal ou hepética. Dessas pacientes,
45 gestantes eram portadoras do HIV. As outras 12 gestantes

foram categorizadas como grupo controle (clinica ¢
laboratorialmente normais) e foram selecionadas no Setor de
Pré-Natal de Baixo Risco do HCFMRP-USP. Todas as
pacientes forneceram o seu consentimento p6s-informado para
integrarem o estudo, o qual foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do HCFMRP-USP.

Havendo a detec¢do de indicadores de risco bioquimico
de deficiéncia de vitamina A, a paciente foi assistida
conjuntamente com profissionais da infectologia, obstetricia
e da nutrologia. A manuten¢io ou exclusio da paciente dos
grupos de estudo dependeu de ampla discussdo entre os
profissionais das trés dreas com o envolvimento da gestante,
pesando-se os riscos-beneficios da manutengdo da inclusdo
da gestante no estudo. Ficou estipulado, previamente 3
inclusdo no estudo de que se houvesse a presenga de sinais e
sintomas de deficiéncia de vitamina A (18) e a necessidade
de alguma intervengio (suplementagao vitaminica), a paciente
seria avaliada em um grupo a parte do grupo principal de
pesquisa.

Selecionaram-se as pacientes portadoras do HIV (gestantes
com exames imunoenzimdticos positivos contra o0 HIV em
duas amostras séricas distintas, confirmados pelo Western-
Blot) sem uso prévio de medicagGes anti-retrovirais nos 6
meses que antecederam a inclus@o no estudo. O grupo controle
foi designado grupo 1 e formado por 12 gestantes. As gestantes
portadoras do HIV foram subdivididas em dois grupos
designados: grupo 2 e grupo 3. O Grupo 2 foi composto de
20 gestantes portadoras do HIV e que preenchiam os requisitos
para uso profilatico do AZT (CD4 >500 células/ml e/ou CV
<1.000 c6pias/ml). O Grupo 3 foi composto por 25 gestantes
portadoras do HIV com indicag#o clinica e/ou laboratorial
(CD,<500 células/ml) para receberem terapia anti-retroviral
triplice (zidovudina + lamivudina + nelfinavir). Estes critérios
s30 os critérios estabelecidos pelo Perinatal HIV Guidelines
Working Group Members quanto ao uso de terapia anti-
retroviral na gestante (19).

As dosagens orientadas para o grupo 2 foi zidovudina
300mg/dose em duas tomadas didrias. Para o grupo 3, que
utilizou esquemas antiretrovirais combinados, utilizou-se
zidovudina 300 mg, lamivudina 150mg e nelfinavir 1250 mg
em duas tomadas didrias.

Experimentos

As amostras sangiifneas para dosagens plasmdticas de
vitamina A foram obtidas em trés oportunidades ao longo da
gestacio: entre a 12°-20" semanas; entre a 21°-28" semanas €
entre a 29°-36" semanas de gestagio. A iltima coleta foi
realizada no puerpério imediato (nas primeiras 24 horas pés
dequitacfo placentdria). Adicionalmente, foi realizada coleta
do sangue do corddo umbilical para essa avaliagdo e para 2
dosagem da hemoglobina do recém-nascido.

As amostras plasmdticas foram coletadas em ambiente com
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luminosidade reduzida e foram obtidos 5 ml de sangue das
gestantes selecionadas em tubos heparinizados recobertos para
evitar-se a influéncia luminosa direta sobre o retinol. As
amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm, em rotor tamanho
18 perfazendo um RCF (forga centrifuga relativa) de 1884g
durante 10 minutos. O plasma obtido foi entio acondicionado
sob refrigeragéio a—70°C até o processamento das amostras. A
anélise foi realizada por espectrofotometria, com leitura em
comprimento de onda de 620 nm, segundo técnica preconizada
por Neeld & Pearson (20), dosado no Spektralphotometer PM6
da Zeiss West Germany.

Adicionalmente, durante o pré-natal foram aferidos os
niveis da carga viral e da contagem dos linf6citos TCD,. Essas
varidveis foram obtidas em dois momentos durante a gestag@o,
a 1* coleta foi obtida entre 12-20 semanas e a 2° coleta no
periodo entre 32-38 semanas. Foram obtidos também os dados
antropométricos maternos (massa corpérea e ganho de peso
durante a gestacdo). Obteve-se, adicionalmente, dados do parto
e do recém-nascido exemplificados pela idade gestacional, peso
e fndice de Apgar. O indice de Apgar avaliou 5 parimetros,
cada qual pontuado de 0 a 2 e detalhados em tdnus muscular,
pulso, irritabilidade reflexa , cor e respiracdo. Avaliou-se
também a adequac@o antropométrica neonatal (21).Neste
estudo, os valores de vitamina A abaixo de 20 ig/dl foram
considerados hipovitaminose (22) .

Anilise estatistica

A variabilidade da vitamina A durante a gestag&o foi
valorizada considerando-se a freqii€ncia encontrada, a
mediana € a variacdo interquartil (respectivamente no 1° e 3°
quartis). Foram utilizados os testes ndo paramétricos do qui-
quadrado (X?), Mann-Whitney, Wilcoxon, Kruskal-Wallys
para comparacdes miiltiplas, teste de Friedman para
comparagOes miiltiplas pareadas e o teste de correlagio de
Spearman. Considerou-se significativas as diferengas com
p<0,05. A anilise estatistica foi realizada utilizando-se o
programa computacional SPSS 10.0.

RESULTADOS

Os valores das medianas da idade materna (anos) das
pacientes do Grupo 1 foi 22,5 anos com variagdo interquartil
(p25-p75) de 6 anos. No Grupo 2 foi de 24 anos (7 anos) e no
Grupo 3 foide 27 anos (6 anos), nio sendo detectada diferenca
estatistica entre estas varidveis (Teste de Kruskal-Wallis: 3,975,
p=0,137). Quanto a raga (branca e ndo branca), observou-se
que 83%, 50% e 68% das gestantes respectivamente do grupo
1, 2 e 3, apresentaram cor branca (teste do X% 3,845, p =
0,146). A avaliagio dos dados referentes ao tabagismo também
nio revelou diferengas significativas, observando-se que 91%,
60% e 80% das gestantes do Grupo 1, 2 e 3 respectivamente
ndo eram tabagistas (teste do X*: 4,559, p=0,10). As medianas
do IMC inicial do Grupo 1, 2 e 3 foi respectivamente 21,9k g/
m?, 24,3kg/m? e 22,6kg/m? (Teste de Kruskal-Wallis: 4,060,
p=0,13). A avaliagdo do IMC ao término da gestagio final
também delineou distribuigio uniforme entre os grupos 1,2 ¢
3 com medianas de 25,5 kg/m?, 27,7kg/m? e 26,5kg/m?,
respectivamente (Teste de Kruskal-Wallis: 2,723, p=0,25).
Apesar do maior ganho de peso entre as gestantes do Grupo
1, ndo se observou diferengas entre as pacientes dos trés grupos
(teste de Kruskal-Wallis:4,510,p=0,10).

Os dados relativos a0 nimero de linfécitos T-CD,* (células/
mm3) e da carga viral do HIV-1 (c6pias/ml) encontram-se na
Tabela 1. Conforme esperado, a carga viral, inicialmente
elevada (14.370 cdpias/ml) reduziu significativamente no
grupo 3, chegando a 40 cépias/mt (Wilcoxon, Z:-4,372,
p:0,0001). Os resultados mostram, diferencas significativas
entre os grupos 2 ¢ 3 (Mann-Whitney, Z:-4,953, p=0,0001).
Quanto a contagem de linfécitos T-CD,*, observou-se
recuperagio significativa nas pacientes do Grupo 3,
inicialmente com mediana de 399 células/mm?, chegando a
543 células/mm?® no final da gestagdo. Comparando os Grupos
2 e 3, verificou-se diferenga significativa destes niimeros entre
os dois grupos (Mann-Whitney, Z:-2,810, p<0,0052).

TABELA 1
Distribuigzio dos valores das medianas e do 1° e 3° quartis referentes a contagem de células T-CD,

e carga viral das gestantes portadoras do HIV

Grupo 1*Ccv 2" CV P 1° TD4 2°TCD4 p

(p25-p75) (p25-p75) (p25-p75) (p25-p75)
2 860 278 692 660

(600-3.400) - (40-2.923) 0,028° (502-895) (574-862) 0,502
3 14370 40 399 543

(6.726-45.610) (40-1.499) 0,0001° (297-494) (377-689) 0,0001°

p 0,0001° 0,3738 0,0001* 0,0052°
*p<0,05, Teste de Mann-Whitney ®p<0,05, Teste pareado de Wilcoxon =~ CV= Carga viral

Os dados da CV sio expressos em cépias/mL.  Os dados dos linfécitos TCD4 sio expressos em células/mm?

1" CV e 1° TCD4 = Realizado entre 12-20 semanas

2" CV e 2° TCD4 = Realizado entre 32-38 semanas
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Os resultados referentes a evolug@o dos niveis plasméticos
da vitamina A durante a gravidez das pacientes dos trés grupos
avaliados estdo na Tabela2. Observou-se redugio da vitamina
A ao longo da gestac@o nas pacientes dos grupos 1 e 2 apenas.
No grupo 3, aredugio verificada ndo se traduziu significativa
(Teste de Friedman, p=0,41).

TABELA2
Distribui¢fo dos valores das medianas e 1° e 3° quartis das
dosagens plasmiticas de vitamina A em quatro diferentes
periodos gestacionais

Grupo 12-20sem  21-28 sem 29-36 sem  Puerpério
(p25-p75)  (p25-p75)  (p25-p75) (p25-p75) p
1 38 31,5 31,25 25
(33-40) (28-39) (22-35) (19-27) 0,016°
2 37 31,75 30,5 24
(27-40) (29-40) (20-43) (19-34) 0,010°
3 34 30 29 23
(22-43) (22-38) (24-40) (19-30) 0,412
*p 0,65 0,415 0,99 0,99

2p<0,05 Retinol entre 12-20 semanas X Retinol puerpério. Teste nido
paramétrico de Friedman com o teste post hoc de Dunn.

® p<0,05 Retinol entre 12-20 semanas X retinol no puerpério. Teste ndo
paramétrico de Friedman com o teste post hoc de Dunn.

* Teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis.

Os dados da vitamina A sdo expressos em pg/dl
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No periodo de 12-20 semanas, observou-ge
hipovitaminose em 8,3%, 5% e 16% nas pacientes do grup
1, 2 e 3, respectivamente. Houve redugio progressiva d,
vitamina A plasmdtica materna nas pacientes deste estudg
atingindo durante o 3° trimestre niveis de hipovitaminose A
nos grupos 1,2 e 3 de 16,7%, 20% ¢ 16% respectivamente.
No periodo do puerpério imediato observou-se freqiiénciag
de hipovitaminose em 25% das paciente do grupo 1, 29 49
nas pacientes do grupo 2 e 28,6% naquelas do grupo 3.

Na tabela 3 estdo os resultados referentes a concentracio
da hemoglobina e da vitamina A do sangue do cordip
umbilical e varidveis relacionadas ao recém-nascido, como 3
idade gestacional ao nascimento, peso, indices de Apgar de
primeiro e quinto minutos e classificagio antropométrica. De
todas estas varidveis, a tnica que foi estatisticamente
significativa foi a concentragio.de hemoglobina, mais baixa
no sangue do cordio dos fetos do grupo 3 emrelagéo ao Grupo
Controle (Teste de Kruskall-Wallis: 6,867, p=0,03). Observou-
se que os neonatos de gestantes do Grupo 2 e 3 apresentaram
uma tendéncia a menores niveis de vitamina A em relagZo ao
Grupo 1 (Teste de Kruskall-Wallis: 5,287, p=0,07).

TABELA 3
Distribui¢io dos valores das medianas e intervalos interquartis da hemoglobina (Hb)
e da vitamina A do sangue do corddo umbilical de acordo com a idade gestacional no momento
do parto (IG), peso, APGAR no 1° minuto (Al"), APGAR no 5° minuto (AS5")

Grupo Hb Vitamina A IG Peso Al A5
(P25-p75)  (p25-p75)  (P25-p75)  (p25-p75)  (p25-p75) (p25-p75)
1 15,2 24 38,6 3250 9 10
(143-167)  (19-29)  (38,0-39,2)  (2920-3408)  (8,0-9.5) (9,5-10)
2 14,75 18 38,1 3080 8 10
(14,0-158)  (1121)  (37,5-40,0) (2795-3260)  (7,5-9,0) (10-10)
3 14,1° 18 38,5 3100 9 10
(13,1-150)  (10-22)  (38,0-39,5) (2778-3300)  (8,0-9,5) (9,5-10,0)
p 0,031° 0,07 0,571 0,447 0,07 0,80

“Hemoglobina grupo 3 X Hemoglobina grupo 1 = p<0,05 (Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com o

teste post hoc de Dunn).

Os dados da Hemoglobina sdo expressos em g/dL
Os dados da vitamina A sdo expressos em pg/d]

A idade gestacional € expressa em semanas

O peso é expresso em gramas
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TABELA4
Coeficientes de associactes obtidos entre o retinol do
sangue do corddo umbilical e o peso € a hemoglobina (Hb)
do recém-nascido nos trés grupos estudados e a associagdo
verificada entre a Hb do recém-nascido os niveis

plasméticos maternos de retinol

Grupo 1 2 3

*r p *r P *r p
Peso do RN 0,771 0,01 0378 0,113 0,420 0,06
Hb do RN -074 082 -205 043 -264 0725

Retinol materno 0,650 0,02 0,222 037 0,410 0,05

*Coeficiente de correlagdo utilizado: Spearman

No periodo de 12-20 semanas observou-se associacio entre
os niveis de retinol materno e o tempo de durac@o da gestagio
nas pacientes do grupo 1 (Teste de Spearman, r:0,63 e p=0,03).
No entanto, essa associa¢do ndo foi observada com as pacientes
do grupo 2 e com aquelas do grupo 3 (Teste de Spearman, p >
0,20). Adicionalmente, nao se observou associa¢do entre 0s
niveis de retinol materno nesse perfodo e a contagem de células
T CD, nas gestantes do Grupo 2 (Teste de Spearman, p=0,82)
enquanto uma tendéncia a essa associagao € delineada para o
Grupo 3 (Spearman, p=0,08). Também, ndo se evidenciou
associagfo entre os niveis de retinol materno e carga viral no
mesmo perfodo (Teste de Spearman, p>0,40).

Houve correlagdo direta entre os nfveis plasméticos de
vitamina A nas pacientes do grupo 1 no perfodo de 21-28
semanas de gestacio e a hemoglobina do sangue do cordédo
umbilical ao nascimento (Teste de Spearman, r:0,65 e p=0,02).
Observou-se, também associagio limitrofe na avaliag@o desses
paridmetros nas pacientes do grupo 3 (Teste de Spearman, 1:0,41
p=0,05). Entretanto, ndo se observou associa¢dio na anilise

dos mesmos pardmetros nas pacientes do grupo 2 (Teste de .

Spearman, :0,22 ¢ p=0,37).

Os dados referentes as associa¢Bes entre a concentragio
de vitamina A no sangue do cordio umbilical com o peso do
recém-nascido (RN) e com os niveis de hemoglobina do RN
nos trés grupos estudados estdo na tabela 4. Em contraste aos
Iesultados observados entre as gestantes do grupo controle,
ndo se observou associagdo entre os niveis de retinol do cordo
umbilical e o peso do recém-nascido em gestagdes do Grupo
2, enquanto uma tendéncia a essa associagdo foi observada
em gestacdes do Grupo 3 (Teste de Spearman, 1:0,42 e p=0,06).
Nio se detectou, também, associagio entre a concentragio de
vitamina A e a concentragdo de hemoglobina no sangue do
Corddo umbilical ao nascimento (Teste de Spearman, p>0,20).

423

DISCUSSAO

A vitamina A € particularmente necesséria durante os
periodos em que ocorrem ripida proliferagio e diferenciagio
celular, tais como ocorrem durante a gestagdo e no inicio da
infancia (23,24). Ao presente estudo observou-se no grupo
controle no periodo entre 12-28 semanas de gestagio, niveis
plasméticos de vitamina A reduzidos em 8,3% das gestantes;
em 16,7% das gestantes no periodo entre 29-36 semanas e
em 25% das gestantes ¢ recém-nascidos no puerpério
imediato. Estes dados estdo de acordo com a afirmativa de
que a gravidez € identificada como um periodo de acentuada
vulnerabilidade para o desenvolvimento de hipovitaminose
A (8, 25).

Baseado em dados da literatura, a gestacdo, a infecgio
pelo virus HIV e a raca negra tém sido fatores de risco
observados para a deficiéncia dessa vitaminad (9,26-28). Na
presente casuistica, observou-se que as concentragdes
plasmaéticas de vitamina A sdo 13 ig/dl inferiores aos niveis
iniciais, com redugio de 28% no grupo controle. No grupo 2
¢ 3 observam-se as mesmas tendéncias. A avaliacio desses
dados ndo identificou nenhuma diferenga significativa entre
os grupos, independente da associagdo com o HIV e uso de
anti-retrovirais. A deficiéncia da vitamina A, mesmo
considerando paises desenvolvidos, tem sido detectada em
porcentagens relativamente comuns (30%). Por sua vez, essa
deficiéncia pode alcancar freqiiéncias na ordem de 60% nos
paises em desenvolvimento quando avaliadas especificamente
gestantes portadoras do HIV (9,28).

Os mecanismos responsdveis pelo decréscimo das
concentragdes plasmaéticas de vitamina A durante a gestagio
sdo parcialmente conhecidos. Dentre os fatores considerados
importantes na concentra¢io de vitamina A no sangue materno
cita-se a ingesta, a hemodilui¢do, a maior mobilizagdo de
vitamina A, a transferéncia através da placenta, a reserva
hepiética materna e a ma nutri¢do. A a¢fo hormonal, os ajustes
metabdlicos da gestante necessarios a manutengo da gravidez
e ao préprio aporte extra de vitamina A sdo as varidveis
responséveis pelo risco aumentado de deficiéncia materna
dessa vitamina, principalmente na fase final da gestacdo, onde
é intensa a transferéncia dessa vitamina para o feto (29-31).
A relagdo entre os niveis plasméticos maternos de vitamina
A e os dos recém-natos tem sido objeto de estudo de virios
pesquisadores e o§ achados, freqiiente contraditérios. A
propor'éﬁo da concentra¢do plasmitica de vitamina A do
sangue materno em relagdo ao sangue fetal é de
aproximadamente 2:1. Em condic¢Ges de caréncia marginal
ou deficiéncia materna, a concentracio fetal ou do cordio
umbilical ao nascimento pode ser mantida dentro dos limites
normais € até mesmo exceder os valores maternos (11, 31). O
mecanismo ¢ a regulagdo da transferéncia placentéria de
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vitamina A, assim como as conseqii€ncias da deficiéncia deste
nutriente durante a gestagdo em humanos, néo estdo bem
estabelecidos (32).

Observou-se no grupo 1'hipovitaminose A em 16,7% das
gestantes no terceiro trimestre, 25% das puérperas e 25% dos
RNs considerados clinicamente normais. Em concordincia
com esses achados, estudo conduzido com gestantes de baixo
risco na cidade do Rio de Janeiro comprovou inadequagdo
dos niveis séricos de vitamina A em 12,5% das gestantes no

terceiro trimestre de gestagdo (33) ¢ em 28,6% dos recém-
nascidos, no sangue do corddo umbilical (32). No entanto,
esse iltimo, observou também inadequagdo dessa vitamina
em 9,1% das puérperas avaliadas. A transferéncia de vitamina
A para o feto ocorre por difusio simples, ligada a um complexo
protéico envolvendo duas proteinas, a pré-albumina
(transtiretina) e a protefna carreadora do retinol. A primeira
serve para solubilizar a molécula de retinol e prevenir a
filtragdo glomerular de proteina carreadora do retinol evitando
a perda de vitamina A na urina. A reserva hepitica fetal
depende da transferéncia placentdria desta vitamina.
Relaciona-se as proteinas descritas e estd associada com a
degluti¢do do liquido amni6tico, que representam as primeiras
fontes de vitamina A para o feto (34).

Os resultados deste trabalho demonstram niveis
plasmdticos de vitamina A do sangue do corddo umbilical do
grupo 1, 251g/dl + 3,85 ig/dl. Obteve-se 24ig/dl + 2,75 ig/dl
para o grupo 2 e 23ig/dl + 5,75 ig/dl para o grupo 3. Em
contraste a determinados achados (32), n3o se observou
associagdo significativa entre os niveis plasmadticos de retinol
materno com os niveis de retinol no corddo umbilical.
Entretanto, baixa concentrago de vitamina A no sangue de
cord@o ao nascimento vem sendo considerada como condigéo
fisiol6gica do recém-nascido (35-37). Alguns estudos também
néo demonstraram influéncia dos niveis plasméticos maternos
de vitamina A sobre a concentrag3o dessa vitamina na unidade
feto-placentdria ao nascimento (30,38,39).

O estoque fetal de vitamina A é constituido ao longo da
gestacdo, principalmente no 3° trimestre. Supde-se, portanto,
que a defici€ncia severa nessa etapa de desenvolvimento fetal
possa repercutir no estado nutricional de vitamina A fetal
(11,30). Em contraste aos resultados observados no grupo 1,
n#o se observou associagio da vitamina A do recém-nascido
(RN) dos grupo 2 com o peso ao nascimento, enquanto uma
tendéncia a essa associag#o j4 é vislumbrada para o grupo 3.
Pelo menos trés grupos de pesquisadores observaram a
associagdo entre baixas concentragdes de vitamina A no corddo
umbilical e o crescimento anormal do feto (11,31,32). Alguns

pesquisadores observam que as criangas nascidas de mées com

caréncia de vitamina A e infectadas por HIV apresentaram
consistentemente menor peso € comprimento para a idade
" gestacional quando comparadas com criangas nascidas de
mies infectadas e sem caréncia de vitamina A (11). As

possfveis explicagGes para os niveis reduzidos de vitamina A
no cofddo de recém-nascidos com restrigao de crescimentg
intra-uterino podem refletir: a) a oferta inadequada de
vitamina A pela mde, secundiria a comprometimento d;
circulagdo itero-placentaria; b) baixo poder de ligagio de
vitamina A pelo feto, devido as baixas concentra¢Ses da
proteina carreadora do retinol através do tecido placentdrig
resultando em redugio na captagiio da vitamina A pelo figado
fetal; c) maior utiliza¢@o de vitamina A pelo feto, relacionada
apresencga de infecgGes intra-uterinas, pois as infec¢oes agudas
e crbnicas aumentam a taxa catabdlica e a excregdo de
vitamina A; d) armazenamento insuficiente e inadequado de
vitamina A no figado fetal, relacionado i presenca de
anormalidades estruturais e funcionais no figado de recém-
nascido com restri¢iio de crescimento intra-uterino, sendo estas
alteragbes possivelmente associadas com a deplegdo das
células hepdticas armazenadoras de vitamina A (40).

A presente casuistica ndo observou diferencas na avaliago
do peso e da adequag@o antropométrica neonatal entre os RN
dos grupos estudados. Na avaliagio antropométrica de criangas
expostas e ndo portadoras do HIV hé evidéncias de que a
deficiéncia de vitamina A durante a gestagdo ji possa ter
efeito deletério a longo prazo sobre o crescimento e
desenvolvimento das criangas (11).

Alguns autores demonstram que, durante a gestagio, a
hipovitaminose A associa-se a reservado prognéstico
gestacional, inferindo-se que a vitamina A seja importante
parao crescimento e para o desenvolvimento fetal adequados.
Essa deficiéncia associar-se-ia com desenvolvimento
embriogé€nico anormal, aborto espontineo, anemia ¢
imunodepressdo (23,24). Houve alta correlagio nas gestantes
do grupo 1 entre o retinol materno durante 21-28 semanase a
hemoglobina fetal no momento do parto (p=0,002).
Adicionalmente, houve associag@o limitrofe entre essas
varidveis no grupo exposto a terapia triplice, em contraste a0
observado no grupo 2. A possivel explica¢do para a associagdo

~ entre o retinol € a hemoglobina fetal provém de estudos que

demonstram a necessidade da vitamina A para a absor¢io €
utilizagio de ferro inorganico n&o-heme, com conseqiiente
limitacio de sua utilizagdo e redugdo dos niveis
hematimétricos (41). Acredita-se também, que essa vitamina
esteja envolvida na sintese de hormdnios esterdides, uma vez
que a suplementag@o da vitamina A tem sido associada a
aumento dos niveis de progesterona (24). Outra associagio
sugerida por observagdes preliminares & a associaga@o entre
os baixos niveis de &-caroteno em mulheres e 0
desenvolvimento de pré-eclampsia e eclampsia. Sugere-se que
a vitamina A atue na prevencdo de lesfio endotelial, um dos
fatores causais das sindromes hipertensivas da gravidez
(10,42). No entanto, essas observagdes ndo foram sustentadas
em um estudo recente com 736 gestantes (8).

Tem-se demonstrado que a vitamina A tem sido
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relacionada ao trabalho de parto pré-termo (7,9) possivelmente
secunddria a alteragdo hormonal ou devido a maior
predisposigﬁo a processos infecciosos. Na presente casuistica,
ndo se observou associagdo entre a vitamina A plasmadtica e o
tempo de duragFo da gestagdo nas gestantes portadoras do HIV
em uso de esquemas contendo AZT exclusivamente ou terapia
triplice:

Em pacientes portadores da infecgio pelo HIV, ainda se
desconhece a real influéncia dos fatores nutricionais e
sobretudo dos micronutrientes sobre o prognéstico da infeccao.
Parece ser um importante fator de risco norteador da evolugio
da doenga pelo virus HIV (7). Estudos recentes tém
demonstrado associagdo consistente entre a infecgio pelo virus
da imunodefici€ncia humana e deficiéncia de vitamina A
(12,43-45). Essa associagdo tem sido verificada tanto no
aumento de incidéncia de infecg@io sintomdtica pelo HIV em
adultos quanto no incremento das taxas de transmissao vertical
(79,13,15,28,44-47). Na casuistica aqui apresentada, ndo se
evidenciou nenhum caso de transmissdo perinatal, talvez
decorrente dos cuidados com a aderéncia as medidas
profilaticas ou decorrentes do nimero limitado de casos para
este tipo de avaliago.

Pacientes infectadas pelo HIV e com deficiéncia de retinol
apresentam tendéncia a menor sobrevida quando se compara
com pacientes sem hipovitaminose A (12). Alguns estudos
observaram que tanto o nivel plasmético de vitamina A quanto
o nimero de linfécitos TCD, eram fatores preditivos
independentes de transmissdo vertical (TV) do HIV, seja
afetando a integridade placentiria, aumentando a viremia
sanguinea, a viremia no leite materno ou acentuando a
excregdo cervical do virus (9,12,43,46,48). Alguns trabalhos,
entretanto, ndo confirmam estas assertivas. Sob essa
perspectiva, outros estudos ndo encontraram correlag@o entre
baixo nivel sérico de vitamina A e o aumento da transmissio
vertical (13-15).

Na tentativa de elucidar a real associacdo da vitamina A
com a TV do HIV alguns pesquisadores realizaram a
suplementacdo de vitamina A as gestantes portadoras do HIV
(3,49-51). Altas doses de suplementagdo oral de d-caroteno
tém aumentado o nfimero de linfécitos TCD , tanto em
pacientes imunocompetentes como naqueles portadores do
HIV. Segundo Greenberg et al (9), parece que essa
suplementagdo age como cofator para a redugio da dose efetiva
do anti-retroviral favorecendo a recuperagio contra infecgoes
oportunistas. Outros autores, entretanto, ndo confirmaram a
associacio entre a suplementagio da vitamina A e o retardo
na progressdo da doenga pelo HIV (52). Um importante estudo
duplo-cego, placebo controlado realizado na Tanzénia ndo
evidenciou associagdo entre a suplementagdo de vitamina A e
a melhora no niimero de linfécitos TCD, € nem com os
resultados perinatais, fortemente representados pelo peso do
RN, ocorréncia de parto pré-termo, restrigio do crescimento
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intra-uterino ¢ morte fetal (50). No entanto, a suplementagio
da vitamina A nio foi avaliada simultinea e adequadamente
com os niveis plasméticos dessa vitamina. Objetivando avaliar
a assoctacao entre os niveis plasmaticos de vitamina A e o
prognéstico imunoldgico materno, a presente casuistica nio
detectou associagdo entre os niveis de linfécitos TCD, e o
retinol materno nos grupos estudados, confirmando outro
estudo que delineou a mesma tendéncia, porém entre
pacientes com maioria masculina (53). Entretanto, a
estabilidade da concentragdo plasmética de retinol materno
demonstrada durante a gestagdo de mulheres do Grupo 3 pode
sugerir que o uso de esquemas combinados de anti-retrovirais
atuaram favoravelmente e de forma indiscutivel para a melhora
imunolégica dessas gestantes, o que é demonstrado com o
aumento significativo dos linfécitos TCD, néssas gestantes e
também com a inegével relacio entre os fatores nutricionais
e aresisténcia a infecgoes.

Estudos in vitro sugerem que durante a infecgao pelo HIV,
a vitamina A suprima a replicag@o viral, inibindo a transcri¢do
viral do HIV. Essa supressdo ocorre porque certas proteinas
especificas de ligagZo ao retinol ligam-se ao core viral (52,54-
56). No entanto, a anilise cautelosa da associagdo da carga
viral com deficiéncia de vitamina A n3do tem se mostrado
consistente (15,52). Nao se observou, no presente estudo,
associacdio entre os niveis de carga viral e o0s niveis
plasméticos maternos de vitamina A. Nesse sentido, em 1998,
Semba et al (53) ndo encontraram associagao entre a carga
viral do HIV com a suplementagio da vitamina A (47).

CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da reconhecida limitagdo da avalia¢do isolada do
indicador bioquimico como sinalizador de hipovitaminose A,
frente os dados apresentados, podemos demonstrar alta
prevaléncia de reduzidos niveis plasméticos-de vitamina A
nas pacientes do estudo. Na presente casuistica, demonstrou-
se que gestantes usudrias de esquemas combinados de anti-
retrovirais ndo apresentaram redugao significativa dos niveis
de retinol materno durante a gestagdo, possivelmente pela
melhora imunolégica que essas medicagdes determinam. Nao
observamos associagio entre os niveis plasmiticos de retinol

" materno e a duragiio da gestagdo em gestantes portadoras do

HIV, entretanto ja se verifica uma associag@o entre os niveis
plasméticos maternos de retinol e a hemoglobina do neonato
a0 nascimento. Adicionalmente, ja podemos observar uma
tendéncia a4 associagdo dos niveis de retinol do cordio
umbilical e o peso do recém-nascido.

Convém lembrar que, at€ 0 momento, nenhum trabalho
da literatura forneceu evidéncia clara de que a suplementagio
materna com vitamina A estivesse associada com redugdo da
TV do HIV em gestantes com este tipo de deficiéncia
(49,51,57,58). No entanto, permanecem dividas sobfe a
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efetividade dessa medida entre gestantes com deficiéncia dessa
vitamina, especialmente naquelas com contagem de linfécitos
TCD, reduzida. Em vista dessas assertivas, € prudente corrigir
as possiveis deficiéncias subclinicas da vitamina A em
gestantes portadoras do HIV-1, cuidando para néio exp6-la a
excesso desta vitamina, o que pode acarretar em risco
teratogénico (11, 59).
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RESUMEN. La presencia de Cyclospora sp., Cryptosporidium sp.,
microsporidios y los niveles de coliformes fecales fueron
determinados en lechuga, apio, cilantro, fresas y moras adquiridas
en ferias del Agricultor del Valle Central de Costa Rica, con el fin de
establecer el riesgo de transmisién de estos microorganismos y otros
patégenos a partir del consumo de productos crudos. Durante el
Segundo semestre del 2001 y primero del 2002, 50 muestras de cada
producto fueron evaluadas, 25 durante la estacion seca y 25 durante
la estacién lluviosa y provenientes de cinco diferentes ferias del
Agricultor. El recuento de coliformes fecales fue realizado de acuerdo
a la técnica recomendada por Vanderzant & Splittstoesser. La
. determinacion de parésitos fue hecha utilizando las tinciones de Ziehl
Nielsen y Weber a partir de un sedimento obtenido por el lavado de
los productos mencionados, usando agua peptonada estéril 0,1% y
centrifugando a 900 G por 15 min. 100% de las muestras de vegetales
presentaron coliformes fecales, y Ia mayor prevalencia fue obtenida
durante a estacién lluviosa. A pesar de que todos los vegetales
presentaron coliformes fecales en altas concentraciones, la lechuga
y cilantro presentaron diferencias estadisticamente significativas entre
la estacién lluviosa y la seca, siendo mayor durante la estacién
lluviosa. No se detecté coliformes fecales en fresas y moras
probablemente debido a su bajo pH. Todos los productos evaluados
presentaron, aunque sea una vez, Cyclospora sp., Cryptosporidium
sp. y microsporidios, demostrando el riesgo que representan para la
Salud Piblica. Cryptosporidium sp. estuvo presente en todos los
productos excepto fresas. Los microsporidios fueron aislados de
todos los productos excepto moras y Cyclospora sp. inicamente fue
aislado de lechuga durante la estacién seca. Los resultados demuestran
la importancia de introducir en el pais las Buenas Pricticas Agricolas,
especialmente debido a la resistencia de Cyclospora sp. y
Cryptosporidium sp. a agentes desinfectantes.

Palabras clave: Cyclospora sp., Cryptosporidium sp.,
microsporidios, coliformes fecales, vegetales, frutas.

INTRODUCCION

Actualmente el consumo de frutas y vegetales es
promovido como estrategia para reducir el riesgo de desarrollar
diferentes tipos de cdncer (1). No obstante, debido a las

SUMMARY. Prevalence of Cyclospora sp., Cryptosporidium sp,
microsporidia and fecal coliform determination in fresh fruit and
vegetables consumed in Costa Rica. The presence of Cyclospora
sp., Cryptosporidium sp. and microsporidia and the levels of fecal
coliforms were determined in lettuce, parsley, cilantro, strawberries
and blackberries acquired in local agricultural markets of the Cen-
tral Valley of Costa Rica, in order to establish the possible transmis-
sion risk of these microorganisms and other pathogens from the con-
sumption of these raw products. During the second semester of 2001
and the first of 2002, 50 different samples of each product, 25 taken
in the dry season and 25 in the rainy season and coming from five
different local agricultural markets were evaluated. The fecal
coliforms count was done according to the technique recommended
by Vanderzant & Splittstoesser. The parasite determination was done
using Zielh Nielsen and Weber staining techniques from a sediment
obtained through the rinse of the mentioned products, using sterile
peptonated water 0,1% and centrifuging at 900 G for 15 min. One
hundred per cent of vegetable samples had fecal coliforms and the
greatest prevalence was obtained during the rainy season. Although
all vegetables presented fecal coliforms in high concentrations, let-
tuce and cilantro presented statistical difference between rainy and
dry season, being greater during the rainy season. Fecal coliforms
were not detected in strawberries and blackberries probablydue to

its low pH. All products evaluated presented, at least once,

Cryptosporidium sp., Cyclospora sp. and microsporidia, showing
the risk they represent to Public Health. Cryprosporidium was present
in all products but strawberries. Microsporidia was present in all
products except blackberries and Cyclospora was only isolated from
lettuce during the dry season. These results show the importance of
introducing in the country Good Agricultural Practices, especially
due to the resistance of Cryptosporidium and Cyclospora to disin-
fecting agents.

Key words: Cyclospora sp., Cryptosporidium sp., microsporidia,
fecal coliforms, vegetables, fruits.

pricticas seguidas durante su cultivo, cosecha Yy
comercializaci6n, tales alimentos pueden representar un foco
de microorganismos patégenos. Bacterias como Salmonella
sp., Aeromonas sp., Listeria monocytogenes, E. coli 0157:H7,
Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni y Bacillus
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cereus, entre otras, han sido frecuentemente aisladas de frutas
y vegetales € identificadas como responsables de brotes de
gastroenteritis o listeriosis (2). Ademis virus como Hepatitis
A, Norwalk y algunos par4sitos como Lamblia intestinalis y
Entamoeba histolytica han sido responsables de diversos
cuadros infecciosos vinculados con el consumo de alimentos
(2). Recientemente Cyclospora cayetanensis, Cryptosporidium
sp. y los Microsporidios han emergido como importantes
patégenos vinculados con alimentos (2).

Desde su descripcion en 1986, Cyclospora cayetanensis,
ha sido ampliamente reconocido como agente causal de
diarrea. Los humanos son infectados por la ingestién de
ooquistes esporulados y presentan las manifestaciones clinicas
en un periodo que oscila entre 2 a 11 dias después de la
exposicién al microorganismo (3). No obstante, se han
reportado periodos de incubacién de tan solo 12 a 24 horas
(4). Alafecha se desconoce la dosis infectante de este coccidio,
sin embargo se presume que ésta debe ser baja (3).

La transmisién de Cyclospora cayetanensis por agua ha
sido documentada en diversos estudios en los Estados Unidos
y Nepal. (4-5). También se ha demostrado la transmisién de
este coccidio por alimentos siendo la frambuesa, lechuga y
albahaca, los méds involucrados como vehiculos del
microorganismo (3,6). Ningtin brote ha sido asociado con
alimentos congelados o cocinados.

Se ha observado una marcada estacionalidad de la infeccién
por Cyclospora cayetanensis en diferentes paises, a pesar de
las diferencias climatol6gicas, lo cual aiin est4 sin explicarse;
sin embargo parece estar relacionado en parte a las
fluctuaciones en la temperatura y la humedad (3). Una
situacién similar se ha observado con Cryptosporidium sp.
pues lamayor incidencia de infeccién con este parésito también
ocurre durante los meses més calientes y hiimedos (7).

Cryptosporidium sp. es un coccidio que parasita sobre las
células de mucosa gastrointestinal de una gran variedad de
vertebrados, incluyendo al hombre. La diarrea acuosa y
profusa constituye la principal caracteristica de la
criptosporidiosis (8). Se ha sugerido que algunas personas
pueden desarrollar la enfermedad después de la ingestién de
tan solo un ooquiste (8). Esto explica la elevada tasa de ataque
(mayor a 62%) observada en los diferentes brotes (9,10).

Un reciente informe identificé la cidra de manzana como
la causa de una epidemia de criptosporidiosis (11). Segfin
algunos autores, esto indica que las manzanas y otras frutas
pueden ser potenciales vectores de diarrea (12). Ademds la
elevada prevalencia de Cryptosporidium sp. en las aguas de
irrigaci6n de vegetales, sugiere fuertemente el papel de estos
alimentos en la transmisién del parasito (13). Estudios
realizados en Costa Rica han evidenciado una prevalencia del
5% de este coccidio en cilantro, del 2,5% en lechuga y del 1,2
% en pepino, rdbano y zanahoria (14).
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La presencia de Cryptosporidium sp. y Cyclospora

- cayetanensis en frutas y vegetales es de considerable

importancia para la salud piblica, pues el lavado de estos
alimentos y la desinfeccién de los mismos no logra eliminar
ninguno de los dos microorganismos (13).

Los microsporidios son otros de los agentes emergentes
responsables de brotes de diarrea. El niimero de microsporidios
requerido para causar enfermedad en humanos se desconoce;
no obstante, la inoculacién de tan solo 100 esporas pueden
causar enfermedad letal en individuos de laboratorio con
deficiencia de células T (15).

. A la fecha, no existe informacién disponible sobre la
transmisién de microsporidios por alimentos. Sin embargo,
estos pardsitos han sido responsables de brotes de diarrea
asociados al consumo de agua. Estos hallazgos han sido
basicamente informados en Francia y en los Estados Unidos
(15).

Es abundante la evidencia cientifica que confirma la
transmisién por agua de los tres pardsitos antes mencionados.
Esto es de vital importancia en Costa Rica, pues las aguas de
irrigacién utilizadas sobrepasan considerablemente los niveles
sanitarios sugeridos por la Organizacién Mundial de la Salud
(10% 100mL coliformes fecales) (16). Por otro lado, la
prevalencia de microsporidios y Cyclospora cayetanensis en
vegetales frescos y frutas es desconocida, asi como se carece
de informacién sobre la prevalencia de Cryptosporidium sp.
en estos productos. Sin embargo, se ha reportado su
aislamiento a partir de aguas superficiales costarricenses (17).

Dado lo anterior, se pretende con este trabajo determinar
la prevalencia de Cyclospora sp., Cryptosporidium sp.,
microsporidios y coliformes fecales en frutas y vegetales fres-
cos de consumo frecuente en Costa Rica.

MATERIAL Y METODOS

Localizacion del proyecto

El estudio se llevé a cabo en los laboratorios de
Microbiologia de Alimentos y Aguas y de Protozoologia de
la Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica du-
rante un periodo que comprendié los meses de octubre,
noviembre y diciembre del afio 2001 (125 muestras); y enero,
febrero y marzo del afio 2002 (125 muestras).

Seleccién de los sitios de muestreo

Se utilizaron 5 diferentes Ferias del Agricultor previamente
seleccionadas. Estas fueron determinadas por probabilidad
proporcional al tamafio*entre aquellas que se realizan los
sdbados en el Valle Central. Las ferias se clasificaron de
acuerdo al niimero de vendedores en las siguientes categorfas:
1. pequefias, menos de 100, medianas, entre 100-200, y
grandes, més de 200. Las ferias seleccionadas fueron: Heredia,
Tib4s, Guadalupe, Naranjo y Desamparados.
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Muestras

Se analizaron 25 muestras de cada producto (lechuga, apio,
cilantro, fresas y moras) durante la estacién lluviosa del 2001
(agosto, setiembre y octubre) y otras 25 muestras durante la
estaci6n seca del 2002 (enero, febrero y marzo). Durante cada
periodo de estudio se tomé, por feria, una muestra de 5
unidades de cada producto, una por puesto de venta.

Analisis microbiolégico
Las muestras se procesaron por la técnica de lavado (18),
con 225 mL de agua peptonada al 0.1% siguiendo la técnica

de recuento en placa para coliformes fecales recomendada por,

Vanderzant y Splittstoesser (18).

El liquido restante del enjuague se centrifugé a 900G por
15 minutos. El sedimento se utilizé para la determinacién de
los parasitos de interés. El diagnéstico de Cryptosporidium
sp. se efectu6 empleando la técnica de Koster modificada (19)
y la determinacién de Cyclospora cayetanensis se llevé a cabo
mediante la tincién de Ziehl-Nielsen modificada (20). Para la
identificacién de microsporidios se realizé con la técnica de
Weber (21).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las enfermedades de origen alimentario han sido
reconocidas a nivel mundial como de alta prioridad debido al
elevado potencial que los alirnentos poseen en la emergencia
o reemergencia de amenazas microbiolégicas para la salud
(22). Se estima que las enfermedades de origen alimentario
causan por afio 76 millones de enfermos, 325.000
hospitalizaciones y 5.000 mil muertes s6lo en los Estados
Unidos (23).

Los resultados microbiolégicos obtenidos a partir del
andlisis de 250 muestras de hortalizas y frutas de consumo
crudo en nuestro pais reflejan que el 100% de las muestras de
hortalizas presentaron coliformes fecales en concentraciones
superiores a 10* UFC/g, mientras que las frutas resultaron
negativas para este pardmetro (<10 UFC/g). Es importante
considerar que los valores obtenidos en hortalizas no incluye
la carga de coliformes fecales obtenidos en su raiz, ya que
esta parte del producto fue eliminada antes de procesar las
muestras. ,

La concentracién promedio de coliformes fecales en
hortalizas fue mayor durante la estacién lluviosa que en la
estacion seca (Tabla 1). Se encontré diferencia estadisticamente
significativa (p< 0,05) para la lechuga y cilantro, al comparar
la carga de coliformes fecales durante la estacién lluviosa y la
seca. Este dato es divergente a resultados de un estudio ante-
rior hecho en Costa Rica donde se determiné una mayor
contaminacién fecal en la estacién seca (14). No obstante,

esta diferencia resalta no s6lo que en nuestro pafs la calidad”

sanitaria de las aguas utilizadas para la irrigacién es inaceptable
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(24), sino también la influencia de muchos factoreg
adicionales, incluyendo cultivo, transporte, manejo,
almacenaje y practicas agricolas que acarrean contaminacign
a los productos. La importancia del incremento en la carga
bacteriolégica por factores ajenos a la produccién y I
irrigacién, también ha sido demostrada por otros estudios, en
los que se ha determinado mayores niveles de coliformes
fecales en los productos que se encuentran en venta comparado
con los que se analizaron directamente de las 4reas de cultivo,
demostrado asi la importancia de la contaminacién postcultivo
(23).

TABLA
Promedio de coliformes fecales/gramo en hortalizas y
frutas de las Ferias del Agricultor del Valle Central durante
la estacién lluviosa 2001 y seca 2002-

Producto Promedio UFC/g
Estacién Lluviosa Estacién Seca

(n=25) (n=25)
Lechuga 7,9x10° 1,3x10°
Apio 3,4x107 1,5x10¢
Cilantro 6,0x10¢ 1,2x108
Fresas <10 <10
Moras <10 <10

Por otro lado, se debe destacar que para las fresas y mo-
ras, no se obtuvo ningtn crecimiento de coliformes fecales,
ni siquiera a partir de la solucién inicial de lavado de las
muestras. Esta ausencia de coliformes fecales pone de
manifiesto la proteccién natural que estos productos poseen
debido probablemente al bajo pH que presentan, siendo este
de aproximadamente 3,86 para fresas y 2,86 para las moras,
en contraste con los valores cercanos a pH neutro obtenido
para la lechuga, culantro y apio en los cuales se favorecen el
crecimiento bacteriano como se ha podido observar.

En cuanto a la prevalencia de Cryptosporidium sp.,
Cyclospora cayetanensis y microsporidios en hortalizas y
frutas, los resultados obtenidos evidencian el riesgo que existe,
ya que en todos los productos se encontré al menos uno de
estos microorganismos (Tabla 2).

Los microsporidios fueron aislados de todos los productos
analizados excepto las moras. La lechuga fue el producto que
presenté mayor porcentaje de positividad (32%), seguida por
el cilantro (4%) y el apio y las fresas (2%). Estos resultados
ponen de manifiesto la alta probabilidad de contaminacién
con este parasito en productos de consumo crudo. A pesar
de que el nimero de microsporidios requerido para causar
enfermedad en humanos se desconoce, se ha comprobado que
la inoculacién de s6lo 100 esporas puede causar enfermedad
letal en individuos con deficiencia de linfocitos T (15).
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TABLA2
Prevalencia de Microsporidios, Cryptosporidium y
Cyclospora cayetanensis sp. en hortalizas y frutas de las
Ferias del Agricultor del Valle Central durante la estacién
lluviosa 2001 y seca 2002

Hortaliza/  Microsporidios Cryptosporidium sp. Cyclospora
Fruta cayelanensis
Seca Lluviosa Seca Lluviosa Seca Lluviosa
0=25) (=25) (n=25) (n=25) ([=25) (n=295)

% 4% 0% 8%

Lechuga 32 % 2%

Apio 0% 0% 4% 0% 0% 0%
Cilantro 4 % 4% 4% 0% 0% 0%
Fresas 0% 43 % 0% 0% 0% 0%
Moras 0% 0% 8% 4% 0% 0%

También, se debe considerar que las esporas de
microsporidios son resistentes a condiciones ambientales y
pueden permanecer infecciosas por muchos afios,
particularmente si se encuentran protegidas de la desecacién
(26), lo cual podria explicar la alta prevalencia en las lechugas
las cuales pueden ofrecer un microambiente més hiimedo en-
tre sus grandes hojas.

Cryptosporidium sp. tamb’én fue aislado en todos los
productos excepto en las fresas. La lechuga presenté el mayor
porcentaje de positividad (24%) y se encontré diferencia
estadisticamente significativa entre la estacién lluviosa (24%)
y la seca (4%) (o< 0,05).

Los resultados de prevalencia obtenidos para este parisito,
muestran una variacién importante al compararlos con los
que se obtuvieron en un estudio similar realizado hace casi
diez afios en el pafs, en los que la prevalencia de criptosporidios
encontrada para hojas de cilantro y lechuga fuede 5% y 2,5%
respectivamente (14), mientras que los encontrados en este
nuevo estudio (Cuadro 2), muestran una disminucién de un
3%enlas hojas de cilantro, asi como un considerable aumento
de 11,5% en lechuga. También, dada la baja dosis infectante
necesaria para causar infeccién observada en algunas perso-
nas, en los cuales un solo ooquiste es capaz de producir
enfermedad (8), debe considerarse importante la prevalencia
de 4% encontrada en las moras, y de 2% en apio y cilantro.

Es importante recalcar el papel que el agua ha tenido como
fuente de contaminacién y transmisién de este parasito, asi
como considerar el papel que juegan las heces de los animales
en las que se puede encontrar este parasito (27). A la vez,
debe considerarse la resistencia de este microorganismo al
cloro (hipoclorito de sodio), incluso hasta concentraciones de
80 ppm durante 30 min (15).

Cyclospora cayetanensis inicamente fue aislado a partir
de la lechuga con una prevalencia del 4% durante la estacién
seca (Cuadro 2) y sin diferencia significativa entre estaciones

climiticas, lo cual sucede en otros pafses como Perti (28) y
Egipto (29). No obstante, su aislamiento a partir de diversos
alimentos frescos ha sido informado a nivel mundial (30-33).

Concluyendo y como anilisis general del presente estudio,
es importante destacar el alto nivel de contaminaci6n fecal
de los productos de consumo crudo seleccionados para esta
evaluacién, la cual pone de manifiesto que en el pais la
produccién y comercializacién de vegetales y frutas se
encuentra aiin en niveles muy bajos de calidad sanitaria, y
que existe un riesgo constante para la poblacion costarricense
a pesar de contar con un sistema de salud ubicado entre los
mejores de América Latina.

En el caso de los microsporidios, Cryptosporidium sp. y
Cyclospora cayetanensis, donde las técnicas de desinfeccion
y lavado no son lo suficientemente eficientes, se hace
imprescindible aplicar las Buenas Précticas Agricolas con el
fin de garantizar un producto inocuo a la salud humana.
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RESUMEN. El presente trabajo evalud la flora normal y patégena
asociada a la tilapia (Oreochromis niloticus), ya que no existen
estudios previos, a nivel nacional, sobre la calidad microbiolégica
de este producto. Con este prop6sito, se determind el Recuento Total
Aerobio (RT), el nimero de coliformes totales (CT) y coliformes
fecales (CF), Enterococcus sp., Aeromonas sp., bacterias lacticas y
la presencia de Listeria sp y Salmonella spp. a partir de la superficie
externa de la tilapia. Se recolectaron 50 muestras provenientes de
las zonas de San Carlos y Cafias y se transportaron en frio hasta el
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos y Aguas de la Facultad
de Microbiologfa, Universidad de Costa Rica, donde se efectuaron
los andlisis sefialados seglin la metodologia presentada por la
American Publilc Health Association, 1998. Los resultados obtenidos
confirman, desde el punto de vista microbiolégico, la frescura de las
tilapias al momento de su analisis, sin embargo, los niveles de
coliformes encontrados fueron inaceptables para el consumo humano.
No se logr6 aislar Listeria sp., pero el aislamiento de Salmonella
spp. confirmé la contaminacién fecal de las aguas de crianza de la
tilapia, aparte de su importancia a nivel de salud piiblica. También
se encontré que la tilapia presenta un nimero elevado de Aeromonas
§p. como parte de su flora normal, por lo que se recomienda incluir
este género dentro de las normas de calidad para pescado fresco.
Segiin los datos obtenidos, no existe diferencia significativa (95%
de confianza) entre el RT, los niveles de CTy CF, Enterococcus spy
Aeromonas sp. a partir de la tilapia proveniente de los criaderos de
las zonas de San Carlos y Caiias.

Palabras clave: Tilapia, evaluacién microbiol6gica, Enterococcus
$p., Aeromonas sp., Listeria sp., Salmonella spp.

INTRODUCCION

Latilapia (Oreochromis niloticus), es un pez del grupo de
los Teléosteos, orden Peciformes, perteneciente a la familia
Ciclidae, sub familia Tilapiinae y género Oreochromis.
Aunque se conocen més de 100 especies de tilapia, sélo
2lgunas son de importancia a nivel de produccién en
condiciones controladas de cultivo: tilapia roja, tilaza nilético,
tilapia urea y tilapia stirling (1).

La tilapia presenta una serie de caracteristicas biolégicas y
ecoldgicas especiales como un rapido crecimiento, resistencia a
enfermedades y condiciones adversas, conversion eficiente del

SUMMARY. Bacteriological evaluation of fresh tilapia
(Oreochromis niloticus) coming from the northern region of Costa
Rica. The following work presents an evaluation of the normal and
pathogenic flora associated to tilapia (Oreochromis niloticus), since
there are no previous national studies referred to the microbiological
quality of this product. The total aerobic plate count, lactic bacteria,
Enterococcus sp and Aeromonas sp and fecal and total coliform
count, and the presence of Listeria sp and Salmonella spp from the
external surface of tilapias were evaluated. A total of 50 samples,
coming from San Carlos and Cafias zones were transported in ice to
the Food and Water Microbiology Laboratory, Universidad de Costa
Rica, where the laboratory analysis were performed, according to
the methodology presented by de American Public Health Associa-
tion, 1998. The results obtained confirm the microbiological fresh-
ness of the product when the analysis was performed, although
coliform levels were unacceptable. Listeria sp was not found, but

- the isolation of Salmonella spp. confirms the fecal contamination of

water where the tilapia is grown, aside of the Public Health concern.
Also, it was found a high number of Aeromonas sp, as part of its
normal flora, so we recommend including this genus in the quality
standards for fresh fish. According to the data obtained, there was
no significant difference (95% confidence) between the total plate
count, fecal and total coliforms, Enterococcus sp. and Aeromonas
sp. from the samples coming from the zones of San Carlos and Caiias.
Key words: Tilapia, microbiological evaluation, Enterococcus sp.,
Aeromonas sp., Listeria sp., Salmonella spp.

alimento, alta fecundidad, maduracién temprana, aceptacién de
alimentos artificiales, entre otros. Su capacidad de producir una
alta descendencia a una edad relativamente temprana, la hace
ideal para su “cultivo”. La tilapia madura a una edad de dos o
tres meses, y en adelante puede tener crias cada tres o seis
semanas, si se encuentra en condiciones 6ptimas (2)

La tilapia, considerada en otro tiempo un pescado de bajo
valor, adecuada solamente para mercados étnicos, ha ganado
popularidad en afios recientes. Actualmente, tiene buena
aceptacion por el consumidor y es considerada una atractiva
opcién del meni en cadenas de restaurantes a nivel nacional e
internacional.

433



434 . MORALES et al.

En los dltimos afios, el mercado mundial de pescado ha
evolucionado, tanto cuantitativa como cualitativamente, y de
manera continua. Ejemplo de esto es que en 1961, los 3 mil
millones de habitantes del planeta consumian anualmente, un
promedio de 8,9 kg de pescado per cipita. En 1998, segiin
las estadisticas de la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y Alimentacién (FAO), los 6 mil millones
de habitantes del planeta consumian un promedio anual de
15,7 kg de pescado per cépita. En términos generales, la
produccién y el comercio de pescado se multiplicaron por 4
en los dltimos 40 afios, debido a la duplicacién de la poblacién
y al aumento del consumo. En América Latina, la evolucién
fue similar: los 225 millones de latinoamericanos que
consumian un promedio de 5,4 kg/persona de pescado en el
afio 1961, aumentaron a 490 millones que consumen un
promedio de 9,6 kg/persona en 1998 (3).

El panorama global de la acuacultura es el de una indus-
tria localizada principalmente en paises en vias de desarrollo,
enfocada a la produccién de pescado de agua dulce (4). En
cuanto a la produccién de tilapia, Taiwdn es el mayor
exportador del mundo en términos de volumen. Los mayores
proveedores de filetes congelados a los Estados Unidos son
Taiw4n, Tailandia e Indonesia, mientras que Costa Rica domina
el mercado de tilapia fresca a ese pais (5).

Desde principio de la década de los setentas, se ha
promovido el desarrollo de la acuacultura en Costa Rica (6),
siendo casi totalmente dominada por el tipo continental de

agua dulce, con énfasis en el cultivo de peces, especificamente

trucha y tilapia. El cultivo de esta iiltima se da en las siete
provincias del pais, no obstante, Guanacaste es la provincia
con mayor produccién (30 productores con 7215 toneladas/
afio) y Alajuela, especificamente San Carlos, posee el mayor
nimero de productores (435 con 444 toneladas/afio).

La producci6n de tilapia tiene un gran potencial, ya que el
pafs cuenta con condiciones climéticas, hidrogréficas y
topogréficas favorables para este tipo de actividad, ademés de
su cercania al mayor mercado de consumo de tilapia (EEUU)
. ;

Con respecto a la flora microbiana de la tilapia viva, ésta
depende de la flora existente en las agua s de donde proviene
(5) y varia de acuerdo con el habitat de la especie, sobre todo
con la temperatura, profundidad, grado de contaminacién de
las aguas y cercania de la costa. Se destaca la presencia de
psicréfilos Gram negativos incluyendo Pseudomonas,
Shewanella, Moraxella, Acinetobacter, Flavobacterium,
Vibrionaceae y Aeromonadaceae. Entre los Gram positivos
existe una proporcién variable de Bacillus, Micrococcus,
Clostridium, Lactobacillus y Corynebacterium (8). Las
bacterias patégenas o indicadoras de contaminacién raramente
son encontradas en el pescado recién capturado, a no ser que
provenga de aguas excesivamente contaminadas con materia
fecal (5).

A pesar de la importancia econémica de este producto, ng
existen estudios a nivel nacional sobre la caracterizaci6n de
la flora normal y pat6gena asociada a la tilapia. El objetivg
del presente trabajo es evaluar la calidad microbiolégica de
tilapia fresca, analizando la presencia de bacterias indicadoras
de contaminacién asi como patégenas de importancia ep
Salud Piblica.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccién de muestras

Serecolecté un total de 50 tilapias de aproximadamente 188
% 32 g cada una, provenientes de los estanques de productores
de la zona de San Carlos (n=40) asi como de una empresa
comercializadora a nivel industrial ubicada en Cafias, Guanacaste
(n=10). Estas iiltimas muestras se utilizaron como referencia
con el fin de comparar la calidad microbiol6gica de las tilapias
entre la zonas de San Carlos y Cafias.

Para capturar las tilapias se usé el método habitual del
sitio de muestreo, incluyendo el uso de redes, anzuelo, cuerda,
coladores, encierro de malla, entre otros. Con el fin de no

" alterar la flora de piel y escamas, se evité el contacto de tila-

pias con cualquier elemento fuera de su ambiente natural.
Una vez fuera del estanque, las muestras fueron colocadas en
bolsas estériles y depositadas de inmediato en hielera para su
transporte. Las muestras fueron mantenidas en frio hasta su
anélisis en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos y
Aguas de la Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa
Rica. El estudio se realiz6 entre los meses de noviembre 2002
y abril del 2003.

Analisis de laboratorio

A partir de cada muestra se realizé un recuento total
aerobio, recuento de bacterias lacticas, de coliformes totales,
fecales, Enterococcus’y Aeromonas sp., determinacion de la
presencia de Listeria sp y Salmonella spp segiin la
metodologia descrita en American Public Health Association

).

Preparacién de muestras

Cada muestra fue pesada en balanza granataria y se le
agregé un volumen de agua peptonada estéril (APE) 0,1%
igual a su peso. Se realizé un lavado de la superficie de 1a
tilapia durante 1,5 min aproximadamente. El liquido resultante
se utilizé para hacer diluciones decimales (102 a 10%) también
con APE 0,1%.

Recuento total de mesdfilos aerobio

De cada dilucién preparada, se inoculé por duplicado y
mediante esparcimiento, 0,1 mL en placas de agar estindar
(Difco ®) + TTC (2,3,5 cloruro de trifeniltetrazolium). Estas
placas fueron incubadas a 35°C por 48 horas
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Recuento de coliformes

Serealizd a partir de cada dilucién preparada, por vaciado,
utilizando agar bilis rojo violeta (Difco ®), el cual fue incubado
a 35°C por 48 h para la determinacién de coliformes totales y
244,5°C por 24 h para la determinaci6n de coliformes fecales.

Recuento de bacterias lacticas

Se realiz6 por esparcimiento a partir de cada dilucién
preparada utilizando agar Rogosa (Difco ®), el cual fue
incubado a temperatura ambiente por 4 dfas. -

Recuento de enterococcus

Se realiz6 por esparcimiento a partir de cada dilucién
preparada utilizando agar EVA (ethyl violet agar) (Difco ®)
el cual fue incubado a 35°C por 48 h.

Deteccion de género Listeria

A partir de la dilucién inicial, se inocul6 10 mL en caldo
Listeria, el cual fue incubado a 35°C por 24 h como
enriquecimiento. El aislamiento selectivo se realizé en agar
Oxford (Difco ®) el cual fue incubado a 35°C por 48 h. Las
colonias sospechosas (halo negro y presenci6n central) fueron
confirmadas por pruebas que incluyen el Gram, moviliad,
catalasa, oxidasa, utilizacién de carbohidratos y CAMP.

Deteccién de Salmonella spp.

Se realiz6 un enriquecimiento a partir de la dilucién inicial
por 24 a35°C. Posteriormente, s¢ realiz6 un enriquecimiento
selectivo utilizando caldo selenito y caldo tetrationato,
incubados a 35 y 43°C por 24 h. El aislamiento selectivo fue
hecho en agar XLD y agar Hecktoen, los cuales se incubaron
a 35°C por 24h. Las cepas sospechosas fueron identificadas
utilizando el sistema API 20E® asi como pruebas serolégicas
(antisuero poli A-1+ Vi Difco ®)

Cuantificacién de Aeromonas sp.

Se realiz6 a partir de cada dilucién utilizando agar SA
(almidon ampicilina) el cual fue incubado a 35°C por48hy
posteriormente inundado con solucién de lugol-yoduro para
verificar 1a hlidr6lisis del almidén.

Analisis estadistico
Se utiliz6 el programa estadistico Statistix for Windows.
En la Tabla1-se sefialan los resultados obtenidos y por-
centajes de positividad del an4lisis de recaento total meséfilo
aerobio, coliformes totales, fecales y Enterococcus a partir
de las muestras de tilapia procedentes de San Carlos y Cafias.

TABLA1
Distribucién porcentual de las muestras de tilapia segiin el recuento total aerobio, recuento de coliformes
' totales, fecales y Enterococcus sp.

UFC/g Recuento total % Coliformes % Coliformes %  Enterococcus %
meséfilo aerobio totales n=50 fecales n=50 sp. n=50
n=50
<10 0. 0 0 0 2 4 0 0
10-10? 0 0 3 6 - 9 18 17 34
102-10° 5 10 10 20 13 26 22 44
103-10* 13 26 20 40 20 40 10 20
10108 21 42 13 26 6 12 1 2
10%-1¢7 11 22 4 8 0 0 0 0

Comparando los resultados de recuento total aerobio con
los pardmetros establecidos por al ICMSF (International
Comission for the:Microbiological Examination of Foods,
1998) para pescado crudo (10), se encuentra que tinicamente
12% de 1as muestras presentan una aceptacién marginal y nin-
8una sobrepasa el limite de 107 UFC/g, lo cual refleja la fres-
cura del producto en el momento del anélisis. Un segundo
Pardmetro contemplado por la ICMSF para pescado crudo
establece un Ifmite maximo de 5,0 x 10? UFC/g para coliformes
fecales; 58% de las muestras evaluadas presentaron valores
Superiores y por lo tanto inaceptables.

Los recuentos de coliformes totales son iitiles como

indicadores de higiene (11). En este caso, un 74% de las
muestras tenian un recuento igual o mayor a 10° UFC/g, lo
cual refleja una higiene deficiente. Esta alta carga de
coliformes podria explicarse principalmente por una alta con-
taminacién de las aguas de crianza de tilapia, la cual puede
deberse a filtracién de aguas negras en los estanques, uso de
alimento de baja calidad, entre otros (5).

Los recuentos de enterococos son relativamente altos, un
22% de las muestras poseen un recuento superior a 10° UFC/
g, denotando de nuevo contaminacién La diferencia con los
porcentajes obtenidos para coliformes fecales se debe a que
estos (ltimos presentan un tiempo de generacién mucho me-
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nor que los cocos Gram positivos (9). Por otro lado, se puede
destacar la mayor sensibilidad de estos tltimos como fndice
de contaminaci6n fecal, como ha sido reportado en la litera-
tura (9).

En el presente trabajo, se logré aislar una cepa de
Salmonella sp. a partir de una de las muestras provenientes de
la zona de San Carlos. Su presencia confirma, una vez mas, la
contaminacién de las aguas de crianza con materia fecal. Esta
bacteria podria llegar al agua a través del alimentos que se le
administra a los peces o mediante el “abono orgénico” de los
estanques con excremento de animales como la gallinaza (12).
El uso de este tipo de abono fue impulsado desde los afios
setentas en Costa Rica, como una forma de aumentar la pro-
ductividad del pescado de agua dulce en estanques (6). Ac-
tualmente, no se conoce qué tan difundida es esta practica.

El hallazgo de una cepa de Salmonella sp. es de suma
importancia desde el punto de vista de Salud Publica y més si
se considera la baja sensibilidad del método utilizado, donde
se necesita una poblacién mayor a 10> UFC/g para obtener un
resultado positivo. La baja sensibilidad del método, atin cuan-
do es el estandarizado, se debe a la interferencia por la abun-
dante flora competitiva, el pobre estado fisiolgico de la bac-
teria, y la necesidad de aislarla mediante un medio primario
no selectivo (9).

Aeromonas sp fue aislada a partir del 98% de las tilapias
evaluadas, donde el 80% presenté recuentos superiores a 103
UFC/g. Estos datos concuerdan con los obtenidos por
Hanninen et al en 1997 (13) donde se aisl6 esta bacteria a
partir del 93% de las muestras (n=29) y los de Neyts et al
(14), donde se obtuvo un 55% de positividad a partir de mues-
tras de pescado y camarén. A pesar de repetidos aislamien-
tos de esta bacteria, su dosis infectante no esta definida, ni
hay normas que regulen cudl debe ser el recuento permitido
en pescado (14,15).

Por otro lado, diversos estudios han demostrado que
Aeromonas es capaz de reproducirse y deteriorar peces de agua
dulce conservados en hielo y a temperatura ambiente (10,16).
Gram & Huss (8) citan a esta bacteria como el agente de des-
composicién especifico del pescado de agua dulce manteni-
do en atmgsfera aerobia y a temperatura ambiente; Gonzélez
et al confirman su papel de agente de deterioro en peces de
agua dulce conservados en hielo (17).

Aeromonas sp. también es importante a nivel de Salud
Piblica. Varias especies presentan la habilidad de producir
toxinas a bajas temperaturas asociadas a intoxicaciones
alimentarias (15).

Con respecto a Listeria sp., no se aislaron cepas a partir
de las muestras de tilapia analizadas. Estudios similares rea-
lizados a partir de peces han proporcionado datos divergen-
tes, presentindose amplias variaciones en los porcentajes de
aislamiento. Karunasagar (2000) refiere que estas diferen-
cias pueden deberse a la metodologfa utilizada, a diferencias

en el tipo de muestra analizada (pescado fresco y fileteado) y
a variaciones debidas a las distintas especies de peces 0 a I3
estacion del afio (18).

A partir de la cuantificacién de bacterias lacticas en las
muestras analizadas se obtuvo resultados bajos (94% de las
muestras presentan recuentos inferiores a 10° UFC/g). Estos
resultados coinciden con otros estudios en donde las bacte-
rias lacticas estdn presentes s6lo en altas cantidades como
flora de descomposicién de pescado almacenado al vacio o
con atmésfera modificada mediante CO, (productos levemente
conservados) (8,17).

En cuanto a la comparacién de zonas de produccién de
tilapia, no existe diferencia significativa (p< 0,05) en cuanto
a todos los parametros evaluados excepto bacterias lacticas,
donde San Carlos presenta recuentos mucho mayores que
Caiias. Esta diferencia podria explicarse por variacién en el
pH del agua, en la temperatura ambiental y en las condicio-
nes climdticas de ambas zonas geogréficas.

Nuestro estudio refleja la flora microbiol6gica superfi-
cial que presenta la tilapia en su entorno, incluyendo la pre-
sencia de microorganismos de deterioro y patégenos; pero
no refleja la flora derivada de la manipulacién, ni la carga
posterior a su procesamiento, por lo que se recomienda, en
un futuro trabajo, valorar estos pardmetros y su impacto so-
bre su exportacién y la Salud Puiblica.

También, dado el elevado nimero de Aeromonas sp. ais-
lado, se recomienda incluir este género dentro de las normas
de calidad para pescado fresco.
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RESUMEN. El propésito de esta investigacién fue evaluar la
adaptabilidad de tres hibridos de maiz dulce al procesamiento como
mazorcas congeladas. A los hibridos de maiz dulce 2038, 2010, 2004
y Bonanza (patrén), se les determinaron caracteristicas biométricas,
quimicas y microbiolégicas en estado fresco. Una vez congeladas
criogénicamente a -95°C x 7min, se les evalué el rendimiento
industrial, asi como las caracteristicas quimicas y microbiolégicas a
los 45 y 90 dias de almacenamiento congelado a -18°C. Todos los
hibridos en mazorca congelada presentaron en promedio un
rendimiento de 54,2%, valor similar al que maneja la industria para
este tipo de producto. Igualmente la longitud de la mazorca
(21,57cm), ntimero de hileras (15), didmetro de la mazorca (45,54
mm) asi como la altura del grano (8,57 mm), cumplieron con los
estandares de calidad exigidos industrialmente. Los resultados
demostraron que las mazorcas congeladas de los hibridos estudiados,
presentaron buena estabilidad quimica y microbiol6gica durante el
almacenamiento congelado, destacdndose el hibrido 2038.
Palabras clave: Zea mays, maiz dulce, congelacidn, estabilidad,
mazorca, procesamiento.

INTRODUCCION

El maiz dulce adecuado para enlatar o congelar debe tener
varias caracteristicas importantes, entre las cuales figuran el
espesor del grano, la uniformidad de la planta y la mazorca
(tanto en la textura y consistencia del grano como en la forma
y tamafio de la mazorca), alta productividad a nivel de campo
y un rendimiento satisfactorio en el proceso de fabricacién
(1). Las ofertas que presenta el mercado en cuanto al producto
congelado, son altamente atractivas y los esfuerzos industri-
ales se han dirigido hacia la obtencién de un producto de alta
calidad, por lo que se ha trabajado mucho en la seleccién de
variedades mis idéneas para la congelacidn, ya que no todos
los maices que son aptos para enlatar lo son para congelar,
proceso que es més delicado (2). Esta seleccién permitirfa
ampliar el uso industrial de este rubro, ademdas de beneficiar
al agricultor al darle la oportunidad de sembrar otros materiales
que se adapten agronémica e industrialmente y que puedan
sustituir al hibrido Bonanza cominmente usado. Por ésta

* Lozada, R. 2002. Del Monte Andina (comunicacién personal).

SUMMARY. Adaptability of sweet corn ears to a frozen pro-
cess. The effects of frozen condition on the quality of three sweet
corn ears (2038, 2010, 2004) and the pattern (Bonanza), were evalu-
ated. Biometrics characteristics like ear size, ear diameter, row and
kernel deep were measured as well as chemical and physical mea-
surement in fresh and frozen states. The corn ears were frozen at -95
°C by 7 minutes. The yield and stability of the frozen ears were
evaluated at 45 and 90 days of frozen storage (-18°C). The average
commercial yield as frozen corn ear for all the hybrids was 54.2%.
The industry has a similar value range of 48% to 54%. The ear size
average was 21.57 cm, row number was 15, ear diameter 45.54 mm
and the kernel corn deep was 8.57 mm. All these measurements were
found not different from commercial values found for the industry.
All corn samples evaluated showed good stability despites the fro-
zen processing and storage. Hybrid 2038 ranked higher in quality.

Key words: Zea mays, sweet corn, frozen storage, stability, ear corn

. processing.

razén, en los dltimos afios la empresa Del Monte Andina
(EDMA), ha venido realizando trabajos de investigacién en
Venezuela, sobre la adaptacién agronémica e industrial de
hibridos de maiz dulce (su) y siiper dulce (sh2) (3- 6). En esta
empresa la congelaci6n del maiz dulce se ha venido realizando
desde hace 8 afios, siendo el Bonanza el hibrido su
tradicionalmente usado, del cual se procesan alrededor de
1.000 a 7.000 kg de maiz fresco por dia, con un consumo
anual de aproximadamente 40.189 kg de mazorca congelada,
lo que representa un 7,82% del total de los productos
congelados por la empresa (*Lozada, 2002). Por todo lo
expuesto, en este trabajo se estudié la adaptabilidad de otros
hibridos de maiz dulce al procesamiento como mazorcas
congeladas, con el fin de evaluar nuevas altérnativas que
satisfagan las necesidades de la industria asi como las del
consumidor.

MATERIALES Y METODOS

Los hibridos de maiz dulce identificados como 2038, 2010,
2004 y el Bonanza usado como patrén, fueron suministrados
por la EDMA, provenientes de una siembra semi-comercial
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ubicada en la localidad de San Joaquin, estado Carabobo. La
cosecha se realizé entre los 15 y 18 dias después de la
po]inizacién, es decir a los 70 dias después de la siembra.
En el ensayo se aplicé un disefio experimental
completamente aleatorizado con 60 observaciones por
tratamiento para la muestra sin procesar, los cuales estuvieron
definidos por los cuatro hibridos bajo estudio, y con 6
repeticiones por tratamiento para la muestra congelada.

Congelacién del maiz dulce ,

Las mazorcas de maiz fueron congeladas criogénicamente
siguiendo el esquema mostrado en 1a Figura 1. Las operaciones
de recepcidn, deshojado, lavado, seleccién, corte,
enfriamiento, inspeccién y empacado se realizaron de la misma
manera que la descrita por Alfonso et al., (6); el escaldado se
realizé a 93°C x 10 min, la congelacién criogénica se efectué
por conveccién forzada de nitrégeno liquido en contracorriente
en un Aga frezee spleet, a una temperatura de -95°C y un
tiempo de retencién de 7 min hasta alcanzar una temperatura
mixima de -18°C en el centro de las mazorcas, Yy el
almacenamiento se efectué a una temperatura mixima de -
18°C por 45 y 90 dias. Para realizar los anélisis quimicos y
microbiolégicos, las mazorcas fueron descongeladas,
desgranadas manualmente y homogeneizadas en un molino
eléctrico.

FIGURA 1
Esquema tecnolégico de la congelacién de mazorcas
de maiz
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Determinaciones biométricas

Las determinaciones biométricas (longitud de la mazorca
sin hoja, nimero de hileras, didmetro de la mazorca y altura
del grano), se realizaron manualmente utilizando una regla
graduada o un vernier digital, segin el caso.

Rendimiento industrial

El rendimiento industrial se evalué de acuerdo a la
metodologia de la EDMA, sobre la base de la relacién de los
pesos de 100 mazorcas antes y después de procesar.

Analisis quimicos

Los anélisis quimicos de humedad, pH, acidez titulable,
azicares reductores y totales, se realizaron de acuerdo con la
metodologia descrita en la AOAC (7), mientras que los s6lidos
solubles (°Brix), se determinaron segiin la norma COVENIN
N° 924 (8). ‘

Analisis microbiologicos

Se realizaron las siguientes determinaciones segin las
normas COVENIN: Hongos y levaduras, norma N° 1337 (9);
coliformes totales, norma N° 1104-96 (10) y mesdfilos y
psicréfilos aerobios, norma N° 902 (11).

Analisis estadisticos:
Los resultados se sometieron a un anélisis de la varianza,
seguido de una prueba de comparacion de medias de Duncan.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinaciones biométricas y rendimiento industrial

Los resultados de las determinaciones biométricas de las
mazorcas de maiz dulce (Tabla 1) mostraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre los hibridos,
presentando el maiz 2038 las mazorcas més largas, con mayor
nimero de hileras, didmetro y altura del grano, no
distinguiéndose éstas tres tltimas caracteristicas de las del
patrén Bonanza. En relaci6én con la bibliografia consultada,
se observ6 que la longitud de la mazorcas fue mayor al rango
(13,34 -18,37cm) sefialado para diferentes cultivares de maiz
dulce y stiper dulce (4,6,12,13), en cambio el niimero de hileras
si coincide con los valores (14 - 16) indicados por varios
investigadores (4,6,14). El didmetro de las mazorcas, aunque
es superior al encontrado en maiz dulce (36,9-38,3 mm) por
Gémez (12), es parecido al obtenido en razas mexicanas (44 -
48 mm) por Wellhausen et al., (14) y en maices siiper dulces
(48,5 mm) por Avila y Bernaez (4), mientras que la altura del
grano fue inferior al valor sefialado (12,3 mm) por Wellhausen
etal., (14). ‘
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TABLA 1
Determinaciones biométricas de cuatro hibridos de maiz dulce (su) en estado fresco
y rendimiento en mazorcas congeladas

Hibridos Longitud de la N° Hileras  Didmetro de Altura del Rendimiento
mazorca sin de lamazorca la mazorca grano (mm) €n mazorcas
hoja (cm) (mm) (%)
2038 24,58 a 16 a 48,68 a 9,13a 54,49
2010 20,59 ¢ 14b 4298 b 8,12b 52,00
2004 19,62d 14b 42,83 b 7,78 b 56,00
Bonanza 21,470 16a 4768 a 925a 48 — 54*

Medias en columnas seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes al nivel del 5%.
*Datos suministrados por la Empresa Del Monte Andina

Las caracteristicas biométricas, son caracteristicas externas
importantes desde el punto de vista industrial y comercial,
debido a que forman parte de las especificaciones de calidad
del producto final. Los valores obtenidos en este ensayo
cumplen con los estindares de calidad exigidos por laEDMA,
la cual establece para la mazorca un tamafio no menor de 15
% 1 c¢m, con un didmetro minimo de 40 mm y 100% llena de
granos, para satisfacer los requisitos del empaque y garantizar
un producto de buena calidad al consumidor. En cuanto al
rendimiento industrial, en la Tabla 1 se observa que el hibrido
2004, present6 el mayor rendimiento como mazorca congelada
y los resultados se encuentran dentro del rango (48% a 54%)
establecido por la EDMA, en tanto que son menores a los
encontrados (62,72% a 67,37%) por Alfonzo et al., (6) para
mazorcas de maiz stper dulce en congelacion.

Caracteristicas quimicas

En la Tabla 2 se presentan los resultados del contenido de
humedad, s6lidos solubles (°Brix), pH, acidez, azicares
reductores y totales, tanto para los hibridos en estado fresco
como mazorcas congeladas durante 45 y 90 dias de
almacenamiento a -18 ° C. En todas las variables quimicas
estudiadas se aprecian diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre los hibridos. La humedad de las
muestras en estado fresco es menor que la del patrén (Bonanza)
con excepcién del maiz 2038, cuyo contenido fue semejante.
Ademds los valores difieren de los sefialados (71,5% - 80,8%)
por otros autores (3, 15, 16), quizas esto pueda deberse a las
practicas culturales aplicadas al cultivo, condiciones climaticas
y a diferencias varietales. Como consecuencia de la
congelacién, las mazorcas experimentaron un ascenso en el
contenido de humedad a los 45 dias de almacenamiento a -
18°C, tal vez debido a la absorcién de vapor de agua durante
el escaldado y en el curso del procesamiento, mientras que
entre los 45 y 90 dias de almacenamiento, la humedad
disminuyé a valores similares a los de la muestra fresca. Al
respecto Lafuente (17) plantea que el principal deterioro

fisico de un alimento durante el almacenamiento congelado
es ladeshidratacién, la cual es ocasionada por las fluctuaciones
en la temperatura, durante dicho periodo de almacenamiento.
Algunos autores (18) seifialan que el maiz dulce tiene una
humedad 6ptima para el consumo cuando presentan entre 70-
75%, rango de aceptabilidad al cual se aproximan los valores
obtenidos para los maices estudiados.

Los hibridos de maiz dulce del genotipo (su), por lo
general, presentan valores de s6lidos solubles altos, debido al
gran contenido de polisacdridos solubles en agua, tales como
el fitoglic6geno, que incrementa los °Brix (19). En los maices
estudiados en estado fresco, estos sGlidos variaron entre
21,85% y 28,75%, presentando el hibrido patrén el menor
valor, estos resultados coinciden con los obtenidos (22,4%)
por Zhu et al., (19) y (28,24%) por Correa (3) para maiz dulce,
y son mayores a los encontrados en hibridos superdulces
(18,40% - 18,63%) por Alfonzo et al., (6), como era de
esperarse. En los maices estudiados, esta variable no presentd
una tendencia definida con respecto al tiempo de
almacenamiento congelado, lo cual también ha sido observado
por otros autores en el almacenamiento refrigerado de maiz
dulce (19) y siiper dulce (4). Aunque en el caso de los hibridos
superdulces congelados, la tendencia de estos s6lidos ha sido
disminuir (6).

El pH de los hibridos bajo estudio, fue mayor que el de
Bonanza, y concuerda con los valores sefialados por varios
investigadores (4,6) para hibridos de maiz superdulce (6,42 -
6,59), pero.es inferior al hallado por Correa (3) en el mafz
dulce Bonanza (7,18). A los 45 dias de almacenamiento
congelado, el pH de las mazorcas de los hibridos disminuyd,
excepto en el hibrido 2038 en el que se observé un aumento.
Asf mismo, descendié en las mazorcas de los hibridos 2038
y 2010 a los 90 dias de congelaci6n, pero aument6 en el hibrido
Bonanza y se mantuvo constante en el 2004, es decir present
un comportamiento no definido; sin embargo al comparar €l
pH de las mazorcas de los hibridos en estado fresco con el d€
las mazorcas después de 90 dias de almacenamient0
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congelado, pareciera que la tendencia de esta variable es a
disminuir con el almacenamiento. La acidez de las mazorcas
de los hibridos estudiados fue menor a los valores (0,23%-
1,14%) seitalados en la bibliografia (4,6) para hibridos de maiz
superdulce y para el maiz dulce Bonanza (0,23%) (3). Durante
el almacenamiento de las mazorcas, la acidez aument6 a los
45 dias'en los hibridos 2038 y Bonanza, disminuyé6 en el 2010
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y no vari6 en el 2004, en tanto que a los 90 dias aument6 en
todos los maices. Al comparar la acidez de las mazorcas de
los hibridos en estado fresco con la de las mazorcas después
de 90 dias de almacenamiento congelado, se observa que la
tendencia de esta variable es aumentar con el almacenamiento,
lo cual concuerda con la disminucién observada del pH.

TABLA?2
Caracteristicas quimicas de mazorcas de hibridos de maiz dulce congeladas y almacenadas a -18 °C durante 90 dias.
Hibridos Dias Humedad (%) Sélidos solubles pH Acidez (%) Azicares Azicares
(°Brix) reductores (%) totales (%)
2038 Mf 69,8 aA 26,92 bB 6,61 bB 0,12¢cC 15,13 bA 19,46 bA
45 70,14 bA 29,38 bA 6,76 aA 0,25 aB 4,95 aB 13,91 aB
90 69,11 aA 24,16 bC 6,29 bC 0,45bA 4,00 aB 8,71 aC
2010 Mf 60,41cB 28,75 aB 6,38 cA 0,16 aB 6,58 dA 12,69 cA
45 65,68 cA 32,26 aA 6,00 cB 0,12bC 1,91 dB 4,48 cB
90 60,84 cB 33,08 aA 5,44 dC 0,19 cA 1,47 cC 3,11dC
2004 Mf 62,63 bB 27,85 abB 6,41 cA 0,16 aB 13,84 cA 18,47 bA
45 64,88 cA 25,12 cC - 592cB 0,15bB 3,45¢B 5,68 cB
920 63,23 bB 32,16 aA 6,11 cAB 0,21 cA 1,75¢C 4,01 cC
Bonanza Mf 70,48 aB 21,85¢B 6,66 aA 0,14 vC 17,03 aA 33,77 aA
45 73,67 aA 26,05 cA 6,34 bC 0,23 aB 3,51bB 9,48 bB
90 69,43 aB 22,83 bB 6,58 aB 0,50 aA 3,31bB 6,48 Bc

Mf = Muestra fresca.

Valores en columnas con letras minidsculas comunes no presentan diferencias significativas (p<0,05) entre los hibridos para un mismo

tiempo de almacenamiento.

Valores en columnas con letras mayiisculas comunes no presentan diferencias significativas (p<0,05) para un mismo hibrido durante el

almacenamiento congelado.

Los contenidos de aziicares reductores y totales de las
mazorcas en estado fresco, fueron menores a los del patrén
(Bonanza); apreci4dndose en todos los hibridos su, bajo estudio,
incluyendo al Bonanza, un contenido mayor de aziicares
reductores, pero una menor cantidad de azicares totales en
comparacién a los hibridos de maiz superdulces (sh2),
analizados por Alfonzo et al (6), esto iltimo era de esperarse,
debido a que el gen su produce un aumento de los polisacdridos
solubles en agua, como el fitoglicégeno y disminuye la sintesis
del almidén, mientras que el gen sh2 no sintetiza la enzima
ADP-glucosafosforilasa, clave en la sintesis del almidén,
causando una acumulaci6n de sacarosa y de lipidos en lugar
de polisac4ridos solubles y almidén, en consecuencia los
hibridos sh2 poseen cuatro u ocho veces més azicares que los

hibridos su (20). En general, la reduccidn de los aziicares en
los maices congelados evidencia pérdidas de estos compuestos,
posiblemente en el proceso de escaldado y durante el
almacenamiento al reaccionar con aminas, aminoécidos y
proteinas produciendo acetil-carbonil-amina (21).

Anilisis microbiolégicos

En la Tabla 3, la cual muestra la calidad microbiolégica
de los hibridos de maiz, se observan altas poblaciones de los
micréorganismos estudiados en las muestras frescas, excepto
en ¢l hibrido 2004, el cual present bajas poblaciones de
hongos y levaduras. En los psicréfilos, los valores son bajos
si se comparan con los de Alfonso et al., (6) para hibridos de
maiz superdulce (5,3x10%- 3,5x10%).
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TABLA3
Calidad microbioldgica de mazorcas de hibridos de maiz dulce congeladas y almacenadas a -18 °C
durante 90 dias

Hibrido Dias Hongos Levaduras Mesobfilos Coliformes Psicrofilos
Propégulos/g Ufclg - aerobios Ufc/g totales Ufc/g Ufc/g
2038 0 6x10° 51x 10 1,85x 10°¢ 0,21x103 <300
45 32x10? 3,3x10? 6,18 x 103 0,48 x 10?2 <300
920 10x10! 9,7 x 102 3,5x 103 <30 <300
2010 0 84x10° 45x10¢4 0,17x10¢ 1,1x103 <300
45 46x10? 2,6x102 393x103 2,41x 10?2 <300
920 21x 10! 1,9x10° <30 1,15x 10?2 <300
2004 0 <30 <30 53x10¢ >2400 <300
45 <30 <30 895x10° 58x10? <300
90 <30 <30 4,59x 103 0,93x 102 <300
Bonanza 0 49 x 103 35x10¢ 1,42x10°¢ 0,93x 103 <300
45 2,82x10? 46x10? 4,1x103 1,92x 10?2 <300
90 55x10! 29x10% 2,38x 103 0,88x 10?2 <300

Evaluar la calidad microbiana de la materia prima es de
suma importancia, ya que influye marcadamente en la
estabilidad e inocuidad del producto final; algunos autores (22)
recomiendan que el maiz dulce, antes de entrar en los
congeladores, no deben de contener mas de 60.000 bacterias/
g, lo cual coincide con los resultados obtenidos. En las
mazorcas congeladas y almacenadas durante 45 dias y 90 dias
a -18 °C, se aprecia que la carga microbiana disminuyé
drasticamente luego del proceso de escaldado y congelacién,
y prosiguié durante el almacenamiento congelado a -18 °C,

caso contrario al ocurrido en maices siper dulces (6). Las -

bacterias se ubicaron por debajo del estandar establecido por
la EDMA (23), para este producto, la cual fija un valor menor
de 100 x 10% g en carga microbiana de bacterias o contaje
total en placas. Finalmente se puede decir que las mazorcas
se encontraban dentro del rango microbiolégico aceptable,
siendo un indicador de la calidad de los maices congelados.
En conclusi6n las mazorcas de los hibridos de maiz dulce
2038, 2010, 2004 y Bonanza, cumplieron con las

especificaciones establecidas por la EDMA, tanto en las

caracteristicas biométricas como en el rendimiento obtenido
en mazorcas congeladas, por lo cual satisfacen la expectativa
de uso a nivel industrial. Al comparar los hibridos en estado
fresco con el patrén, se aprecia que estos presentaron un pH
més bajo, menor contenido de humedad, aziicares reductores
y totales, y mayor porcentaje de sélidos solubles y acidez, con
excepcién del hibrido 2038 cuya contenido de humedad no se
diferencié de la del patrén. Con relacién a las caracteristicas
quimicas de las mazorcas congeladas, todos los hibridos

mostraron una buena estabilidad, presentando ligeras
disminuciones en la humedad, °Brix, pH, y acidez, con
excepci6n de los azicares reductores y totales que se redujeron
notoriamente. La calidad microbiolégica de las mazorcas
congeladas de los hibridos de maiz dulce también se ajust6 a
los pardmetros establecidos por la EDMA para este tipo de
producto, por lo que los hibridos estudiados pueden ser
considerados aptos para su procesamiento y consumo,
destacindose el hibrido 2083, cuyas caracteristicas fueron
parecidas al Bonanza.
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RESUMEN. Mediante un método sencillo y de bajo costo basado
en la inhibicién de la actividad de las colinesterasas sérica y
eritrocitica, se detectd la presencia de plaguicidas organofosforados
y/o carbamatos en lechuga (Lactuca sativa), culantro (Coriandum
santivum) 'y apio (Apium graveolens) obtenidos de las Ferias del
Agricultor del Valle Central de Costa Rica. El porcentaje de inhibi-
cién de las colinesterasas se relaciona con la cantidad de plaguicida
presente en el vegetal. El 13% del total de muestras analizadas resul-
taron ser positivas por estos plaguicidas al utilizar colinesterasa sérica
como indicador y el 33% al utilizar colinesterasa eritrocitica. El la-
vado y el cocinado de los vegetales para ambas colinesterasas no
causan mayor efecto en la eliminacién del plaguicida pero tiende a
disminuir ligeramente la concentracién del mismo. Se encontré evi-
dencia estadistica altamente significativa (p = 0,0001) indicando que
la colinesterasa eritrocitica presenta mayor sensibilidad analitica con
respecto a la sérica. Es de suma importancia determinar la presencia
de plaguicidas en los productos agricolas que consumimos, pues éstos
estdn expuestos a contaminacién por fumigacién directa, contami-
nacién de los suelos y aguas de riego, y por lo general son productos
que se consumen sin un lavado adecuado y sin coccién.

Palabras clave: Colinesterasa sérica, colinesterasa eritrocitica,
organofosforados, carbamatos, plaguicidas, vegetales, hortalizas.

INTRODUCCION

Los plaguicidas son sustancias destinadas a prevenir, des-
truir o controlar cualquier plaga. Esto incluye a los vectores
de enfermedades humanas o animales y a las especies no de-
seadas de plantas o animales que pueden causar perjuicio o
interferir en la produccién, elaboracién, transporte o
comercializacion de alimentos (1-3).

Los plaguicidas son utilizados tanto en actividades agri-
colas como pecuarias y de salud piblica por la que se fabri-
can aproximadamente 1.5 millones de toneladas al afio (4).

Financiamiento: Vicerrectoria de Investigacién y Departamento de Andlisis
Clinicos, Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica.

SUMMARY. Pesticide detection in Costarican vegetables based
on the inhibition of serum and erythrocytic human
cholinesterases. A simple and low cost method able to detect the
presence of pesticides, organophosphates and carbamates based on
the inhibitior of serum and erythrocytic cholinesterases, was used in
lettuce (Lactuca sativa), cilantro (Coriandum santivum) and celery
(Apium graveolens) obtained from the Ferias del Agricultor from
Valle Central of Costa Rica. The percentage inhibition of
cholinesterases is related to the presence of plaguicide in the vegetable.
Thirteen percent of the analyzed samples were positive for plaguicides
using serum cholinesterase and 33% for erythrocytic cholinesterase.
Washing and cooking the vegetables does not eliminate the presence
of plaguicides but they lower slightly the concentration. Statistical
evidence (p = 0,0001) indicates that erythrocytic cholinesterase has
higher analytical sensitivity than serum cholinesterase. It is very
important to establish the degree of contamination with pesticides in
these agricultural products because they are exposed to direct
contamination by fumigation, soil contamination and irrigation water,
and are products that are often consumed without adequate cooking
and washing.

Key words: Serum cholinesterase, erythrocytic cholinesterase,
organophosphates, carbamates, pesticides, vegetables, hortalices.

Se estima que actualmente el 85% de los plaguicidas emplea-
dos en el mundo se dedican al sector agropecuario (5:8). Los
plaguicidas han dado un gran aporte a la agricultura y junto a
los fertilizantes son los que méas han contribuido en el incre-
mento del rendimiento agropecuario (9). Costa Rica es el
pais centroamericano que mds agroquimicos utiliza y se cal-
cula que casi duplica la cantidad per cdpita de producto con-
sumido con el resto de la regién (10).

El uso indiscriminado de estas sustancias estd ocasionan-
do contaminacién de aguas, suelo y alimentos, teniendo una
incidencia negativa sobre la vida silvestre y el hombre (11).
La presencia de residuos de plaguicidas en los alimentos que
se derivan de su uso durante las diversas fases de la produc-
cién, almacenamiento, elaboracién, preparacién y
comercializacién ha despertado gran interés por sus repercu-
siones en la salud y como un factor preponderante que inter-
viene en las relaciones comerciales internacionales.
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Los plaguicidas organofosforados y algunos carbamatos
son inhibidores de la colinesterasa, enzima humana que
cataliza la hidrélisis de ésteres del neurotransmisor colina,
por lo que la determinacion de la actividad de esta enzima es
un indicador de la exposicién a estos compuestos (12). Hay
dos tipos de colinesterasas, la sérica y la eritrocitica. La acti-
vidad de la enzima sérica disminuye mdés riapido que la
eritrocitica, por lo que la determinacién de la actividad sérica
es un indice muy sensible para prevenir intoxicacién. La de-
terminacioén de la actividad de la enzima eritrocitica es de
importancia en los sistemas de vigilancia para intoxicaciones
crénicas ya que permanece disminuida por més tiempo que la
sérica (13). '

La intoxicacién por plaguicidas organofosforados y
carbamatos produce efectos residuales, sobre todo en el Sis-
tema Nervioso Central y en el Periférico, asi como en las fun-

_ciones neuromusculares (14-16). Se ha documentado que cier-

tos plaguicidas estdn asociados con el desarrollo de céncer,
esterilidad y malformaciones congénitas y se presentan con
frecuencia intoxicaciones moderadas y severas. El contacto
con el plaguicida se da por aplicacién directa, arrastre por el
viento, porel agua o por tomarlo del suelo contaminado
o de otras fuentes del ambiente (17). :

El uso masivo de plaguicidas para proteger la agricultura
requiere de la utilizacién de herramientas adecuadas para la
deteccién de sus residuos en los alimentos y en el agua para
garantizar una proteccién ambiental y dar seguridad al consu-
midor de estos productos agricolas (18). Es de suma impor-
tancia determinar el grado de contaminacién por plaguicidas
de los productos agricolas que consumimos, pues estos estin
expuestos a contaminacién por fumigacién directa, contami-
nacién de los suelos y aguas de riego, y por lo general son
productos que se consumen sin un lavado adecuado y sin coc-
cién.

En un estudio piloto realizado por Concepcién (19) en
productos agricolas de la Feria del Agricultor de Costa Rica
mediante pruebas in vitro de inhibicién de las colinesterasas,
se encontré inhibicién considerable en la colinesterasa sérica
en cebolla, lechuga, apio, culantro y perejil y de colinesterasa
eritrocitica en chile dulce, fresas, tomate, culantro, perejil y
repollo. Basados en este principio determinamos la presencia
de organofosfatos y carbamatos en lechuga, apio y culantro
de las Ferias del Agricultor del Valle Central de nuestro pafs.

El fundamento para la determinacién de la actividad
enzimitica de las colinesterasas se basa en la siguiente reac-
¢ién (20):

Sustrato + colinesterasa *= tiocolina + sal del 4cido

Tiocolina + DTNB &= TNB + disulfuro mixto
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La formacién de TNB es directamente proporcional a la acti-
vidad enzimatica.

Sustrato: propioniltiocolina para colinesterasa sérica y
acetiltiocolina para colinesterasa eritricitica.

DTNB: ditionitrobenzoato (incoloro)

TNB: tionitrobenzoato (amarillo)

La exposicién a bajos niveles de plaguicidas durante pe-
riodos prolongados puede producir en humanos efectos noci-
vos tales como dafios en el sistema nervioso central, malfor-
maciones congénitas, efectos mutagénicos y cdncer, dafios en
la piel, pulmones, ojos, sistema inmunolégico y esterilidad en
el hombre (21). Siendo que los organofosforados y carbamatos
son los plaguicidas de mayor uso en el agro costarricense (22)
y aque el método a utilizar detecta estos quimicos, considera-
mos de suma importancia determinar el grado de contamina-
cién por plaguicidas de los productos que consumimos me-
diante la utilizacién de una prueba de inhibicién enzimitica
que presenta la ventaja sobre los métodos tradicionales
(cromatografia liquida) en que es sencilla, de mucho menor
costo y requiere de menor tiempo de anélisis.

METODOS

Muestras: Se obtuvieron 50 muestras de lechuga (Lactuca
sativa), 50 de culantro (Coriandum santivum)y 50 de apio
(Apium graveolens) en las Ferias del Agricultor de Desampa-
rados, Tres Rios, Alajuela, Escazi y Guadalupe, correspon-
diendo a la estacién lluviosa de julio a octubre y al verano de
febrero a abril para un total de 150 muestras. Las Ferias del
Agricultor fueron seleccionadas con una probabilidad pro-
porcional a su tamafio, entre aquellas que se realizan en el
Valle Central. Se escogieron las de tamafio mediano a las
cuales llegan entre 100 y 200 vendedores. Se recogieron 5
muestras de cada vegetal en diferentes puestos de venta den-
tro de la misma feria. Cada producto agricola se empacé in-
dividualmente en bolsa plastica y como muestras control se
utilizaron los mismos productos agricolas pero de origen or-
génico.

Extractos: Se pesaron 20 g de cada muestra sin lavado
previo, se procesaron en un extractor de jugos convencional.
Posteriormente se analiz6 “in vitro” el grado de inhibici6én de
las colinesaterasas sérica y eritrocitica de acuerdo a la meto-
dologia establecida por Concepcién (19) con ligeras modifi-
caciones, como utilizar 1a mitad del volumen de extracto ve-
getal y suero o eritrocitos y duplicar el tiempo de incubacién
de 30 minutos a 60 minutos. Los productos agricolas sin
lavado que dieron un porcentaje de inhibicién enzimética su-
perior al 15% se consideraron positivas por plaguicidas y
fueron nuevamente analizados previo lavado con agua del tubo
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y también previa coccién del mismo en bafio de agua en ebu-
1licién por 10 minutos.

Métodologia: se utiliz6 como fuente de colinesterasa
sérica una mezcla de sueros humanos a los que se les determi-
n6 su actividad por un método cinético comercial (Biotec In-
ternacional S.A., San José, Costa Rica), pepardndose alicuotas
de 2,0 ml y se mantuvieron a -10°C. Como fuente de
colinesterasa eritrocitica se utiliz6 eritrocitos lavados con so-
lucién salina isoténica por triplicado y resuspendidos con la
misma solucién a un volumen de glébulos rojos al 50% y se
almacenaron -10 °C en alicuotas de 1 ml.

Colinesterasa sérica: se mezclaron 100 il de suero con
100 i del extracto del producto agricola y se incubaron 1
hora a 37°C. Se coloc6 20Ul de esta mezcla en 2,0 ml de
reactivo de color y 100 LUl de sustrato, se homogenizé y se
determiné el A/min. a una longitud de onda de 450 nm en un
espectrofotémetro Shimadzu UV 160. Para calcular el por-
centaje de inhibici6n enzimética se analizé un control utili-
zando un extracto libre de plaguicidas (cultivo orgénico) de

cada vegetal analizado, cuya actividad enzimética correspon-
de al 100% de actividad.

Colinesterasa eritrocitica: se mezclaron 100 pl de
eritrocitos con 100l del extracto del producto agricola y se

incubaron 1 hora a 37°C. Se colocaron 10 W de esta mezcla
en 2,0 ml de reactivo de color, se homogenizé e incubé por 10

min a 30°C. Se agregaron 100 LUl de sustrato, se homogenizé

y se determiné el AA/min. a una longitud de onda de 460 nm
en un espectrofotémetro Shimadzu UV 160. Se aplicé el mis-
mo procedimiento para el anélisis de las muestras control.

Calculos:

_ AA/min. muestra

Inhibicién (% )
AA/min. control

(100) - 100

Anadlisis estadistico: para el anélisis estadistico se em-
plearon pruebas de Chi-cuadrado para proporciones con ta-
blas de contingencia dada la naturaleza de los datos, se deter-
mind si dos variables estdn relacionadas o son independientes
entre sf con un 95% de confianza. Se utiliz6 el programa esta-
distico JMP de SAS.

SCHOSINSKY y QUINTANA

RESULTADOS

Las Tablas 1 y 2 muestran los resultados obtenidos con
ambas colinesterasas segiin porcentaje de inhibici6n para las
muestras sin lavar, lavadas y cocinadas de los vegetales ana-
lizados.

- TABLA 1

Muestras positivas por colinesterasa sérica en vegetales
% de Sin lavar Lavada Cocinada
inhibi- Lechu- Apio Culan- Lechu- Apio Culan- Lechu- Apio Culan-
cién ga tro ga tro ga ~tro
16-25 0 1 0 2 1 0 2 3 1
26-35 3 4 4] 2 1 1 1 2 1
36-45 1 1 2 1 0 1 0 1 0
>46 4 2 2 1 2 1 4 1 1
Total 8 8 4 6 4 3 7 7 3

Total de muestras sin lavar: 150  Total de muestras lavadas: 20
Total de muestras cocinadas: 20

TABLA 2
Muestras positivas por colinesterasa eritrocitica
en vegetales

% de Sin lavar Lavada Cocinada

inhibi- Lechu- Apio Culan- Lechu- Apio Culan- Lechu- Apio Culan-
cién ga * tro ga tro ga tro
1625 2 6 9 2 2 9 2 2 9
26-35 2 1 7 3 1 4 3 4 2
3645 5 1 5 4 0 4 3 3 4

> 46 3 5 3 0 4 2 3 3 2
Total 12 13 24 9 7 19 11 12 17

Total de muestras sin lavar: 150  Total de muestras lavadas: 49
Total de muestras cocinadas: 49

En la Tabla 3 se comparan las muestras positivas para
ambas colinesterasas, sin lavar y lavadas y en al Tabla 4 sin
lavar y cocinadas. EIl anilisis estadistico evidencia que no
hay diferencias significativas (p = 0,822) entre las muestras
positivas sin lavar y lavadas ni tampoco entre las positivas sin
lavar y cocinadas (p = 0,918).

TABLA3
Total de muestras positivas sin lavar y lavadas
por colinesterasa sérica y eritrocitica

Colinesterasa Sin lavar Lavadas
Sérica _ 20 13
Eritrocitica 49 35
Total 69* 48%

Total de muestras para cada colinesterasa: 150.  *p= 0,822
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TABLA4
Total de muestras positivas sin lavar y cocinadas
por colinesterasa sérica y eritrocitica

Colinesterasa Sin lavar Cocinadas
Sérica 20 17
Eritrocitica 49 40
Total 69* 57*

Total de muestras para cada colinesterasa: 150.
*p=0918

La Tabla 5 muestra los resultados de ambas colinesterasas
segiin el vegetal analizado (lechuga, apio y culantro), donde
se observa diferencia significativa en la proporcién de mues-
tras positivas (p = 0,01789) en la colinesterasa eritrocitica sin
que se obtenga con la colinesterasa sérica (p = 0,3973).

TABLA 5
Total de muestras positivas por colinesterasa sérica
y eritrocitica segiin el vegetal

Colinesterasa Lechuga Apio Culantro
Sérica* 8 8 4
Eritrociticat 12 13 24
Total 20 21 28
Total de muestras para cada colinesterasa: 150.

*p=0,3973

p=0,01789

En la Tabla 6 se anota el nimero de muestras positivas
segiin el vegetal y el origen de la enzima utilizada, donde hay
evidencia estadistica (p<0,0001) para considerar que la pro-
porcién de muestras positivas es diferente para las dos
colinesterasas.

TABLAG6
Total de muestras positivas por colinesterasa sérica
y eritrocitica

Vegetal Sérica Eritrocitica
Ne % Ne %
Lechuga 8 5 12 8
Apio 8 5 13 9
Culantro 4 3 24 16
Total 20 13 49° . 33

Total de muestras para cada colinesterasa: 150 (cincuenta de cada
vegetal).
‘p < 0.0001

DISCUSION

Se analiza mediante los datos de la Tabla 1 que 20 (13%)
de 150 muestras dieron positivas por plaguicidas al utilizar
colinesterasa sérica como marcador. De éstas 19 (12,5%) pre-
sentaron porcentajes de inhibicién superiores al 25%, lo que
consideramos que indica contaminacién importante. La Ta-
bla 2 muestra que 49 (33%) de 150 muestras analizadas con
colinesterasa eritrocitica resultaron ser positivas, de las cua-
les €132 (21 %) mostr6 porcentajes de inhibicién superiores al
25% indicando también un alto grado de contaminacién por
plaguicidas.

Es importante destacar que si bien el lavado convencional
con agua potable y el cocinado de los vegetales en agua a
ebullicién por 10 minutos, tanto para la colinesterasa sérica
como para la eritrocitica, no causa mayor efecto en la elimi-
nacién del plaguicida, si tiende a disminuir la cantidad del
mismo ya que los porcentajes de inhibicién disminuyen.

En la Tabla 3 se comparan las muestras positivas sin lavar
con la muestras positivas lavadas evidenciando que no hay
diferencia significativa (p = 0,822) entre las muestras positi-
vas tanto para la colinesterasa sérica como para la eritrocitica.
Es decir que el lavado de estos vegetales no elimina la presen-
cia del plaguicida.

En la Tabla 4 también se observa que no hay diferencia
significativa (p = 0,918) entre las muestras positivas sin lavar
y las cocinadas al utilizar como marcadores ambas
colinesterasas. Esto demuestra que la coccién tampoco eli-
mina la presencia del agente t6xico en los vegetales.

Con respecto a los tres vegetales utilizados (lechuga, apio
y culantro) se observa diferencia significativa en la propor-
cién de muestras positivas (p = 0,01789) cuando se utiliza
colinesterasa eritrocitica. Es decir que la cantidad de mues-
tras positivas varia segin el tipo de vegetal, dando mayor ni-

‘mero de positivos el culantro con un 48% del total de los

culantros analizados, mientras que para lechuga y apio un 25%
mostraron positividad. Por otro lado no hay diferencia en la
cantidad de muestras positivas cuando se utiliza la colinesterasa
sérica (p=0,3973) y el tipo de vegetal utilizado. Sin embar-
g0, €l 16% del total de lechugas y apios analizados mostraron
positividad al igual que un 82% del total de culantros (Tabla
5). Se observa con estos resultados un mayor porcentaje de
positividad al utilizar colinesterasa eritrocitica.

El Tabla 6 muestra evidencia estadistica altamente signifi-
cativa (p = 0,0001) indicando que la proporcién de muestras
con un porcentaje de inhibicién positivo es diferente entre
ambas colinesterasas, presentando mayor sensibilidad la
eritrocitica. Esto se debe probablemente a que la colinesterasa
sérica requiere mayor tiempo de incubacién con el plaguicida
presente en el vegetal para que aumente la sensibilidad del
método.
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Con respecto a la estacidn del afio se observa diferencia
significativa (p = 0,0039) para la colinesterasa sérica, indi-
cando que el nimero de muestras positivas en invierno es
menor que en verano. De lo contrario, con la colinesterasa
eritrocitica no hay diferencia significativa (p = 0,384) entre
las dos estaciones del afio.

Se concluye que este método basado en la inhibicién de
las colinesterasas es altamente prometedor para determinar me-
diante estudios de escrutinio la presencia de organofosforados
o carbamatos en vegetales. Tiene la ventaja sobre los métodos
convencionales (cromatografia liquida de alta resolucién e
inmunoenzimdticos) su bajo costo y rapidez de anilisis sin
que se requiera de equipo sofisticado de alto costo y poca ver-
satilidad. Sin embargo este método no identifica ni cuantifica
el tipo de pesticida pero si permite establecer el grado de toxi-
cidad que puede producir al ser humano, ya que utiliza
colinesterasas humanas como indicadores. Este estudio pilo-
to es el primero que se realiza en Costa Rica y probablemente
en Latinoamérica utilizando la inhibicién enzimatica, consi-
deramos que la metodologfa debe optimizarse para lograr sen-
sibilidad y exactitud 6ptimas.
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SUMMARY. Artocarpus altilis, seedless variety, is a fruit-producing
plant which is cultived in Margarita Island, Venezuela, and is
consumed by the inhabitants of the region. its chemical composition
and physical characteristics were determined. The chemical (AOAC
and AACC methods), physicochemical, morphometric characteristics,
viscoamylographic properties and digestibility in vitro of starch from
Artocarpus were studied. The starch yield was 18.5 g/100 g (dw)w
with a purity of 98.86%, 27.68 and 72.32% of amylose and
amylopectin, respectively. Scanning electron microscopy showed
irregular-rounded granules. Swelling power, water absorption and
solubility values were determined and found to be higher than that
of corn and amaranth starch. The amylographic study showed a
gelatinization temperature at 73.3°C, with high stability during
heating and cooling cycles. Artocarpus starch could also be
categorized in the group of mixed short chain branched/long chain
branched glucan starches, this agrees with digestibility results that
showed a high degree of digestibility ir vitro. These results might be
advantageous in medical and food use.

Keywords: Artocarpus altilis starch, chemical composition, physico-
chemical properties, pasting characteristic.

INTRODUCTION

The breadfruit (Artocarpus altilis), which is native to
Polynesia, is a large, round, starchy fruit borne by a tree. The
plant belongs to the Moraceae, a family of about 50 general
and over 1000 species (1), and was introduced in Venezuela
in 1780 as a food for slaves. Breadfruit is also widely
distributed in Central and South America including Colombia,
Guatemala, Costa Rica and Brasil, the Virgin Islands, Jamaica,
St. Vincent, and Pto Rico. There are two varieties, with either
seeded or seedless fruits. The seedless fruits are considered a
non-conventional food product, consumed and cultivated only
in the central and northeastern Venezuela regions, where is
known as “pan de afio”, “pan de name or “topan”, in other
regions is called “panapen”. The seeded fruits are brown and
chestnut like. Seedless fruits harvested before complete
maturity are consumed boiled or deep-fried as chips. Although
many people in other parts of the world have heard of
breadfruit, few have eaten it.

RESUMEN. Propiedades fisicoquimicas del almidén de
Artocarpus altilis (pan de afio) cultivado en Venezuela. Artocarpus
altilis, variedad sin semilla, es un fruto cultivado en la isla de
Margarita, Venezuela, y consumido por los habitantes de la region.
El objetivo de este estudio fue evaluar la composicién quimica y-
caracteristicas fisicas del fruto (Métodos del AOACy AACC), y la
composicién quimica, caracteristicas fisicoquimicas, morfométricas,
propiedades reolégicas y la digestibilidad in vitro del almidén aislado
de Artocarpus. El rendimiento del almidén fue de 18,3 g/100g (bs),
con una pureza de 98,86% y un contenido de 27,68% amilosa y
72,32% amilopectina. La microscopia de barrido electrénico mostrd
grdnulos redondeados e irregulares. Los resultados muestran valores
de poder de hinchamiento, solubilidad y absorcién de agua mas
elevados que los de almidones de maiz y amaranto. El estudio
amilografico mostré una temperatura de gelatinizacién de 73,3°C,
con una gran estabilidad durante los ciclos de calentamiento y
enfriamiento. Asimismo, permite clasificar al almidén en el grupo
de glucanos mixtos con ramificaciones de cadena corta y cadena
larga; que concuerda con el alto grado de digestibilidad del almidén
in vitro. Estos resultados podrian ser de utilidad para uso farmacéutico
y alimentario.

Palabras clave: Almidén de Artocarpus  altilis, composicién
quimica, propiedades fisicoquimicas, caracteristicas de “pasting”.

Some varieties have been studied and are appreciated for
their nutritional properties because they are rich in carbohy-
drates, lipids and proteins (2-5). Variation in carbohydrate
composition (starch content and free sugar) of the fruit of the
soft and firm varieties of Artocarpus heterophyllus Lam have
been reported (5). Free sugars and fatty acid of different parts
of jack fruit (A. heterophyllus) have been isolated (6). Func-
tional properties (A. heteropyllus) seed flour, and the baking
properties of A. altilis flours have been studied (1-7). Studies
on the chemical composition for the seedless and seeded vari-
eties have shown a protein content of 15.10and 1.70 g /100 g,
fat 29.0 and 0.30 g /100 g and moisture 20.20 and 70.80 g/
100g respectively (2,7).

Bread prepared with 30 % of A. altilis flour did not show
any significant difference with bread made with 100 % wheat
flour, and a substitution of 10 % gave the best pasting charac-
teristics (1). Nutritional value of composite flours and of the
dried meal were evaluated (8), and some of the starch proper-
ties obtained from immature fruits have been studied (3).
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Although the major commercial sources of starch are cereal
grains seeds (maize, wheat, rice), tubers (potato) and certain
roots (sweet potato, cassava), several potential non
conventional sources have been reported (9-11). One of the
potential alternative sources of commercial starch could be
the seedless fruit of A. altilis due to its high yield.

Literature survey reveals little work on the physical char-
acteristics, chemical properties and digestibility in vitro of A.
altilis starch. Since the chemical composition and physical
characteristics of a given starch are typical of its biological
origin (12), the purpose of the present study was to character-
ize this starch and provide information on its composition,
morphology, selected physico-chemical characteristics, and
assessment of its pasting properties and in vitro digestibility.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Fifty two samples of immature fruits of Artocarpus,
seedless variety, were collected in MargaritaIsland, Venezuela.
All analyses were performed with analytical grade reagents,
and results expressed as mean t standard deviation (SD) of
n=3.

Morphology, chemical composition and physical
characteristics of fruits samples

Fruits of A. altilis were analyzed for their physical

attributes: morphology, size and weight. Size was evaluated
on a representative sample of fruits (100), by measuring length
and width using a measuring tape. Fruits were peeled manually
and the peeled material (edible portion) was weighed. Yield
was calculated from the following equation:

Yield = (wt of edible portion)/wt of whole fruit) x 100
Peel fraction = 100 — Yield

Peeled fruits were sliced and dried in a Labline Imperial
oven at 45 °C for 24 h, followed by milling in a Braun food
processor to obtain a flour or meal which was sifted through a
60 mesh sieve and stored at room temperature in plastic bags.

Chemical composition of the flour was determined by the
AOAC official methods (13). Soluble and insoluble fiber by
Maiias and Saura-Calixto method (14).

Starch extraction and chemical composition

Starch extraction was based on that described by Rincén
et al (10). Briefly, the seedless fruits of Artocarpus were
washed, peeled and pulp suspended in large quantities of
distilled water, blended for I min in a Oster blender, at medium
speed. The homogenate was filtered through a muslin bag.
The filtrate was centrifuged and the supernatant was decanted.

The starch was washed several times with distilled water and _
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dried at 45°C for 24 h, and stored at room temperature in
plastic bags. Quantitative evaluation of moisture, ash and
nitrogen were performed by the standard methods of the
AACC (15). Total lipids were determined by Schoch method
(16), and the pH and acidity using Smith method (17).

Apparent amylose content

Quantitative estimation of apparent amylose was
determined by the method of Ratnayake et al (18), slightly
modified. Starch (20 mg, db) was dissolved in 90%
dimethylsulfoxide (3 ml) in 10 ml screw-cap reaction vials.
The content of the vials was vigorously mixed for 2 min and
then heated in a water bath (with intermittent shaking) at 85°C
for 15 min. The vials were then cooled to ambient temperature,
and the content diluted with water to 25 m! in a volumetric
flask and sonicated for 10 min. 1.0 ml of the diluted solution
was mixed with 40 ml of water and 5 ml L/KI solution (0.0025
M1, and 0.0065M KI) and then adjusted to a final volume of
50 ml. The contents were allowed to stand for 15 min at
ambient temperature, before absorbance measurements at 600
nm. The amylopectin content was obtained by difference.

Scanning electron mycroscopy (SEM)

Granule morphology was determined by scanning electron
microscopy (SEM), using a Hitachi electron microscope,
model S 2400 at 20 kV. Samples were mounted, and the sample

“holder-was-sealed. with_silver paint and coated with gold/

palladium at 8-10mA for 10 min, under low pressure-less than
10 torr.

Swelling power, solubility and water absorption
Swelling, water absorption, and solubility determinations
were carried out at a temperature range of 60 ° to 90 °C. An
appropriate amount of the starch (2 g, db) was accurately
weighed and quantitatively transferred with distilled water
into a dry, 500 ml Pyrex flat bottom flask with three angle
necks and t-joints. Sufficient distilled water was added to give
200 ml total suspension volume. A magnetic stir bar was
placed inside the flask. The central neck was connected to a
reflux condenser, which in turn was attached to a support stand
by asingle clamp. In the right neck a thermometer was placed
attached to a rubber stopper and the left neck was covered
with a rubber stopper. The system was placed on a hot, porce-
lain top, magnetic stirrer and heated from 65 °C up to 95°C
at a uniform rate (1.5 °C/min increments) under constant stir-
ring (75 rpm). At each 10 °C temperature increment, an ali-
quot of 10 ml was taken and placed into a tared centrifuge
tube, and centrifuged 15 minutes at 2200 rpm. Using a glass
tube attached to a clean dry suction flask, all supernatant was
removed from settled paste. Each solution was transferred to
atared, 50-ml nickel evaporating dish and evaporated to dry-
ness on a steam bath. The dishes were dried for 4 hoursina :
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vacuum oven at 65 °C, cooled in a desiccator, and weighed.
The centrifuge tubes with settled paste were weighed. The
following calculations were used:

W = [ Starch weight (dw)/ Starch weight (fw) + 200] x 100
W=[AxWJ /100

w=w2-b

%SS= Soluble Solids = [b/ W J x 100

WA = Water Absorption (g water/ g starch) = [a- W3/ W3
SP = Swelling Power = [a x 100] / W, x (100 - % S.S.)]

W = % Starch (dw) in suspension

W2= Starch content in each aliquot

W3= Residual starch in each aliquot (settled paste)

A= Weight of aliquot (g)

a= Weight of settled paste

b= Weight of dry residue

dw= Dry weight

fw= fresh weight

Results used for calculations were means of triplicate
measurements.

Brabender viscography

A Brabender viscographic amylogram of a 6.0 g/100 mL
slurry was obtained on a Brabender Micro visco-amylograph
following the procedure and condition described by the
manufacturer. The aqueous starch suspension was heated from
50°C to 95°C, kept at this temperature for 5 min and then
cooled to 50 °C and held at this temperature for 1 min. Speed
rotor was fixed at 75 rpm and the rate of heating and cooling
was 7.5°C.mim1throughout the range of gelatinization, holding
and cooling steps. Amylogram parameters and determination
of breakdown and setback points were calculated by the
viscograph program for Windows N° 72300 (software) and
analyzed according to Rasper (19). The peak of viscosity (P),
hot paste viscosity (H, viscosity after 5 min stirring at 95 °C)
and cold paste viscosity (C, viscosity after cooling to 50°C)
were recorded. Breakdown (BD) is the viscosity difference
between the maximum viscosity (P) and the hot paste viscosity
(H). Setback (SB) is the viscosity difference between viscosity
at 50°C (C) and viscosity at 95°C (P). Additionally, in order to
monitor disintegration behavior upon controlled energy input
and accompanied tendencies to reconstitute super molecular
glucan structures, Brabender viscosity was determined for 10
% (w/v) aqueous starch suspensions, according to Praznik
method (20), with some modification as follows: a heating
program from 30 to 90°C, kept at this temperature for 5 min,
and then the cooling period started and maintained till the end
of th? study (22min).

Light transmittance of starch pastes
The light transmittance of starch pastes was carried out

according Hoover et al method (21). Starch pastes were pre-
pared at 1% (w/v) by weighing 50mg (db) and suspended in
5ml of water in screw cap tubes and the pH was adjusted by
addition of 0.1N HC1 or NaOH as required between pH 2 and
14. The tubes were heated in a boiling water bath, with occa-
sional shaking, for 30 min. After cooling to ambient tempera-
ture, the transmittance percentage (% T) at 650 nm was deter-
mined against a water blank in a Genesis 2 spectrophotom-
eter.

In vitro starch digestibility

Estimation of in vitro digestibility by pancreatic Ot-amylase
of A. altilis starch was assessed by acolorimetric assay method
(22). Percentage of starch hydrolysis was calculated as follows:

mg glucose x 0,90x100

% starch hydrolysis .
’ y Y mg starch (dry basis)

RESULTS AND DISCUSSION

Morphology and physical characteristics of fruits

Breadfruit (A. altilis) fruits are round with asmooth surface
and a diameter between 12 to 35 cm Figure 1. The whitish to
pale yellow pulp presented a weight range of 233.7- 656.6 g.
The edible portion was 88.64 g/100 g, and a waste (peel) of
11.369/100 g.

FIGURE 1
Morphological appearance of Artocarpus altilis,
seedless variety
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Proximal composition

The results are shown in Table 1. The moisture content of
the fresh fruits, and the chemical composition of the flour.
Carbohydrate content as well as its composition in starch,
and fiber: insoluble (lignin, resistant starch, and resistant
protein), and soluble (as neutral sugars and uronic acid) are
comparable to the results reported for A. Heterophyllus (5).
Protein content (15.09 g/100 g) is similar to one reported for
A. Heterophyllus (7), but much higher than the one reported
for the same specie (1), and for A. communis (8). The soluble
and insoluble dietary fiber as well as the starch content were
comparable to values reported in different varieties of A.
heterophyllus (5). The low starch content is probably due to
the maturity stage, variety, different climatic and agronomic
conditions. Results for protein and soluble and insoluble dietary
fiber are likely to make this fruit of nutritional and physiological
importance.

TABLE 1
Chemical composition (g/100 g) and some physical
characteristics of seedless variety of Artocarpus altilis
fruit, flour, and starch 1

Characteristics Fruit Flour Native Starch
Yield 18.50
Moisture 61.08 £+0.06 10.43 +0.06 13.59 £0.56
Ash 7.17 £0.04 0.47 £ 0.04
Protein (N x 6.25) 15.09 + 1.58 0.61+ 0.01
Total lipids 3.04 £0.12 0.06 £0.01
Insoluble fiber2 43.67 £0.47

Soluble fiber3 4.70 £ 0.26

Total carbohydrates

(by difference) 98.86
Apparent amylase 27.68 + 0,75
Amylopectin

(by difference) 72.32

PH 5.51
Titratable acidity

(meq.g) 2.77 x 10'3

Granule: shape Irregular, rounded
Diameter (pm)
n=12 3.03-7.88
1Dry basis and represent means = standard deviation of n= 3
2Include dietetic fiber, lignin, resistant starch and protein resistant

2Determined like neutral sugars and uronic acid

Scanning Electron Microscopy (SEM)

Scanning electron microscopy of A. altilis starch granules
is presented in Figure 2 (a, b). The starch granules have a
rounded irregular shape, with some surface indentations, and
a width and length diameter range 0f4.24 - 6.67 pm and 3.03
- 7.88 pm, respectively. Indentations might be caused by

compression of small starch granules or protein bodies during
the early development stages in the amyloplast. Fissures
suggest that the extraction and purification procedure were
somewhat drastic.

FIGURE 2
Artocarpus altilis starch granules photomicrograhs

Starch chemical composition

Proximate analysis and yield are shown in Table 1, as well
as some of the physical properties of the breadfruit starch.
18.50 g/100 g (dw) yield is somewhat low, nevertheless one
has to consider that during the extraction and purification
procedure there is some loss. The purity of the starch (98.86
g/100) was judged on the basis of composition and
microscopic observation. A low protein content of 0.06 g/
100 g corroborates this, which is similar to values reported
(3). Amylose content was higher than the results presented in
the literature (3) for two different varieties of Artocarpus (16.4
and 18.2).

Swelling, water absorption and solubility

The results are presented in Table 2. Swelling of starch
granules is the first stage in the initiation of changes in
hydration related properties. The swelling power of the A.
altilis starch increased with temperature. This increase was
more pronounced within 70 - 80°C, and values are higher
than the ones previously reported (3). The swelling power
have been related to the associative binding within the starch
granule, and apparently, the strength and character of the
micellar network is related to the amylose content of the starch;
low amylose content, produces high swelling power(23).
However, these results are much higher when compared with
the ones reported for amaranth (6.57 g/100 g amylose) and
corn (17.00 g/100 g amylose) (24). As aresult of swelling
there is an increment in solubility, showing the highest value
at 90°C. These results are also similar to the ones reported
for African breadfruit (4). Increased solubility could be
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attributed to the amylose content, since the solubilized amylose
molecules leach from the swelled starch granules.

TABLE 2
Physicochemical properties of native starch from A. altilis
(seedless variety)

Temperature Swelling power Solubility W ater absorption
(°C) (9/100 g)dw (g/100 g)dw
60 35.7 £0.11 2.31 £0.17 2.70 £0.11
70 46.9 £0.35 2.75 +0.26 3.69 +0.36
80 144.9 +0.12 5.28 £ 0.24 13.49 £ 0.13
90 238.1 £2.17 8.93 +2.8 22.81 +2.18

All data represent mean * standard deviation n = 3

W ater absorption capacity and gelatinization temperature
are specific for each type of starch, and they depend on several
factors such as size of granules, amylose/amylopectin ratio,
and intra and inter molecular forces. The breadfruit starch
presented a lower absorption of water below 70°C; this can be
explained by the slow dispersion that polymers show when
they are added to a solvent and the separation and absorption
of moisture by particles do not take place before the swelling
occurs. This isdue to the degree of intermolecular association
within the starch granule. W ater absorption is also dependent
on the size of the starch granule: the smaller the size of the
granules, the higher the absorption capacity.

Viscoelastic behavior

In the presence of water and heat, starch granules swell by
imbibing water. As the temperature is increased the
gelatinization temperature is reached after which a paste is
formed. Pasting properties of Artocarpus starch are given in
Figure 3 and Table 3. According to Brabender
viscoamylograph, the gelatinization temperature of a 6.0 g/
100 g of Artocarpus starch paste was found to be 73.3 °C.
This value is higher than that of potato starch (61.6 °C) but
much lower than that of maize starch (83.3 °C)(24). The
gelatinization temperature depends on the size of the starch
granule; small granules are more resistant to rupture and loss
of molecular order, so this might explain the relatively high
gelatinization temperature. After gelatinization, the viscosity
of starch increases markedly, mainly because of lack of water
which acts as a lubricant between the swollen granules. The
peak viscosity (P) at any concentration is an important
distinguishing feature of a given starch from other species of
starch. Artocarpus starch shows a peak viscosity value of 790
BU. Peak viscosity (P) of Artocarpus starch is similar that of
Dioscorea starch (781 BU)(25) but higher than that of maize
starch (302 BU). Viscosities of maize and potato starches
decrease during the isothermal holding (24), while for

Artocarpus starch viscosity increases during this period. The
hot paste viscosity (H) has been attributed to the mixed effect
of swollen starch granules, granule fragments, dispersed
colloidal starch molecules, molecularly dispersed starch
molecules, rate of amylose exudation, and competition between
exuded amylose and remaining granules for free water (25).
Artocarpus starch maintains its structural integrity under shear
and heat as the breakdown in hot paste viscosity isonly 4 BU,
compared to other starches (24,25). Artocarpus starch could
be used in food products that will require continuous heating
like those for children and the elderly. When hot starch pasted
is cooled, the extent of viscosity increase is governed by the
starch rétrogradation tendency. This behaviour is largely
determined by the affinity of hydroxyl groups of one molecule
for another. Amylose molecules being randomly dispersed can
orient themselves in parallel fashion to form aggregates of
low solubility, leading to gel formation (25). The cold paste
viscosity (C: 1091 BU) of Artocarpus starch was greater than
its corresponding peak of viscosity (P:790 BU). Hence, it may
be assumed that on cooling the viscosity of Artocarpus starch
rises due to the high rétrogradation tendency of the amylose
fraction.

TABLE 3
Viscographic characteristics of 6.0 g/100 ml A. altilis
(seedless variety) native starch, n=3

Parameter BU

Gelatinization temperature 73.3 °C

Peak viscosity (P) 790
Hot paste viscosity (H) 786
Cold paste viscosity (C) 1091

Breakdown (P-H) 4

Setbhack (C-P) 305

BU = Brabender units

FIGURE 3
Brabender pasting curves for A. altilis starch
(seedless variety) at 6.0 % aqueous suspensions
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Brabender viscosity was also determined for a 10%
suspension, even though such a high concentration is atypical,
but it was applied because, for wheat, a reasonable response
could be achieved only at such concentration, and it was a
way to compare Artocarpus starch behavior. This test was
introduced to monitor disintegration behavior upon controlled
energy input and accompanied tendencies to re-constitute
supermolecular structures.

The amylograph (Figure 4) shows that maize starch has a
similar disintegration in the initial temperature raising period
as does wheat. At similar temperatures maize and wheat dis-
integrate in a similar way. Further increase in temperature re-
duced viscosity for wheat by increasing the mobility of disin-
tegrated components. In the cooling period, mobility of glucans
is reduced and thus, viscosity smoothly rises again for wheat
and with less intensity for maize.

FIGURE 4
Brabender pasting curves for A. altilis starch
(seedless variety)[A], maize [B], and wheat [C] at 10%
agueous suspensions

Viscosity [BU] Temperature [*C]
100
3600
3300 - 90
3000 - 80
2700 - 70
2400 .60
2100
1800 - 50
1500 - 40
1200 30
900 20
600
300 - 10
0 0
0 20
Time [min]

Artocarpus starch disintegrates much more strongly, which
causes an enormous increase in viscosity. Further increase in
temperature produces higher viscosity and disintegration takes
place more slowly. Super molecular structures of Artocarpus
starch are seriously disintegrated, but exhibited a high glucan/
glucan interaction potential. In the cooling period viscosity
increases indicating a tendency to re-constitute super molecu-
lar structures. Similar characteristics were observed for wheat
but at lower temperatures.

When comparing these results with those of Praznik et
al.(20), performance of Artocarpus starch could be similar to
buckwheat starch, which is categorized on the group of mixed
short chain branched/long chain branched glucan starches.
W hen comparison is made taking in consideration [BU] ratio
T A,c/TNC (Table 4) then Artocarpus starch (1.39) is similar to
quinoa (Chenopodium quinoa) (1.5), which is considered by

Praznik et al.(20) a short chain branched glucan starch. Fur-
ther studies should be performed in order to elucidate the real
structure of Artocarpus starch glucans.

TABLE4
Brabender viscograph characteristics of 109/100 mL
aqueous starch suspensions of wheat, maize and breadfruit

W heat Breadfruit Maize
[BU] 1704 3509 1523
Tat [BU]mai(°C) 82 90 89
[BU] at the end of T=const=90°C 1177 2860 1336
[BU] end of 90° ->30°C cooling 2550 3971 1874
[BU] ratio T 1(d/T 9(c 2.17 1.39 1.40
Increase in [BU]AIY (%) 116.65 38.85 40.27

Light transmittance of starch pastes

The results of transmittance (% T) measurement differed
at all pH levels. Figure 5. Artocarpus starch showed a lower
%T at neutral pH compared to the alkaline pH. The starch
chains increase their negative charges and association with
increasing pH, this effect occurred rapidly between pH 10
and 14. This resultis similar to the one reported by Craig etal
(26). When a beam of light passes through native starch gran-
ules, a large proportion of the light is reflected back and the
starch appears white and opaque due to the surface of the
granule being larger than the wavelength of light (26). These
authors proposed that the separation of starch chains during
gelatinization decreases the reflection ability of starch gran-
ules and thus, increases the %T of starch paste. They also
showed that amylose-lipid inclusion complexes decrease the
%T of starch paste, and that % T increases with the degree of
swelling. These results suggest that A. altilis starch might have
lipid complexed amylose, since it shows a low %T

FIGURE 5
Effect of pH on light transmittance of A. altilis starch
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In vitro digestibility studies

Digestion of starch samples was performed with 0t-amylase
and the results are shown in Figure 6. Digestibility of
Artocarpus and wheat starches, represented as percentage of
hydrolysis at 60 min were 93 and 74% respectively.
Digestibility of Artocarpus starch was higher than wheat
starch. Literature shows that amylose rich starch is difficult to
swell or to gelatinize, and it is digested slowly because of
higher crystallinity in the structure due to extensive hydrogen
bonding (27). Other studies report that retrogradation of
amylose in starch generally suppresses the reaction with
amylolitic enzymes (28). However, it is believed that the
amylose content is not the only factor influencing digestibility
and that digestion is a complicated procedure affected by many
factors such as amylopectin structure, gelatinizing temperature
and phosphorus content besides, the amylose content. A
plausible reason for the high digestibility is that the
amylopectin in Artocarpus starch might contain a larger
amount of longer branched chains, which is suggested by the
results of the amylo-viscographic study.

FIGURE 6
Artocarpus and wheat starch digestibility
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CONCLUSIONS AND RECOMMENDATIONS

From these results it can be concluded that the A. alrilis
(Breadfruit) starch showed a high degree of purity, and has a
tendency to retrogradation. The physicochemical and
rheological characteristics suggest that this starch could be
useful in products that require long heating processes. The
excellent digestibility of Artocarpus starch might be
advantageous for medical and food use.

455

ACKNOWLEDGEMENTS

This research was supported by a grant of the Consejo de
Desarrollo Cientifico y Humanistico (CDCH) ([PI
06.30.4358.99], and the Instituto de Investigaciones
Farmaceuticas (IIF) of the Pharmacy Faculty, Universidad
Central de Venezuela.

REFERENCES

1. Eusoso K, Bamiro F. Studies on the baking properties of non
wheat flours 1. Breadfruit (Artocarpus altilis), Int J Food Sci
and Nutr, 1995; 46: 267-273.

2. Dukel, Alan A. Handbook of proximate analysis tables of
higher plants. CRC Press Inc. Boca de Raton, 1986.p. 21.

3. Tumaalii F, Wooton R. Properties of starch isolated from
Western Samoan breadfruit using a traditional method. Starch/
Starke, 1988; 40: 7-10.

4.  Akubor Pl. Proximate composition and selected functional
properties of African breadfruit and sweet potato flour blends. -
Plant Food for Human Nutr, 1997; 51:53-60.

5.  Rahman MA, Nahar N, Jabbar Mian A, Mosihuzzaman M.
Variation of carbohydrate composition of two forms of fruit
from jack tree (Arthocarpus heterophyllus L.) with different
maturity and climatic conditions. Food Chem, 1999; 65: 91-
97.

6. Chowdhury FA, Raman Md. A, Mian A.J. Distribution of free
sugars and fatty acids in jackfruit (Artocarpus heterophyllus).
Food Chem, 1997, 60: 25-28.

7. Singh A, Kumar S, Singh IS. Functional properties of Jack
fruit seed flour. Lebensm Wiss u Technol, 1991; 24: 373-374.

8. Nochera C, Caldwell M. Nutritional evaluation of breadfruit
containing composite flours products. J Food Sci, 1991; 57:
1420-1451.

9.  Gebre-Mariam T, Ababa A. Some Physicochemical
Properties of Dioscorea starch from Ethiopia. Starch/Starke,
1998; 60: 241-246.

10. Rincén A.M, Padilla FC, Araujo C, Tillett S. Myrosma
cannifolia, chemical composition and physicochemical
properties of the extracted starch. J Sci Food and Agric, 1999a;
79: 532-536.

11. Rincén AM, Pérez E, Gonzélez Z, Rodriguez P. Microstructural
changes of Canavalia ensiformis starch modified by thermal
methods. Food Sci Tech Int. 1999b; 5:31-40.

12. Zobel H, Stephen A. Starch: structure, analysis, and application.
In: Food Polysaccharides and their applications. Ed by A. M.
Stephen. Marcel Dekker, Inc. New York, 1995. pp.19-66.

13. AOAC. Official Methods of Analysis, 15 Ed. Association of
Official Analytical Chemists, Washington,DC. 1990.

14. Maiias E, Saura-Calixto F. Ethanolic precipitation: a source of
error in dietary fibre determination. Food Chem, 1993; 47: 351-
355.

15. AACC. Approved Methods of the American Association of
Cereal Chemists(AACC), St. Paul, MN, USA. 1993.

16. Schoch TJ. Fatty substances in starch. In: Methods in
Carbohydrates Chemistry. EQ by Whistler, RL, Academy
Press. New York, 1964a. pp.56-61.



456

17.

18.

19.

20.

21.

22.

RINCON y PADILLA

Smith R. Characterization and analysis of starch. In: Starch/
Chemistry and Technology. Ed by Whistler, R.L. and Paschall,
E.F.,. Academic Press. New York, 1967. pp.569-635.
Ratnayake WS, Hoover R, Shahidi F, Perera C, Jane J.
Composition, molecular structure, and physicochemical
properties of starches from four field pea (Pisum sativum L.)
cultivars. Food Chem, 2001; 74: 189-202.

Rasper V. Theoretical aspects of amylographology. In The
amylograph Handbook . Ed by Shuey W.C, & K.H. Tipples.
The American Association of Cereal Chemists. St Paul, 1980.
pp 1-6. ‘

Praznik W, Mundigler N, Kogler A, Pelzl B, and Huber A.
Molecular background of technological properties of selected
starches. Starch/Starke 1999; 51:197-211.

Hoover R, Swamidas G, Kok LS, and Vasanthan T. Composi-
tion and physicochemical properties of starch from pearl
millet grains. Food Chem. 1996; 56:355-367.

Holn J, Bjsrck I, Asp NG, Sjoberg LB, Lundquist I. Starch
availibity in vitro and in vivo after flaking, steam-cooking and
popping of wheat. J Cereal Sci, 1985; 3: 193-206.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Calzetta AN, Tolaba MP, and Suarez C. Some physical and
thermal characcteristics of amaranth starch. Food Sciand Techn
Intern 2000;. 6: 371-378.

Gebre-Mariam T and Schmidt PC. Isolation and
physicochemical properties of enset starch. Starch/Starke, 1996;
48 :208-214.

Gebre-Mariam T, Ababa A, and Schmidt PC. Some Physico-
chemical Properties of Dioscorea Starch from Etiopia. Starch/
Starke, 1998; 50:241-246,

Craig SAS, Maningat CC, Seib PA, & Hoseney RC. Starch
paste clarity. Cereal Chem. 1989; 68:173-182.

Panlasigui LN, Thompson BO, Juliano CM, Perez C.M, Yiu
SH, and Greenberg GR. Rice varieties with similar amylose
content differ in starch digestibility and glycemic response in
humans. Amer J Clin Nutr. 1991; 54:871-877.

Berry CS, Anson KI, Miles MJ, Morris VJ, Russel P.L.
Physicochemical characterization of resistant starches from
wheat. J Cereal Sci, 1988; 8:203-206.

Recibido: 31-05-2004
Aceptado: 19-01-2005



INFORMACION PARA LOS AUTORES

En 1950 el Instituto Nacional de Nutricién de Venezuela edita su
revista Archivos Venezolanos de Nutricién la cual en 1965 es donada
a la recién creada Sociedad Latinoamericana de Nutricién, SLAN,
para convertirse en su érgano oficial de divulgacién Archivos
Latinoamericanos de Nutricién, ALAN.

ALAN acoge en sus péginas trabajos de revisi6n, editoriales,
conferencias y simposia y trabajos cientificos originales sobre temas
relacionados con alimentacién y nutricién, entre ellos, ciencia y
tecnologia de alimentos, nutricién humana y animal, bioquimica
nutricional aplicada, nutricién clinica y comunitaria, educacién en
nutricién y microbiologia de alimentos.

Todos los articulos que se publican pasan por un proceso de
arbitraje externo. El Comité Editorial no se hace responsable de los
conceptos emitidos en los articulos aceptados para ser publicados y
ser reserva el derecho de no publicar los originales que no se ajusten
a los lineamientos de la revista. No se devolverén originales ni se
mantendré correspondencia sobre aquellos que no sean publicados.
ALAN se reserva los derechos de reproduccién de los articulos
seleccionados.

ALAN se acoge a las normas de los requisitos uniformes del
Comité Internacional de Directores de Revistas Médicas (CIDRM),
también conocido como el Grupo de Vancouver, en su quinta edicién
(1997) de los requisitos uniformes para preparar los manuscritos
enviados arevistas biomédicas (1). A continuacién se reproduce esta
publicacidn y se afiaden algunas recomendaciones especificas, para
ALAN.

Requisitos para la presentacion de manuscritos
a una revista

Resumen de los requisitos técnicos

- Todas las partes del manuscrito estarén a doble espacio.

- Cada seccién o componente comenzari en pagina nueva.

- Reviselasecuencia: paginadel titulo, resumen y palabras clave,
texto agradecimientos, referencias, cuadros (cada uno en pagina
aparte), pies e epigrafes de las ilustraciones.

- Las ilustraciones se presentaran en forma de impresiones
fotogrificas sin tomar, y no deberan exceder de 203 x 254 mm.

- Incluyala autorizacién para reproducir material publicado con

" anterioridad o para usar ilustraciones en las que se pueda
identificar a los sujetos humanos.

- Adjunte la transferencia de los derechos de autor y otros
formularios.

- Presente el nimero exigido de copias impresas del articulo
(ALAN exige original y 3 copias).

- Guarde copias de todo lo que envie.
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Preparacién del manuscrito

El texto de los articulos de observacién y experimentales se divide
generalmente, aunque no por fuerza, en secciones que llevan estos
encabezamientos: introduccién, métodos, resultados y discusién. En
los articulos largos puede ser necesario agregar subtitulos dentro de

~ estas secciones, sobre todo en las de resultados y discusién, a fin de

hacer més claro ¢l contenido. Es probable que otro tipo de articulos
-como los informes de casos, las revisiones y los editoriales- exijan
otra estructura. Para mayor orientacion, los autores deberan consultar
la revista en la que pretenden publicar.

Mecanografiese el manuscrito en papel bond blanco de 216 x
280 mm o de la medida estindar ISO A4 (212 x 297 mm), con
margenes de por lo menos 25mm (ALAN prefiere la medida de 216
x 280 mm). Escribase o imprimase solamente sobre una cara del
papel. Utilicese doble espacio a lo largo de todo el manuscrito,
incluido la pagina del titulo, el resumen, el texto los agradecimientos,
las referencias, cada uno de los cuadros y los pies o epigrafes de las
ilustraciones. Numérense las paginas en forma consecutiva,
empezando por las del titulo. Sobre el 4ngulo superior o inferior
derecho de cada pagina anétese el niimero que le corresponde.

Pigina del titulo

La primera pagina contendré: 1) el titulo del articulo, que serd
conciso pero informativo: 2) nombre de pila preferido y apellidos de
cada autor, acompafiados de sus grados académicos més importantes
y su afiliacién institucional; 3) nombre del departamento o
departamentos y la institucion o instituciones a los que se debe atribuir
el trabajo; 4) declaraciones de descargo de responsabilidad, si las
hay; 5) nombre y direccién del autor que se ocupara de la
correspondencia relativa al manuscrito; 6) nombre y direccién del
autor a quien se dirigirdn las solicitudes de separatas, o nota
informativa de que los autores no las proporcionarén; 7) procedencia
del apoyo recibido en forma de subvenciones, equipo, medicamentos
o todo ello; y 8) titulo abreviado (titulillo) que no pase de 40
pulsaciones (contando caracteres y espacios), el cual se colocars,
debidamente identificado como tal, en la tltima linea de la pagina
inicial.

Autoria

Todas las personas designadas como autores habran de cumplir
con ciertos requisitos para tener derecho a la autorfa. Cada autor

(1) Requisitos uniformes para preparar los manuscritos enviados a revistas
biomédicas. Rev Panam Salud Piblica. Pan-Am J Pub Health. 1998;3(3):188-
1998.
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debe haber participado en el trabajo en grado suficiente para asumir
responsabilidad piblica por su contenido. Para concederle a alguien
el crédito de autor, hay que basarse dnicamente en su contribucién
esencial por lo que se refiere a los siguientes aspectos: 1) la
concepci6n y el disefio o bien el andlisis y la interpretacién de los
datos; 2) 1a redaccién del articulo o la revisién critica de una parte
importante de su contenido intelectual; y 3) la aprobacion final de la
versioén que serd publicada. Las tres condiciones tendrén que cumplirse
siempre. La participacién que consiste meramente en conseguir
financiamiento o recoger datos no justifica el crédito de autor.
Tampoco basta con ejercer la supervisién general del grupo de
investigacién. Toda parte del articulo que sea decisiva con respecto
a las conclusiones principales deberd ser responsabilidad de por lo
menos uno de los autores. Los directores de revistas podran solicitar
a los autores que describan la contribucién de cada uno; esa
informacién puede ser publicada.

Cada vez es mis comin que los ensayos multicéntricos se
atribuyan a un autor corporativo. Todos los miembros del grupo que
sean designados como autores, ya sea en la linea destinada al nombre
de los autores a continuacién de! titulo o en una nota a pie de pagina,
deberdn cumplir plenamente con los requisitos de requisitos de autoria
recién sefialados. Los miembros del grupo que no cumplan con dichos
criterios seran mencionados, con su autorizacion, en la seccién de
agradecimientos o en un apéndice (véase “Agradecimientos”).

El orden en que figuran los autores debe reflejar una decisién
conjunta de estos. Como los autores se suelen enumerar de distintas
maneras, el significado del orden en que aparecen no puede deducirse
con exactitud a menos que ellos mismos lo enuncien explicitamente.
Para tal efecto, tal vez deseen agregar, en una nota a pie de pagina, la
explicacién sobre el orden de enumeracidn. Al decidir acerca de dicho
orden, los autores tendrdn presente que muchas revistas imponen un

limite al niimero de autores que figuran en el indice de materias y que, -

cuando hay més de 25 autores, la Biblioteca Nacional de Medicina de
los Estados Unidos incluye en MEDLINE tan solo los nombres de los
24 primeros mds el del dltimo.

Resumen y palabras clave

La segunda pégina incluird un resumen que no sobrepasara las
250 palabras de extensién. En él indicaran los propésitos del estudio
o investigacién; los procedimientos basicos (seleccion de los sujetos
o los animales de laboratorio incluidos en el estudio; métodos de
observacién y andlisis); los hallazgos mdas importantes
(proporciénense datos especificos y, de ser posibles, su significacién
estadistica), y las conclusiones principales. Higase hincapié en los
aspectos nuevos e importantes del estudio o las observaciones.

A continuacién del resumen agréguense, debidamente rotuladas,
de 3 a 10 palabras o frases cortas clave que ayuden a los indizadores
a clasificar el articulo, las cuales se publicardn junto con el resumen.
Utilicense para este propésito los términos de la lista “Medical Subject
Headings” (MeSH) [Encabezamientos de temas médicos] del Index
Medicus; en el caso de términos de reciente aparicién que todavia no
figuren en dicha lista, podran usarse las expresiones corrientes. ALAN
exige que todo trabajo debera acompaiiarse de un Resumen en inglés
con sus palabras clave, “key words”, si el trabajo original fuese en
espafol, portugués o francés. Si el trabajo original es en inglés, el
Resumen debe presentarse en espafiol, igualmente con sus palabras
clave.
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Introduccion

Exprese el propdsito del articulo y resuma el fundamento 16gico
del estudio u observacién. Menciones las referencias estrictamente
pertinentes y no incluya datos ni conclusiones del trabajo que est4
dando a conocer.

Métodos

Describa claramente 1a forma como se seleccionaron los sujetos
observados o que participaron en los experimentos (pacientes o
animales de laboratorio, incluidos los testigos). Identifique la edad,
el sexo y otras caracteristicas importantes de los sujetos. La definicién
y la pertinencia de laraza o el grupo étnico son ambiguos. Los autores
deberan ser particularmente cuidadosos con respecto a usar estas
categorias.

Identifique los métodos, los aparatos (nombre y direccion del
fabricante entre paréntesis) y los procedimientos con detalles
suficientes para que otros investigadores puedan reproducir los
resultados. Proporcione referencias de los métodos acreditados,
incluidos los de fndole estadistica (véase més adelante); dé referencias
y explique brevemente los métodos ya publicados pero que no son
bien conocidos; describa los métodos nuevos o que han sido
sustancialmente modificados, manifestando las razones por Jas cuales
se usaron y evaluando sus limitaciones. Identifique exactamente todos
los medicamentos y productos quimicos utilizados, sin olvidar
nombres genéricos, dosis y vias de administracion.

Los informes de ensayos clinicos aleatorizados deberén presen-
tar informacién sobre todos los elementos importantes del estudio,
como son el protocolo (poblacién de estudio, intervenciones o ex-
posiciones, resultados y el fundamento 16gico del anilisis estadjisti-
co), asignacién de intervenciones (métodos de aleatorizacion, ocul-
tamiento de 1a asignacion a los grupos de tratamiento) y método de
enmascaramiento (método ciego).

Los autores que presenten manuscritos de revisién incluirdn una
secci6n en la que se describan los métodos utilizados para localizar,
seleccionar, extraer y sintetizar los datos. Estos métodos se mencio-
narédn también en forma sindptica en el resumen.

Etica. Cuando informe sobre experimentos en seres humanos, sefia-
le si los procedimientos seguidos estuvieron de acuerdo con las nor-
mas éticas del comité (institucional o regional) que supervisa la ex-
perimentaci6n en seres humanos o con la Declaracién de Helsinki
de 1975, modificada en 1983. No utilice el nombre de los pacientes,
sus iniciales ni los c6digos hospitalarios, especialmente en el mate-
rial ilustrativo. Cuando dé a conocer experimentos con animales,
mencione si se cumplieron las normas de la institucién, las de un
consejo nacional de investigacién o cualquier ley nacional acerca
del cuidado y el uso de animales de laboratorio.

Estadistica. Describa los métodos estadisticos con detalles suficientes
para que ¢l 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 medicion (por ej., interva-
los de confianza). No dependa exclusivamente de las pruebas de
comprobacién de hipotesis estadisticas, tales como el uso de los
valores P, que no transmiten informacién cuantitativa importante.
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Analice la elegibilidad de los sujetos de experimentacién. Propor-
cione los detalles del proceso de aleatorizacién. Describa los medios
utilizados para enmascarar las observaciones (método ciego), indi-
cando los resultados que dieron. Informe sobre las complicaciones
del tratamiento. Especifique el nimero de observaciones. Mencione
las pérdidas de sujetos de observacién (por ej., las personas que aban-
donan un ensayo clinico). Siempre que sea posible, las referencias
sobre el disefio del estudio y los métodos estadisticos utilizados se-
ran de trabajos vigentes (indicando el niimero de las paginas), y no
de los articulos originales donde se describieron por vez primera.
Especifique cualquier programa de computacién de uso general que
se haya empleado.

Las descripciones generales de los métodos utilizados deben apare-
cer en la seccién de métodos. Cuando resuma los datos en la seccién
de resultados, especifique los métodos estadisticos que se emplea-
ron para analizarlos. Limite el nimero de cuadros y figuras al mini-
mo necesario para explicar el tema central del articulo y para evaluar
los datos en que se apoya. Use gréaficas en vez de cuadros subdividi-
dos en muchas partes; no duplique los datos en las gréficas y los
cuadros. Evite el uso no técnico de términos de la estadistica, tales
como «al azar» (que entrafia el empleo de un método de
aleatorizacién), «normal», «significativo», correlaciones» y «mues-
tra». Defina los términos, las abreviaturas y la mayor parte de los
simbolos estadisticos.

Resultados

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

Discusién

Haga hincapié en los aspectos nuevos e importantes del estudio
y en las conclusiones que se derivan de ellos. No repita con porme-
nores los datos u otra informacién ya presentados en las secciones
de introduccién y de resultados. Explique en la seccidn de discusién
el significado de-los hallazgos y-sus limitaciones, incluidas sus
implicaciones para la investigacién 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 evitaran hacer afirmaciones sobre los be-
neficios y los costos econémicos, a menos que su manuscrito inclu-
ya datos y anélisis econémicos. No reclame ningiin tipo de prece-
dencia ni mencione trabajos que no estén terminados. Proponga nue-
vas hipétesis cuando haya justificacién para ello, pero identifican-
dolas claramente como tales. Cuando sea apropiado, puede incluir
recomendaciones.

Agradecimientos

En un lugar adecuado del articulo (como nota al pie de la prime-
ra pigina o como apéndice del texto; véanse los requisitos delare-
vista) uno o varios enunciados especificarén lo siguiente: 1) las co-
laboraciongs que deben ser reconocidas pero que no justifican la

autoria, tales como el apoyo general del jefe del departamento; 2) el
reconocimiento por la ayuda técnica recibida; 3) el agradecimiento
por el apoyo financiero y material, especificando la indole 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 articulo pero
cuya participacidn no justifica la autorfa pueden ser citadas por su
nombre, afiadiendo su funcién o tipo de colaboracién; por ejemplo,
«asesoramiento cientifico», «examen critico de la propuesta para el
estudio», «recoleccién de los datos» o «participacién en el ensayo
clinico». Estas personas tendran que conceder su permiso para ser
nombradas. Los autores se responsabilizaran de obtener la autoriza-
cién 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 figurar en un
parrafo 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 epigrafes de las ilustraciones, las referencias se
identificardn mediante nimeros ardbigos entre paréntesis. Las refe-
rencias citadas solamente en cuadros o ilustraciones se numeraran
siguiendo una secuencia que se establecer4 por la primera mencién
que se haga en el texto de ese cuadro o esa figura en particular.

Emplee el estilo de los ejemplos que aparecen més adelante, los
cuales estin basados en el formato que la Biblioteca Nacional de
Medicina de los Estados Unidos usa en el Index Medicus. Abrevie
los titulos de las revistas de conformidad con el estilo utilizado en
dicha publicacién. Consulte la List of Journals Indexed in Index
Medicus [Lista de revistas indizadas en Index Medicus], que se pu-
blica anualmente como parte del niimero de enero y como separata.
Lalista se puede obtener asimismo en el sitio que la biblioteca man-
tiene en la World Wide Web (http://www.nlm.nih.gov).

Absténgase de utilizar los resiimenes como referencias. Las re-
ferencias a articulos que han sido aceptados pero que todavia no se
publican se designardn como «en prensa» o «de préxima aparicion»;
los autores obtendran por escrito el permiso para citar dichos articu-
los y también la verificacion de que han sido aceptados para publi-
cacion. Lainformacién proveniente de manuscritos presentados para
publicacién pero atin no aceptados se citaré en el texto como «ob-
servaciones inéditas», con el permiso correspondiente de la fuente.

No cite una «comunicacién personal» a menos que aporte infor-
macién esencial que no pueda obtenerse de una fuente ptiblica; en ese
caso, el nombre de la persona y la fecha de la comunicacién aparece-
rén entre paréntesis en el texto. En el caso de articulos cientificos, los
autores deberan obtener el permiso de la fuente y su confirmacién de
la exactitud de la comunicacion personal, ambos por escrito. Los auto-
res verificaran las referencias cotejandolas 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 Medicina (NLM) para sus bases de datos.
En los ejemplos que siguen se han agregado notas cuando el estilo
de Vancouver difiere del estilo que actualmente utiliza la NLM.
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Articulos de revista
1. Articulo de revista ordinario

Enumere los primeros seis autores y aiiada la expresion «et al.»
(Nota: La NLM incluye ahora hasta 25 autores; si hay més de 25,
enumera los primeros 24, continuacion el Gltimo autor y luego agre-
ga «et al.»)

Vega KJ, Pinal, Krevsky B. Heart transplantation is associated with
an increased risk for pancreatobiliary disease. Ann Intern Med 1996
Jun 1;124(11):980-3.

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

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

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

Mas de seis autores:

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

2.. Organizacién como autor

The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical 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. Articulo en idioma extranjero (2)

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

Ryder TE, Haukeland EA, Solhaug JH. Bilateral infrapatellar
seneruptur hos tidligere frisk kvinne. Tidsskr Nor Laegeforen 1996;
116:41-2.

5. Suplemento de un volumen
Shen HM, Zhang QF. Risk assessment of nickel carcinogenicity and

occupational lung cancer. Environ Health Perspect 1994;102 Suppl
1:275-82.
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6. Suplemento de un niimero

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 niimero

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
1):377-8.

9. Niimero sin volumen

Turan 1, W:redmark T, Fellander-Tsai L. Arthroscopic ankle arthrod-
esis in rheurnatoid arthritis. Clin Orthop 1995;(320): 110-4.

10. Sin niimero 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. Paginacién en niimeros romanos

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

12. Indicacién del tipo de articulo, segiin corresponda

Enzensber er W, Fischer PA. Metronome in Parkinson,s disease
[carta]. Lancet 1996;347:1337.

Clement J, De Bock R. Hematological complications of hantavirus
nephropathy (HVN) [resumen]. Kidney Int 1992;42:1285.

13. Articulo que contiene una retractacioén

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

(2) Evidentemente “extranjero” se entiende aquf en relacién con el idiom.a
inglés, pues los ejemplos de referencia bibliogréfica se han trasladado di-
rectamente del original, sin adaptarlos (N. Del t.).
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14. Articulo retirado por retractacién

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

15. Articulo sobre el que se ha publicado una fe de erratas
Hamlin JA, Kahn AM. Herniography in symptomatic patients

following inguinal hernia repair (se publica una fe de erratas en West
J Med 1995;162:278]. West j Med 1995; 162:28-31.

Libros y otras monografias

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

16. Individuos como autores

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

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

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

18. Organizacién como autor y editorial

Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medicaid
program. Washington: The Institute; 1992,

19. Capitulo de libro

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

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

20. Actas de conferencias

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

21. Articulo presentddo en una conferencia

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

22. Informe cientifico o técnico

Publicado por la institucién financiadora o patrocinadora:

Smith P, Golladay K. Payment for durable medical equipment billed
during skilled nursing facility stays. Final report. Dallas (TX):
Dept. of Health and Human Services (US), Office of Evaluation and
Inspections; 1994 Oct. Report No.: HHSIGOE169200860.

Publicado por la institucién ejecutora:

Field MjJ Tranquada RE, Feasley JC, editors. Health services re-
search: work force and educational issues. Washington: National .
Academy Press; 1995. Contract No.: AHCPR282942008. Spon-
sored by the Agency for Health Care Policy and Research.

23. Tesis doctoral

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

24. Patente

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

Otros trabajos publicados
235. Articulo de periddico

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

26. Material audiovisual

HIV+/AIDS: the facts and the future [videocassette]. St. Louis (MO):
Mosby-Year Book; 1995.

27. Documentos legales

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

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

Cé6digo 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-
emmental Relations of the House Comm. on Goverment Operations,
103rd Cong., Ist Sess. (May 26,1993).
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28. Mapa

North Carolina. Tuberculosis rates per 100,000 population, 1990
[mapa demogrifico]. Raleigh: North Carolina Dept. of Environment,
Health, and Natural Resources, Div. of Epidemiology; 1991.

29. Libro de la Biblia

The Holy Bible. King James version. Grand Rapids (MI): Zondervan
Publishing House; 1995. Ruth 3:1-18.

30. Diccionarios y obras de consulta semejantes

Stedman’s medical dictionary, 26th ed. Baltimore: Williams &
Wilkins; 1995. Apraxia; p.119-20.

31. Obras cldsicas

The Winter’s Tale: act 5, scene 1, lines 13-16. The complete works
of William Shakespeare. London: Rex; 1973.

Trabajos inéditos
32. En prensa

(Nota: La NLM prefiere referirse a estos trabajos como «en prepara-
cién» [forthcoming] porque no todos se publicardn impresos.)

Leshner Al. Molecular mechanisms of cocaine addiction. N Engl J
Med. En prensa 1996.

J

Material en soporte electréonico
33. Articulo de revista en formato electr6nico

Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg
Infect Dis [publicacién periédica en linea] 1995 jan-mar [citada 1996
jun 51;1(1):[24 pantallas]. Se consigue en: URL: http://www.cdc.gov/
ncidod/EID/ eid.htm

34. Monografia en formato electronico

CDJ, clinical dermatology illustrated [monografia en CD-ROM].
Reeves JRT, Maibach H. CMEA Multimedia Group, producers. 2nd
ed. Version 2.0. San Diego: CMEA; 1995.

35. Fichero de.computadora

Hemodynamics 111: the ups and downs of hemodynamics [programa
de computadora]. Version 2.2. Orlando (FL): Computerized Educa-
tional Systems; 1993.

Cuadros

Mecanografie o imprima cada cuadro a doble espacio y en hoja
aparte. No presente los cuadros en forma de impresiones fotogréfi-
cas. Numérelos consecutivamente siguiendo el orden en que se citan
por primera vez en el texto, y asigne un titulo breve a cadauno. Cada
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columna llevaré un encabezamiento corto o abreviado. Las explica-
ciones irdn como notas al pie y no en el encabezamiento. En las
notas al pie se explicardn todas las abreviaturas no usuales emplea-
das en cada cuadro. Como llamadas para las notas al pie, utilicense
los simbolos siguientes en la secuencia que se indica: *, T, §, |, **,
T, 4.

Identifique las medidas estadisticas de variacidn, tales como la
desviacién estindar y el error estandar de la media.

No trace lineas horizontales ni verticales en el interior de los
cuadros. Cercidrese de que cada cuadro aparezca citado en €l texto.

Siincluye datos publicados o inéditos provenientes de otra fuente,
obtenga la autorizacidén necesaria para reproducirlos y conceda el
reconocimiento cabal que corresponde. Incluir un niimero excesivo
de cuadros en relacién con la extensidn del texto puede ocasionar
dificultades al confeccionar las paginas. Examine varios nimeros
recientes de la revista a 1a que planea presentar el articulo y calcule
cuantos cuadros pueden incluirse por cada millar de palabras de tex-
to. Al aceptar un articulo, el director podra 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 agregard en el texto la
nota informativa necesaria. Dichos cuadros se presentaran junto
con el articulo para su consideraci6n. '

Ilustraciones (figuras)

Envie los juegos completos de figuras en el niimero requerido
por la revista. Las figuras estardn dibujadas y fotografiadas en for-
ma profesional; no se aceptaran los letreros trazados a mano o con
magquina de escribir. En lugar de los dibujos, radiografias y otros
materiales de ilustracién originales, envie impresiones fotogréficas
en blanco y negro, bien contrastadas, en papel satinado y que midan
127 x 173 mm, sin exceder de 203 x 254 mm. Las letras, nimeros y
simbolos seran claros y uniformes en todas las ilustraciones; ten-
dréan, ademds, un tamaifio suficiente para que sigan siendo legibles
incluso después de la reduccién necesaria para publicarlos. Los titu-
los y las explicaciones detalladas se incluirdn en los pies o epigra-
fes, no sobre las propias ilustraciones.

Al reverso de cada figura pegue una etiqueta de papel que lleve
anotados el ntimero de la figura, el nombre del autor y cudl es la
parte superior de la misma. No escriba directamente sobre el dorso
de las figuras ni las sujete con broches para papel, pues quedan mar-
cadas. Las figuras no se doblaran ni se montarén sobre carton.

Las fotomicrografias incluirdn en si mismas un indicador de Ja
escala. Los simbolos, flechas y letras usados en estas deberan con-
trastar claramente con el fondo.

Si se usan fotografias de personas, estas no deberdn ser
identificables; de lo contrario, habrd que anexar un permiso por €s-
crito para poder utilizarlas.

Las figuras se numeraran en forma consecutiva de acuerdo con
su primera mencién en el texto. Si la figura ya fue publicada, se
reconocerd la fuente original y se presentar4 la autorizacién por €s-
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 iinica salvedad son los documentos considera-
dos como de dominio piiblico.
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Pies o epigrafes de las ilustraciones

Los pies o epigrafes de las ilustraciones se mecanografiaran o
imprimirén a doble espacio, comenzando en hoja aparte e identifi-
candolos con los niimeros arabigos correspondientes. Cuando se uti-
licen simbolos, flechas, niimeros o letras para referirse a ciertas par-
tes de las ilustraciones, seré preciso identificar y aclarar el significa-
do de cada uno en el pie o epigrafe. En las fotomicrografias habra
que explicar la escala y especificar el método de tincién.

Unidades de medida

Las medidas de longitud, talla, peso y volumen se expresarén en
unidades del sistema métrico decimal (metro, kilogramo, litro, etc.)
0 sus multiples y submultiplos.

Las temperaturas se consignarin en grados Celsius. Los valores
de presion arterial se indicaran en milimetros de mercurio.

Todos los valores hematicos y de quimica clinica se presentardn
en unidades del sistema métrico decimal y de acuerdo con el Siste-
ma Internacional de Unidades (SI). La redacci6n de la revista podrd
solicitar que, antes de publicar el articulo, los autores agreguen uni-
dades alternativas o distintas de las del SI.

Abreviaturas y simbolos

Utilice dinicamente abreviaturas corrientes. Evite las abreviatu-
ras en el titulo y el resumen. Cuando se emplee por primera vez una
abreviatura en el texto, ir& precedida del término completo, salvo si
se trata de una unidad de medida comtin.

Envio del manuscrito a la revista

Envie por correo el niimero requerido de copias del manuscrito
en un sobre de papel resistente; si es necesario, proteja las copias y
las figuras metiéndolas entre dos hojas de cartén para evitar que las
fotografias se doblen. Meta las fotografias y transparencias en su
propio sobre de papel resistente.

Los manuscritos irdn acompaiiados de una carta de envio firma-
da por todos los coautores.
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