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Prefacio

Las publicaciones sobre temas de Nutricion y Dietética han experimentado
un importante auge en las altimas décadas, evidenciando la importancia que
tiene la alimentacion sobre la salud. De hecho, la educacion nutricional v la
formacion en temas de dietética constituyen un reto para el profesional sani-
tario, va que debe proporcionar informacion rigurosa, veraz y practica al con-
sumidor, al paciente v a la poblacion en general.

Este libro se divide en dos grandes partes, la primera recoge los fundamen-
tos teoricos v la segunda los mérodos y aplicaciones de los mismos en el con-
texto de la Nutricidn v [hetética. Los capitulos de la primera parte incluyen
textos dedicados a la composicion y analisis de los alimentos, el metabolismo
de nutrientes v energético, las ingestas de referencia, la nutricion en diferentes
etapas de la vida v la evaluacion del estado nutricional. También se aborda
las interacciones entre farmacos v nutrientes v la aplicacion del metoda cien-
tifico en la investigacion en nutricion. Todo ello enniguecido con abundante
material grafico,

La segunda parte dedicada a la descripcion de las sesiones practicas se di-
vide en cinco secciones: Utilizacion de nutrientes, Fyvaluacion nutricional, Nu-
tricion humana y dieténica, Investigacion en nutricion y Elementos de aplica-
¢ion en nutricion v dietética. En esta parte se revelan aspectos punteros de
nutrigenomica, nutrigenética o metabolémica, e incluye métodos clasicos en-
focados desde una dptica innovadora,

Los directores desean agradecer sinceramente el esfuerzo de los 75 autores
de las sesiones practicas por su solidaria contribucion en la preparacion de la
presente obra. Estos capitulos, a pesar de las dificultades para una completa
armonizacion en su estructura, por su diversa naturaleza v caracteristicas, se
presentan mayoritariamente, pero no exclusivamente, con los siguientes apar-
tados: Introduccion, Objetivos, Procedimiento (fundamento, materiales y me-
todos v protocolo), Bibliogratia, Presentacion de resultados v Comentarios.
Los autores de estas secciones practicas son, en su mayor parte docentes en
las Universidades de Navarra v del Pais Vasco, aungue también se ha contado
con la colaboracion puntual de autores de prestigiosos centros de investigacion
de Espana, asi como de otros paises; todos han sido escogidos por sus especi-
ficos conocimientos v experiencia en aquellas sesiones en las que son respon-
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sables tanto de sus contenidos v desarrollo, como de la seleccion de equipos, reactivos y
procedimientos.

Los directores tambien desean agradecer la desinteresada aportacion de los distintos
autores implicados en esta obra, y especialmente a Santiago Navas-Carretero por sus la-
bores de coordinacion, asi como a la Catedra Pascual-Universidad de Navarra, por el
apovo cientifico v econdmico para que esta edicion resulte de interés para el lecror.

Esta obra se ha preparado, en definitiva, para cubrir las demandas de un nutrido grupo
de profesionales de la salud, docentes e investigadores, estudiantes v graduados, asi como
aquellos colectivos interesados en conocer los fundamentos de Nutricion v Dietética con
una perspectiva del siglo XXI.

Alfredo Martinez v M. del Puy Portillo
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CAPITULO 1

Ciencias de la Alimentacion

( e

OBJETIVOS DEL CAPITULO

1. Definir los conceptos de alimento y nutriente.

2. ldentificar los elementos basicos de las Ciencias de la Alimentacion
Yy sus ramas.

3. Reconocer la historia y la evolucion de las Ciencias de la Alimenta-
9 cion, asi como discernir los retos de este campo para el siglo XX )

CONCEPTOS PRELIMINARES

La definicion de alimrento puede obtenerse del Codigo Alimentario Espa-
nol —cuerpo organico de normas basicas v sistematizadas relativas a alimen-
tos, condimentos, estimulantes v bebidas— segun la cual, tienen la considera-
cion de alimento todas las sustancias o productos de cualquier naruraleza,
que por sus caracteristicas, aplicaciones, preparacion v estado de conserva-
cion son susceptibles de ser habirual o idoneamente urilizados para alguno de
los fines siguilentes:

a) Para la normal nutricion humana o como fruitivos.
b) Como productos dietéticos en casos especiales de alimentacion humana.

Los componentes de los alimentos que aseguran esos objenvos ¥ que cum-
plen al menos una de estas funciones, energética, estructural v/o reguladora,
son denominados nutrientes, los cuales se clasifican en:

* Hidratos de carbono.
* Lipidos.

* Proteinas.

* Minerales.

* Vitaminas.

* Apua.

En este contexto, la dieta adecuada es aquella que contiene canndades
apropiadas de todos los nutrientes para cubrir las necesidades vitales y man-
tener la salud de una persona o colectuividad.
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El Consejo de la Union Europea (UE) ha adop-
tado una serie de directivas sobre alimentos, que
abarcan la definicion ¥y normalizacion de sus
caracteristicas v también las condiciones de eti-
quetado, conservacion, transporte, empleo de adi-
tivos ¥ la elaboracion de productos destinados a
la alimentacion. De esta labor legislativa saldra el
perfil definitivo del Derecho Comunitario de la
alimentacion para la proteccion de la salud v segu-
ridad de los consumidores v el desarrollo del sec-
tor alimentario, en el que habra de tener en cuenta
aspectos de produccion, uso de adinivos, acepra-
bilidad por el consumidor v calidad del producto,
asi como las nuevas operaciones y manipulaciones
tecnologicas de los alimentos. La reglamentacion
también permite ofrecer garantias respecto a los
mensajes y caracteristicas del etiquetado de los ali-
mentos en funcion de las alegaciones nutricionales
v saludables, asi como a las propiedades v des-
arrollo de nuevos alimentos funcionales.

CONCEPTOS BASICOS

Entre las ciencias dedicadas al estudio de los ali-

mentos y la alimentacién;, cubriendo diferentes

puntos de vista, se encuentran la Nutricion, la

Bromatologia, la Dietética, la Dietoterapia y la

Tecnologia de los alimentos.

» Nutricidn: del latin nufrire, se interesa prefe-
rentemente por el estudio de la utilizacion que
hace el organismo de los nutrientes parz llevar
a cabe las funciones de homeostasis, creci-
miento y reproduccion; en definitiva de los pro-
cesos de ingestion, transformacion y utilizacion
de los alimentos.

* Bromatologia:del griego bromos-atos,se dedi-
ca primariamente a2l conocimiento de la natu-
raleza, compaosicion, elaberacion, fabricacion,
alteracion y conservacion de los alimentos.

= [ietética: etimologicamente, la palabra deriva
del griego daytaque significa “regimen de vida™_
Estudia las caractensticas de las dietas desti-
nadas a cada individuo o colectividad necesarias
para su adecuade desarrolle, segun el estado
fisiologico y las circunstancias existentes.

* Dietoterapia: considera las caracteristicas que
ha de tener la alimentacion destinada a patolo-
gias susceptibles de ser tratadas por medios die-
teticos.

= Tecnologia de los alimentos: se ocupa de los
metodos, equipos y procedimientos destinados
a la produccion, transformacion, conservacion,
presentacion, transporte, etc. de los alimentos.

EVOLUCION HISTORICA DE LAS
CIENCIAS DE LOS ALIMENTOS

La humanidad se ha alimentado desde tiem-
pos remotos siguiendo pricticas empiricas, de
modo que los componentes de su dieta fueran
seguros, nutritivos v satisfactorios para cubrir sus
necesidades vitales, sin efectos daninos.

El estudio de los alimentos v su aprovecha-
miento por el organismo, desde una éptica cien-
tifica es un empeno reciente que se remonta a no
mas de doscientos anos. En cada momento, se
han ido incorporando nuevas informaciones v
metodos analiticos en consonancia con los avan-
ces propios de la ciencia.

Ciencias de los alimentos hasta
el siglo XiX

Las primeras referencias escritas sobre alimen-
tacion se encuentran en la Biblia v en las obras del
historiador Herodoto (siglo V1 a. C.), donde exis-
ten diversos comentarios sobre la elaboracion v
caracteristicas del pan y otros alimentos, junto con
consideraciones dietéticas relacionando la posible
incidencia de los alimentos sobre la salud v la
enfermedad. En esta linea, también se encuentran
indicaciones en los libros de los tres grandes maes-
tros de la medicina annigua: Hipocrates, Celsus v
Galeno (entre los siglos v a. C. v 11 d. C.), cuyas
ideas perduran en la Baja Edad Media (siglos IX-
XIV}) apoyados por las teorias v escritos de Rhazes,
Joanitius, la Escuela de Salerno ¥ Roger Bacon.

En el Renacimiento italiano (siglos Xv y Xv1),
Paracelso, Leonardo da Vina y Santorius se pre-
ocupan por el balance entre la ingesta v la elimi-
nacion de los alimentos por el organismo, mien-
tras que en el siglo XVII Boyle trabajo en la
influencia de los alimentos sobre la composicion
del cuerpo, de la sangre y de la orina y también
sugirio una semejanza entre los procesos de res-
piracion v combustion.

Durante el periodo de 1700 a 1800 se reali-
zaron importantes avances citentificos, que con-
tribuyeron en gran medida al desarrollo direcro,
o indirecto, de las ciencias de los alimentos, a tra-
vés de los estudios v trabajos de Cavendish,
Black, Rutherford, Priestley, Scheele, Lavoisier,
de Saussure, Gay-Lussac, Davy, Berzelius, Ber-
tholet, Thomson, Beaumont, Dumas, Baussigault



v otros, sobre los componentes quimicos de la
materia y, por supuesto, de los alimentos.

Asi, Scheele describio el acido lactico v otros
acidos organicos, sugirio la conservacion del
vinagre por el calor (1782) v descubrio el cloro ¥
el oxigeno. Priestley también identifico en esta
época, de forma independiente, el oxigeno, mien-
tras que entre 1757 v 1772 Black, Cavendish y
Rutherford caracterizaron el anhidrido carboni-
co, el hidrogeno y el nitrogeno, respectivamente.

Antoine Lavoisier (1743-1794), considerado
uno de los padres de la Nutrnicion deshechao la teo-
ria del Hlogisto ¥ desarrollo la quimica de la com-
bustion con estudios sobre la respiracion, el valor
energetico de los alimentos v el consumo de oxi-
geno en funcion del gasto energético.

En los comienzos del siglo XIX, quimicos de la
escuela francesa como Bertholet, Gay-Lussac, de
Saussure y Thenard, entre otros, junto con el sueco
Berzelius v el escocés Thomson investigan sobre el
contenido en nitrogeno, carbono, hidrogeno y agua
de diferentes alimentos v bebidas. Tambien en este
periodo, el quimico inglés Davy, aisla v caracteriza
el potasio, sodio, bario, estroncio, calcio y magne-
sio, mientras que Chevreuil enumerd los elementos
existentes en los productos organicos y describio
distintas técnicas analiticas para matenales anima-
les v vegetales. En esta época Baussigault establece
una posible relacion entre el yodo v el bocio v la
importancia del calcio para el crecimiento.

QUIEN ES QUIEN EN LAS CIENCIAS DE LOS ALIMENTOS

Desde la Antiguedad hasta el Siglo XVl

‘Capitulo 1. Ciencias de la Alimentacion “

Junto con los notables avances en el campo
de la Quimica, cientificos como Stark estudian el
efecto de la ingestion de diferentes alimentos
sobre la salud o investigadores como Magendie
establecen la necesidad de ingerir alimentos nitro-
genados, mientras Bernard describe la influencia
de la dieta sobre la homeostasis corporal v otros
como Proust, Reamur v Beaumonr se preocupan
de los procesos digestivos, investigando sobre la
naturaleza del acido clorhidrico v la degradacion
de los componentes de los alimentos.

Los trabajos de Justus Von Liebig (1803-
1873}, que fueron en parte publicados en el que
es considerado primer libro sobre Quimica de los
Alimentos, contribuven de forma notable a la evo-
lucion de las ciencias de los alimentos. Asi, este
investigador aleman estudio el proceso de fermen-
tacion del vinagre, identificé la tirosina en la
leche, clasifico los alimentos en nitrogenados y
no nitrogenados, a los que atribuyo funciones
“plasticas™ y “respiratorias”, respectivamente ¥,
junto a Mulder, describio a las proteinas como
una clase quimica, a la que inicialmente atribuyo
solo valor energético.

Hacia la mitad del siglo XIX, va eran conoci-
dos la mayoria de los componentes de los alimen-
tos v la estacion de Weende en Alemania, desarro-
ll6 un procedimiento para determinar el contenido
en agua (humedad), grasa, cenizas y nitrogeno en
los alimentos. Estos avances quedan reflejados

L

5

= Herodoto, Hipocrates, Celsus y Galeno [s. V1 a.C. - 5. 1 d.C] . Relacion alimentacion-salud. Elaboracion de

productos y dietas.

» Rhazes, Joanitius, la Escuela de Salerno y Reger Bacon (Baja Edad Media, s. IX-XIV). Aplicacidn de la ali-
mentacion para el tratamiento de la enfermedad. Relacion alimentacion-salud.

* Paracelso, Leonardo da Vinci y Santorius [Renacimiento italiane, s. XvV-XVil. Relacicn del balance entre

ingesta y eliminacion de alimentos por el organismo.

* Boyle [s. xvil. Reconocimienta de [a influencia de los alimentos sobre la composicién del cuerpo y fluidos
corporales. Identificacion de semejanzas entre los procesos de respiracion y de combustion.

Siglo xviil

= Scheele {1782 y Priestley [ 1780-1790). Descripcion del cide lactico y otros acidos organicos. Identificacion

del cloro y el oxigeno.

= Black, Cavendish y Rutherford {1757-1772). Caracterizacion del anhidrido carbonico, el hidrageno y el nitro-

geno.

= Lavoisier [1743-1794). Desarrollo de la quimica de la combustion. Estudios sobre la respiracion, valor ener--

‘getico de los alimentos y consumo de oxigeno.



“ Parte . Fundamentos teoricos

en el libro de Pavy Treatise on food and dietetics
publicado en 1879, en el que se presentan la com-
posicion de numerosos alimentos v algunas de las
funciones nutritivas de las proteinas, hidratos de
carbono, lipidos v minerales, a partir de los estu-
dios de Trube, Frankaand v otros. También en
esta época se establecen escuelas agricolas donde
se imparten las primeras ensefnanzas especificas
sobre Nutricion v Bromatologia en Europa v los
Estados Unidos, mientras que en Espana la pri-
mera catedra de Anailisis Quimico y Especial de
Alimentos data de 1882.

En estos anos de finales del siglo X1, se llevan
a cabo los primeros ensayos para evaluar las nece-
sidades de los diferentes principios inmediatos en
el ser humano. Asi, Dumas durante el sitio de
Paris de 1871, senala que “formulas™ elaboradas
con mezclas de hidratos de carboneo, lipidos, pro-
teinas ¥ minerales son insuficientes para asegurar
un adecuado desarrollo y crecimiento de la pobla-
cion infanal.

El valor energerico de los diferentes nutrientes
v alimentos, en términos de calorias, fueron fir-
memente establecidos por Carl Voit vy Rubner en
Alemania y por Atwater, Lusk v otros en Ameén-
ca, confirmando la teoria de que la energia nece-
saria para la vida es suministrada por el “mera-
bolismo™ de los alimentos que componen la dieta,
postulando asi los conceptos actuales de metabo-
lismo basal y “accion dinamico-especifica™ o ter-
mogenica de los alimentos.

Estos avances de los estudios y conocimientos
de Nutricion ¥ Bromartologia fueron contempo-
raneos a la iniciacion de la adulteracion y falsifi-
cacion de los alimentos, lo que estimulo el des-
arrollo de la quimica analitica de los alimentos.
Estas practicas fraudulentas condujeron al esta-
blecimiento de diferentes protocolos oficiales de
analisis quimico y microbiologico, como el “Dic-
cionario de alteraciones y falsificaciones alimen-
tartas” en 18835; v la elaboracion de diferentes
normas legales destinadas a proteger al consumi-
dor, como la Pure Food and Drug Act de 1906 v
la aprobacion de aditivos autorizados por la
Sociedad Universal de la Cruz Blanca en 1908,
que en la actualidad se recogen en las normas de
la FDA en los Estados Unidos, en los codigos ali-
mentarios de diferentes paises europeos y en las
directivas de la Comunidad Economica Europea.

Paralelamente a los trabajos relativos al estudio
de la naturaleza, caracterizacion y utilizacion de los

principios inmediatos, que tienen lugar en el siglo
XIX, existe una creciente preocupacion referente a la
fabricacion, conservacion v alteraciones de los ali-
mentos. En este contexto, los pioneros estudios de
Scheele, sobre la conservacion del vinagre mediante
el calor, fueron confirmados por Appert mediante
trabajos sobre mantenimiento de alimentos en reci-
pientes herméticos ratados €rmicamente y que mas
tarde fueron aclarados, de forma definitiva, por Pas-
teur (1822-1895) en sus clisicos ensavos sobre alte-
raciones de alimentos por microorganismos.

La conservacion de alimentos mediante la
aphicacion de frio fue iniciada por Cailletet hacia
1840, mientras que las técnicas de congelacion se
pusieron en practica <asi un cuarto de siglo des-
pués. Por otra parte, la desecacion como mérodo
de conservacion de alimentos parece ser que se
utilizo industrialmente, por primera vez, a parur
de una patente britanica de 1780, ganando gran
popularidad con el paso de los anos.

En cuanto a la elaboracion de nuevos produc-
tos alimenticios, se desarrollan a lo largo del siglo
XIX diferentes tecnologias, entre las que pueden
destacarse la elaboracion de margarina como sus-
utunva de la mantequilla ¥ la aparicion de han-
nas lacteadas, leche desecada v leche condensada,
cuya fabricacion a gran escala fomento el avance
de la Tecnologia Alimentaria. En este periodo
también se caracterizan e identifican diferentes
azucares (glucosa, fructosa, lactosa, etc.), acidos
grasos (citrico, malico, oxilico, etc.), proteinas
{gluten, colageno, etc.) y aminoacidos (leucina,
aspartico v otros) presentes en los alimentos.

Aungue desde los trabajos de Hawes v Gilbert
en 1854 se sospechaba que las proteinas podian
diferir en su valor nutritivo, hasta finales de siglo
no se atribuyven estas diferencias a la composicion
aminoacidica de estas moléculas con los trabajos

de Fisher.

Ciencias de los alimentos en el siglo XX

El concepto de aminoacidos esenciales postu-
lado inicialmente por Willcock v Hopkins en los
primeros anos de este siglo, se demostro por la
necesidad especifica del triptofano, lo que poste-
riormente fue corroborade por Osborne ¥y Men-
del. El *aptimo proteico™ fue fijado en 36 g/dia
por Chittenden en el libro Physiological Eco-
nomy of Nutrition.
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Siglo XIX

Capitulo 1. Ciencias de la Alimentacion

= Liebig [1803-1873]. Quimica de los alimentos. Descripcion del proceso de fermentacion del vinagre, clasifi-
cacion de alimentos nitrogenados. Descripcion de las proteinas como una especie quimica.

* Pavy [1789]. Publicacion del libro “Treatise on food and dietetics™. Analisis Weende de los alimentos. Com-
posicion de los alimentos y funciones de algunos nutrientes.

= Espana [1882]. Primera catedra de Analisis Quimico y Especial de Alimentos.
*» Cailletet [1840]. Conservacion de alimentos a través del frio.
= Voit y Rubner [Alemanial, Atwater y Lusk {America). Valor energético de alimentos y nutrientes en términos

de calorias.

* Finales siglo XIX. Primeros ensayos para la evaluacion de necesidades en el ser humano de cada compo-

nente de los alimentos.

Siglo XX

= Willock y Hopkins, Osborne y Mendel; Chittenden. Establecimiento del concepto de aminodcido esencial,
necesidades especificas de triptofane y definicion del “optimo proteico™ en 36 g/d.
= Hopkins [1906-1912], Lind [1716-1794] y Funk [1884-1967]. Reconocimiento de la existencia de “sustancias

accesorias” en los alimentos: las VITAMINAS.

= Descubrimiento de la Vitamina A y B [McCollum|; Tiamina [Williams]; Vitamina D [Steenbock y Mellamby],
Niacina [Golberger]. A finales de los afios 40 concluye identificacion de vitaminas.

* Finales de la |l Guerra Mundial. Creacion de la FAD [Organizacion de Naciones Unidas para la Agricultura y
[a Alimentacion). Comienzan las primeras listas con recomendaciones de nutrientes.

* Sg dispara el desarrollo de técnicas analiticas. Cromatografia de reparto [1941, Martin y Lynge], de capa

fina (1958, Stahl]...

Siglo XXI

* Retos de futuro: Produccion y elaboracion de alimentos para la salud y la enfermedad.
» Elaboracion de alimentos nutritives, de calidad, duraderos y seguros.

= Nutricion personalizada. Nutrigenomica, Metabolica y estudios de Sistemas.

Paralelamente, entre 1906 y 1912, Hopkins
especula sobre la posible existencia de “sustan-
cias accesorias” necesarias para la vida a partir
de los primeros estudios de Lind (1716-1794),
que descubrid un factor antiescorbinico en algunos
vegetales, hoy conocido como vitamina C, y la
etiologia del beri-beri que la atribuyo a una deh-
ciencia nutritiva. Mas tarde, Funk (1884-1967)
denominé “vitaminas™ a estos factores.

En esta linea, McCollun descubrid en 1913
el factor liposoluble A v en 19135 el factor hidro-
soluble B, mientras que en los diez anos siguien-
tes fueron descubiertas la tiamina, por Williams;
la vitamina D, por Steenbock v Mellamby; v la
niacina, por Golberger, concluyéndose este pro-
ceso hacia los anos cuarenta cuando ya se ident-
ficaron el resto de las vitaminas conocidas hasta
hoy. En la acrualidad se reconocen, al menos,

cuarenta constituventes de los alimentos esencia-
les para la vida.

Ademas de las investigaciones destinadas al
descubrimiento de nuevos elementos nutritivos,
adquieren gran auge los estudios relacionados
con la cuantificacion de los procesos de sintesis v
degradacion de macromoléculas en el organismo,
basados en los hallazgos preliminares de Schoem-
heimer; ¥ de la bioenergetica del crecimiento, pro-
movidos por Brody.

Al final de la Il Guerra Mundial se constituyve
la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura v la Alimentacion (FAO) bajo la
direccion de Lord Boyd Orr, gquien impulso nota-
blemente los estudios sobre necesidades minimas
nutriivas v la produccion de alimentos en el mun-
do, lo que le valio el premio Nobel de la Paz. En
esta época, aparecen las primeras listas de reco-
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mendaciones nutritivas, que sirven de referencia
de las necesidades de nutrientes para distintos
segmentos de la poblacion.

Las técnicas analiticas de separacion, basadas
en los trabajos iniciales de Tweed (1906}, intro-
ducen continuos adelantos, como la cromatogra-
fia de reparto por Martun vy Lynge (1941}, la de
capa fina optimizada por Stahl (19358), de inter-
cambio i6nico que les supuso a Moore y Stein en
1948 el Premio Nobel, de gases v de liquidos de
alta presion (HPLC). Los métodos de electrofore-
sis iniciados por Tiselius (1937) v de filtracion en
gel, por Gelody v Parath, permiten la caracteriza-
cion e identficacion de nuevos compuestos v el
estudio del metabolismo de proteinas, lipidos,
hidraros de carbono, minerales, vitaminas, etc.
por el organismo.

Tambien destacan entre los métodos de valo-
racion cuanttativa en Nutricion y Bromatelogia
el empleo de is6topos radiactivos, las técnicas de
radioinmunoensavo (RIA) descritas por Yallow,
laureada con el Premio Nobel (1977}, los méto-
dos de ennimoinmunoensayo (ELISA), las técni-
cas de espectrofotometria de masas, etc. Gracias
al desarrollo de estas técnicas se han podido valo-
rar diversos constituyentes de los alimentos que
se encuentran en concentraciones biocataliticas o
adimvos, gue son responsables del color, aroma v
olor, asi como también la dinamica v regulacion
del metabolismo de los nutrientes o la interven-
cion de mediadores en la respuesta nutriniva.

En 1234, se introdujo en Espana con caracter
voluntario la asignatura de Bromartologia y Mi-
crobiologia en la Facultad de Farmacia, que se hizo
obligatoria en 1936 v posteriormente paso a de-
nominarse en el ano 1943, Analisis Quimico Apli-
cado ¥ Bromarologia. La asignatura de Nurtricion
v Dietética figura como asignatura optativa en la
Licenciatura de Farmacia desde finales de los anos
setenta en algunas Facultades, apareciendo como
materia troncal en los nuevos planes de estudios
de Farmacia, y como optariva, en los de Medicina.
La diplomartura de Nutricion Humana y Dietética
se implanta en Espana hacia 1990 y es reconocido
como grado en 2009,

En los anos cincuenta v bajo los auspicios de
la Unidn Internacional de Quimica Analinca
Aplicada aparecen las primeras listas “positivas”™
de aditivos, acogidas al criterio de prohibir aque-
llos que no se encuentren recogidos en ellas. En
esta linea, la Conmusion mixta de la FAO/OMS del

Codex Alimentarius recopila las normas interna-
cionales para proteger la salud del consumidor v
asegurar la correccion de las practicas comercia-
les con los productos alimenticios.

En este sentido, el Codigo Alimentario Espa-
nol aparece en 1967. La directiva 881/82/CEE
establece el perfil del futuro Derecho Comunita-
rio de la Alimentacion, segun el cual rodas las dis-
posiciones en el ambito alimentario deben garan-
tizar adecuadamente la proteccion de la salud de
los consumidores y de sus intereses economicos
asi como la buena fe de las transacciones comer-
ciales.

Las primeras recomendaciones dietéticas
{RDA), elaboradas por el National Research
Conncil (USA), aparecen en el ano 1943 y pre-
tenden servir de referencia de las necesidades de
nutrientes para distintos segmentos de la pobla-
cion, habiendo alcanzado ya la 12." edicion
(2003). De forma paralela, se promueve el con-
cepto de nutricion clinica basada en principios
cientificamente comprobados. La ultima edicion
de ingestas de referencia en Espana ha sido ela-
borada por la Federacion Espanola de Sociedades
de Nutricion, Alimentacion v Dietética (FES-

NAD)} y publicada en 2010.

Ciencias de los alimentos
en el siglo XXI

En el momento actual, los alimentos que lle-
gan al consumidor procedentes de las actividades
agricolas, pesqueras v ganaderas deben ser some-
tidos generalmente a una serie de operaciones v
manipulaciones tecnologicas destinadas a una
adecuada conservacion, almacenamiento, presen-
tacion, fransporte, eic., € incluso deben ser consi-
derados los aspectos ecologicos de la produccion
{desechos nitrogenados, pesticidas, etc.). Ademas,
los alimentos actuales, que en gran parte provie-
nen de la transformacion mas o menos profunda
de las materias primas, implican la implantacion
de nuevos métodos de produccion {empleo de
promotores, fertilizantes, etc.), la autorizacion
del empleo de diferentes aditivos (conservantes,
colorantes, estabilizantes, etc.) en beneficio de la
aceptabilidad v calidad. La aparicion de nuevos
alimentos v procesos tecnologicos (concentrados
de proteinas, extractos vegetales, levaduras, etc.)
v nuevas técnicas de almacenamiento, conserva-



<1on, presentacion, etc. ha planteado la necesidad
de ampliar las técnicas analiticas v el estableci-
miento de nuevos sistemas de control.

Las tendencias actuales se dirigen a la nutricion
personalizada, basada en criterios genéticos, a tra-
ves de la nutrigenomica, transcriptomica, proteo-
mica, metabolomica v los estudios de sistemas. La
definicion de las ingestas de referencia para dife-
rentes grupos de poblacion es otro de los retos de
las nutricion del siglo XXI, junto con la caracteri-
zacion de nuevos ingredientes funcionales a traves
de estudios de intervencion nutricional.

En este contexto, los trabajos en Ciencias de
los Alimentos consideran los siguientes aspectos:

Aspectos analiticos.

Aspectos higiénico-sanitarios.

Aspectos metaboélicos, dietéticos v clinicos.
Aspectos tecnologicos.

Aspectos sociales, educativos y de consumo.
Aspectos legislativos.

Aspectos de investigacion.

Siendo sus objetivos los siguientes:

— Produccion y elaboracion de alimentos

para una alimentacion de la poblacion en
la salud y en la enfermedad.
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— Flaboracion de alimentos nutriovos, de
calidad, duraderos, seguros y satsfacrorios.

Los avances en Nutricion, Bromatologia, Die-
tetica v Tecnologia de los Alimentos se recogen
en diferentes publicaciones de la especialidad. La
fundacion v creacion de una serie de sociedades
de ambito nacional e internacional aseguran el
progreso, la educacion v el intercambio de cono-
cimientos en el campo de las Ciencias de los Ali-
mentos.

Las investigaciones sobre alimentos funcio-
nales v sus posibles beneficios son notables en
los altimos anos, lo cual ha quedado plasmado
en diversas reglamentaciones de la FDA v la
Union Europea, donde se distinguen las alega-
ciones nutricionales v saludables (Reglamento
CE 1924/2006 del Parlamento Europeo y del
Consejo, Directiva 2008/100/CE de la Comision
Europea y Reglamento CE 116/2010 del Parla-
mento Europeo v del Consejo). En Espana, la
Agencia Espanola de Seguridad Alimentaria v
Nutricion (AESAN) v la FESNAD son elementos
de referencia en relacion a temas de nutricion,
alimentacion v dietética, asi como sobre seguri-
dad alimentaria.




CAPITULO 2

Composicion de los alimentos

II’rlle..lE'l'l"n"l)..": DEL CAPITULO

1. Reconocer los componentes de los alimentos y sus funciones.

~

2. Aproximarse al analisis de alimentos e identificar las distintas frac-
ciones que componen el alimento.

3. Definir los grupos basicos de alimentos y conocer el valor nutritivo
k. de los mismos. 4

Los alimentos son sustancias de naturaleza compleja que contienen los
elementos necesarios para el mantenimiento de las funciones vitales por el
organismo. En la actualidad, se reconocen en los alimentos mas de cuarenta
constituyentes esenciales, entre los que se encuentran los hidratos de carbono,
los lipidos, las proteinas, los minerales, las vitaminas y el agua.

ANALISIS DE LOS ALIMENTOS

El anailisis proximal de alimentos (esquema de Weende), consiste en una
secuencia de procesos fisicoquimicos (Fig. 2-1), que consutuye la base para la
descripaion, cualitativa ¥ cuanutatva, de la composicion de los alimentos a
través de las determinaciones de humedad (agua), mitrogeno total (proteina),
fibra bruta (marerial no digestible), cenizas (sales} ¥ extractos etéreos (com-
ponentes liposolubles).

El primer paso consiste en desecar la muestra de alimento en estufa hasta
alcanzar un peso constante, donde la pérdida de peso corresponde al conteni-
do acuoso del producto inicial. A continuacion, a partir de una porcion ali-
cuota desecada se procede a la extraccion con éter de los componentes lipo-
solubles por medio de un equipo Soxhlet, obreniéndose también en este caso
¢l extracto etéreo (grasa) del alimento por gravimetria diferencial, mientras
que el residuo de la extraccion, cuando se incinera permite calcular el conte-
nido en cenizas (sales).

Una segunda porcion del material desecado se uriliza para valorar la can-
tidad de proteina bruta del alimento, por el metodo Kjeldahl de medida de
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Figura 2-1. Aproximacion Weende para el analisis de alimentos.

nitrogeno ¥ multiplicando por 6,25 este valor,
asumiendo que las proteinas tienen en promedio
un 16% de nitrogeno.

Una tercera fraccion alicuota se digiere
sucesivamente con acido sulfirico v con hidra-
xido sodico durante 30 minutos, donde el
material insoluble representa la fibra bruta mas
las cenizas.

El cilculo de los hidratos de carbono puede
hacerse por diferencia respecto al total de com-
ponentes del alimento considerado, denominan-
dose, tradicional pero imprecisamente, a esta
fraccion extracto libre de nitrogeno (fundamen-
talmente constituida por aziicares), en la que tam-
bién se encuentran incluidas las vitaminas hidro-
solubles.

Esta marcha analitica no permite determinar
todos los nurrientes individualmente, aungue sir-
ve de punto de partida para la identificacion v

cuantificacion de la mavoria de los nutrientes pre-
sentes en los alimentos.

El analisis especifico de los nutrientes conoci-
dos puede llevarse a cabo mediante diversas tec-
nicas basadas en propiedades fisico-quimicas de
éstos, en cuyo caso los resultados se presentan en
unidades de peso (g, mg, pg,...). Alternativamen-
te, se han empleado pruebas biologicas de unli-
zacion nutritiva, de un determinado componente
de la dieta, con ayuda de animales de experimen-
tacion, y donde los valores aparecen como por-
centajes respecto a un control {ualizacion protei-
ca, coehiciente de digestibilidad, valor biologico,
etc.); o tambien ensayos microbiologicos, que se
fundamentan en la medida del crecimiento de cul-
tivos de microorganismos en funcion de ciertos
niveles del nutriente en el medio, expresandose
en este caso los datos como unidades internacio-
nales (UI).



Las determinaciones del contenido en
nutrientes de los alimentos aparecen recopiladas

en diferentes tablas de composicion de los ali-
mentos, que han sido recogidas por diferentes

organismos internacionales (FAQ, INCAP.,...),
instituciones nacionales (USDA, CSIC....) o labo-
ratorios de investigacion, algunas de las cuales
contienen mas de 1.500 alimentos con hasta 50
componentes. En Espana. de acuerdo con las
directrices del Ministerio de Samidad v Consumo,
el numero minimo de alimentos que deben con-
tener las tablas de composicion de alimentos que
se utilicen para estudios epidemiologicos ha de

ser como minimo de 300, estimandose como mis
deseable 300.

v

FRACCIONES DE LOS ALIMENTOS 9

Fraccion componentes nitrogenados:

- Proteinas: aminoacidos esenciales y no esen-
ciales

- No proteinas: acidos nucleicos, aminas. ..

Extracto etéreo:

- Lipidos simples: triglicéridos

- Lipidos compuestos: glucolipides, fesfolipidos...

— Lipidos derivados: colesterol, vitaminas liposo-
lubles....

Extracto libre de nitrogeno:

- Monosacaridos: glucosa, fructosa...

— Disacaridos y oligosacaridos: sacarosa, mal-
tosa...

- Polisacaridos digeribles: almidon y glucdgenao

- Witaminas hidrosolubles: vitaminas By C

Fibra bruta

— Polisacaridos no digeribles: celulosa, gomas...

Cenizas

— Macrominerales: Ca, P, Mg

— Microminerales: Fe, Zn, F. |

Los valores de estas tablas son esnmaciones
aproximadas y representativas del contenido en
nutrientes de los distintos alimentos; aunque la
composicion final depende de las vanaciones indi-
viduales v especificas propias de los productos de
origen animal o vegetal, v tambien de factores

genéticos, edafologicos v climarticos. Los trata-
mientos industriales v domésticos implicados en

la manipulacion alimentaria. como procesado,
almacenamiento, cocinado, etc., también pueden
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afectar al valor nutritivo final de los alimentos
ingeridos. El empleo de estas tablas esta, en oca-
siones, condicionado por la falta de datos de algu-
nos alimentos o nutrientes v por la ausencia de
consideraciones sobre la biodisponibilidad o de
posibles interacciones entre nutrientes. Es impor-
tante que las tablas de composicion de alimentos
vayan incorporando alimentos precocinados v
elaborados. va que empiezan a tener una presencia
significativa en la dieta de los espanoles.

Las tablas de composicion de alimentos pue-
den utilizarse para comparar el contenido en
nutrientes de diferentes alimentos, para elaborar
dietas equilibradas, para el establecimiento del
estado nutricional, para seleccionar alimentos
ricos en determinados nutrientes o para facilitar
el intercambio o sustitucion de alimentos con
valores nutritivos semejantes, para el estableci-
miento de politicas nutricionales, para la educa-
cion nutricional, para la investigacion v para el
diseno de nuevos productos alimenticios.

VALOR NUTRITIVO DE LOS
ALIMENTOS

El valor nutrinivo de los alimentos depende de
la cantidad ¥ calidad de sus componentes, asi
como de la presencia o ausencia de sustancias que
afecten a su utthzacion nutrinva (digestibilidad,
absorcion o metabolismo) o con efectos toxicos.
En este contexto, los alimentos se han clasificado
de acuerdo a su valor nutritivo en los sigmentes
cuatro grupos basicos: grupo de la leche v deriva-
dos, grupo de la carne, grupo de las frutas vy ver-
duras v grupo del pan v los cereales.

El grupo de la leche incluye no solo leche de
diferente origen sometida a diferentes tratamientos,
sino también sus derivados como los quesos, vogu-
res, etc. Estos alimentos tienen una alta digestibili-
dad, que oscila entre el 95-100%, y su valor nutri-
nvo se fundamenta en la presencia de proteinas de
alta calidad, asi como en niveles notables de algu-
nos minerales (calcio, fosforo....), de vitaminas del
complejo B v de vitamina A. Ocasionalmente, algu-
nos productos lacteos estan fortificados con vita-
mina D o hierro v son, por tanto, buenas fuentes
de esta vitamina o mineral, respectivamente.

El grupo de la carne esta formado por alimen-
tos heterogéneos, pero con valores nutritivos
equivalentes, entre los que se encuentran las car-
nes v pescados de diferente procedencia v natura-
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leza (ovino, vacuno, caprino, porcino, volateria,
productos marinas,...}, los huevos, las legumbres
y los frutos secos, cuya digestibilidad varia entre
el 70 v el 100%. Los alimentos de este grupo
aportan fundamentalmente proteinas, que pue-
den ser de elevado valor biologico (carne, pesca-
do, huevo} o medio {legumbres) v lipidos con
diferente grado de saturacion (grasas animales v
vegetales, pescados azules....). Tambien estos ali-
mentos son ricos en ciertos minerales como hie-
rro, fosforo, magnesio, zinc,... ¥ vitaminas del
complejo B. Las visceras son excelentes fuentes
de vitaminas liposolubles y los pescados de yodo
y fluor.

Las frutas v verduras constituven otro grupo
de alimentos cuvo valor nutritivo se atribuye fun-
damentalmente al aporte de vitaminas hidrosolu-
bles (B y C), carotenoides precursores de vitamina
A v minerales (hierro, calcio, magnesio,...), aun-
que estos dependen de los niveles en el suelo. La
digestibilidad de los alimentos de este grupo osci-
la entre el 50 v el 100% debido a la presencia de
fibra dietética (material no digenible), como pec-
tinas, celulosa, hemicelulosa etc., en distinta pro-
porcion en sus mtegrantes.

El grupo del pan v cereales contiene abundan-
tes hidratos de carbono, de tal forma que estos ali-
mentos son utilizados en el suministro de calorias
para la dieta, ademas de aportar proteinas de valor
biologico medio. El valor nutritivo del grupo se
completa con niveles representativos de algunos
minerales {hierro, zinc, calcio, magnesio....) y vita-
minas del complejo B. La digestibilidad de los com-
ponentes de este grupo es varable, en funcion del
contenido en material no degradable. Algunos
cereales v sus derivados también se emplean como
proveedores de fibra (harinas integrales).

El aziicar (sacarosa) v los aceites (triglicén-
dos) también pueden ser importantes en el sumi-
nistro de calorias de la dieta.

El valor energénico de un alimento o bebida
depende de su contenido en hidratos de carbono,
lipidos y proteinas v es muy vanable (Tabla 2-1). El
agua de un alimento tiene una gran importancia, va
que no aporta caloria alguna y puede representar
una fraccion representativa v modificable del ali-
mento. Las bebidas alcoholicas aportan las denomi-
nadas calorias “vacias”, asi definidas, como conse-
cuencia de que no proporcionan energia a partir de
otros nutrientes energeticos, diferentes al alcohol.

Tabla 2-1. GRUPOS BASICOS DE ALIMENTOS

Lacteos Leche 87% agua Proteinas
3-4 proteinas CayP
[caseinal Riboflavina
3-L£% grasa Vitaminas
complejo B
5% H de C [lactosal Vitamina Dy A
Queso 15-40% proteinas 95-100%
5-35% grasa
2% lactosa
Yogur 5% proteinas 100%
1% grasa
14% H.de C.
Carnes, Vacuno 15-20% proteinas 85-100% Proteina
pescados Vitaminas
y derivados Ovino B-30% grasa complejo B
: P. Mg, Fe, Zn
Porcino 60-63% agua 80-100%
Mes 20-25% proteinas
3-8% grasa

60-70% agua



Legumbres

Frutas y verduras

Pan y cereales

Azucares

Grasas
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Tabla 2-1. GRUPOS BASICOS DE ALIMENTOS [cont.]

Pescado
Manscos

Huevos

Legumbres

Verduras

Frutas

Frutos secos

Pan
Harina

Cereales
Arroz

Azucar

Grasas

15-23% proteinas
1-15% grasa
0-2% H. de C.
60-70% agua

12-13% proteinas
8-12% grasa
69% agua

19-24% proteinas

1-5% grasa
50-60% H: de C.
10-20% agua

1-5% proteinas
1-2% grasa

2-3% H.de C.
T0-%0% agua

1-3% proteinas
0-1% grasa
5-20% H. de C.

15-25% proteinas
£5-T0% grasa
10-20% H.de C.
2-5% agua
8-10% proteinas
1-3% grasa

50-80% H.de C.
10% agua

&6-T% proteinas
1-2% grasa
8% H.de .

[variable]

70-100%

0-100%

20-100%

50-100%

70-100%

B5-90%

90-100%

95-100%

Ademas, Iy F

[+] Colesterol

Proteina calidad
media

Almidon

Fibra

Vitamina C
Vitamina A

[carotenaos]
Vitamina Bs
Fe, Mg, Ca, K
Fibra

Acidos grasos

Fiora
Vitamina B,

Calorias
Fe, Ca, Mg

Calorias

Vitaminas
liposolubles



CAPITULO 3

Utilizacion nutritiva de los alimentos

[ﬂBJETWDS DEL CAPITULO

1. Identificar y clasificar los distintos nutrientes presentes en los ali-
mentos.

N

2. Definir los conceptos de metabolismo y utilizacion metabolica.
3. Comprender las fases del proceso metabolico.

4. Discernir las rutas metabaolicas especificas para cada nutriente.
5

. Caractenizar los factores que influyen en el metabolismo de los nu-
trientes.

6. Establecer la clasificacion y funciones de los diferentes nutrientes,
;\ asi como sus fuentes alimentarias. J

NUTRIENTES

Los nutrientes son aquellos componentes de los alimentos que pueden ser
utilizados como matenial energético, estructural o como agentes de control de
reacciones propias del organismo y que se encuentran en los alimentos.

Los nutrientes se clasifican en:

— Hidratos de carbono o glucidos, cuyva funcion primordial consiste en
contribuir al aporte energético (4 kcal/g).

— Grasas o lipidos, con funciones energénicas (9 kcal/g), reguladoras vy de
sostén como constituyentes del tepido adiposo v membranas celulares.

— Proteinas, con valor fundamentalmente estructural ¥ funcional, aungue
también presentan un valor energético (4 kcallg).

— Minerales v vitaminas, que son sustancias moduladoras de las reaccio-
nes organicas y actiian como reguladores v caralinicos en diferentes pro-
cesos. Algunos minerales pueden tener funciones estructurales.

— Agua, con funciones reguladoras v estrucrurales en el organismo.
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CONCEPTO DE METABOLISMO

Las células del organismo obtienen la energia
v los componentes estructurales a partir de los
alimentos, mediante un conjunto altamente inte-
grado de procesos fisicoquimicos, que recibe el
nombre de metabolismo. Los términos anabolis-
mo v catabolismo hacen referencia a las reaccio-
nes de sintesis v degradacion de macromoléculas
propias en el organismo, respectivamente. Este
conjunto de reacciones metabolicas estin estre-
chamente relacionadas. Todas ellas se dan de for-
ma integrada, en tiempo y espacio, lo que implica
que se encuentran en una situacion de equilibrio
dinamico, es decir, permitiendo una constancia
en los componentes celulares. Ademas, facilitan
el recambio de los componentes del organismo.

El metabolismo requiere una regulacion pre-
cisa de las diferentes etapas del mismo, lo que se
consigue fundamentalmente a traves de la exis-
tencia de enzimas, la compartimentacion celular,
la carga energética v la diferenciacion entre vias
de sintesis v degradacion. Otros factores que
intervienen en la regulacion son las vitaminas, los
minerales, los neurotransmisores y las hormonas.

Reacciones destinadas a la obtencion
de energia

Los procesos de obtencion v almacenamiento
de energia ocurren por la oxidacion (combustion)

de los nutrientes contenidos en los alimentos, gra-
cias a una serie de reacciones de caracter degrada-
tivoe de las proteinas (lipolisis, Fig. 3-1), los glici-
dos (glucélisis, Fig. 3-2}, lipidos (lipélisis, Fig. 3-3)
v gue concluyen con produccion de anhidrido car-
bénico, agua v calorias, a través del ciclo del acido
citrico, ¥ en los que también participan ciertos
minerales y vitaminas.

Las reacciones que presentan un balance de
energia libre negativo (AG < 0) se producen de for-
ma espontanea; es decir, son aquéllas cuva realiza-
cion implica la produccion de energia. Existen
rransformaciones quimicas que son rermodinami-
camente desfavorables, pero asociadas a otras
reacciones pueden tener lugar de forma global.

La energia obtenida a partr de los alimentos se
destina al mantenimiento de las funciones fisiologi-
cas, tales como el mantenimiento del tono muscular,
el transporte activo, la ampliacion y transmision de
senales, la biosintesis de macromoleculas v la conser
vacion de la remperatura corporal (metabolismo
basal), a la accion termogénica de los alimentos (ener-
gia necesaria para la unlizacion de los nutrientes) y a
la actividad fisica que cada individuo desarrolla
(sedentaria, moderada o activa). El consumo de ener-
gia depende del peso, la talla, la edad v el sexo.

Intercambio o transformacion de
materia

En el organismo, ademas de las reacciones des-
tnadas a la obtencion de energia, existen procesos

Proteinas alimentanas
Glucogeno
A
Y & 1
Proteinas tisulares 2. Aminoacido Piruvato — & Maonosacandos
Glicerol
4 i
NH, Cetoacidos Acidos grasos
} "
Acetil-Con™® |
Ciclo de Energia
la urea Ciclo de [ATP + Calor]
Kr=bs co,
H,0
Urea 5
Figura 3-1.
— Reacciones catabolicas — Reacciones anabolicas Rutas metabolicas
de las proteinas.




Capitulo 3. Utilizacion nutritiva de los alimentos n

Meonosacandos, disacaridoes
y polisacaridos alimentarios

Acetil-CoA

Ciclo
de
Krebs

— Reacciones catabolicas

Acidos .o .
A p Monosacardos Glucogeno
Picuvato Glicerol

Amincacidos ) +
\ l / Acidos grasos

Reacciones anabolicas

Energia
[ATP + Calor)
o,
H,0

Figura 3-2. Rutas
metabaolicas
de hidratos de carbono.

Liclode
Krebs

Reacciones catabolicas

Brasas alimentarias [triglicéridos]

Acidos grasos
PR
+ A
Aminodcidos T Piruvatol— a—— » Manosacaridos

Reacciones anabolicas

Energia
[ATP + Calorl)

o,
D
& Figura 3-3. Rutas

metabolicas
de las grasas.

de sintesis v degradacion de macromoléculas. Los
procesos de sintesis o reacciones anabolicas con-

sisten en la formacion de moléculas complejas por

union v polimerizacion de unidades mas elemen-

tales. Asi, estos procesos participan en la forma-

cion de glucogeno a partir de glucosa, de tnglicén-

dos desde acidos grasos v glicerol, de proteinas a

partir de aminoacidos v finalmente, dcidos nuclei-

cos desde azicares y moléculas nitrogenadas.

En las células, también coexisten reacciones
catabolicas, que permiten obtener cierta canndad
de energia v la formacion de moléculas centrales
del metabolismo (agua, acetil-CoA, icido piriavi-
co} o productos finales para su eliminacion (NH,,
urea, CO ),

Por otra parte, los procesos de sintesis ¥
degradacion de las distintas macromoléculas, en
particular de las proteinas, intervienen en una
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mejor adaptacion al crecimiento ¥ a las condicio-
nes cambiantes del medio.

Transmision genética

Algunas de las reacciones que ocurren en el orga-
nismo pueden jugar un papel importante en el man-
temmiento, la elaboracion v la transmusion de mate-
rial genénico (DNA vy RNA), participando en los
procesos de regeneracion, adaptacion v reproducaion.

METABOLISMO DE NUTRIENTES

Utilizacion nutritiva de los hidratos de
carbono

Los hidratos de carbono, ghicidos o azticares,
son quimicamente aldehidos o cetonas polihidro-
xilados o productos derivados de ellos (Tabla 3-1).
Los hidratos de carbono con importancia nutrit-
va incluyen los monosacaridos (glucosa, fructosa,
galactosa,...), disacdridos (sacarosa, lactosa,...) ¥
polisacaridos (glucogeno, almidén....), v desem-
penan un papel fundamentalmente energético,
aunque también intervienen en la sintesis de nue-
vas sustancias (heparina, ribosa). La fibra dieteri-
ca esta constituida por material de naturaleza
hidrocarbonada, que no puede ser digenido, pero
que juega un papel muy importante en la regula-
cion de la fisiologia intestinal.

La utilizacion metabolica de los glacidos requie-
re (Figs. 34 ¥ 3-3): a) procesos digestivos de trans-
formacion de azucares complejos (almidones) en
disacandos ¥y monosacandos en la boca por medio
de una amilasa salival (pnalina), b) diferentes ami-
lasas intestinales ¥ pancreancas vc) su paso a la san-
gre por absorcion a través de las células mucosales
del intestino por transporte actnvo v difusion pasiva.
Posteniormente, en los tejidos tienen lugar diferentes
reacciones oxidativas para obtener energia por
medio del ciclo de Krebs o de interconversion en
otros nutrientes. El control del metabolismo de los
ghicidos se realiza fundamentalmente por medio de
la msulina, aunque otras hormonas como los glu-
cocorticoides, la tiroxina, el glucapon, las carecola-
minas v la somatotropina, también participan en su
regulacion, a través de cambios en los procesos de
glucolisis, glucogeénesis v gluconeogenesis.

}g’ P |

DNUSAEAW Dos

——
ABSORCION
GLUCOSA

o

—= GLUCDSA
———++l fodacion

HO
£0,
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'
ALM MAMIEMTO
MUsCULDS

FACTORES Y SITUACIONES
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- Alimentacion - Ayuno
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Tabla 3-1. CLASIFICACION, FUNCIONES, REQUERIMIENTOS
Y FUENTES DE HIDRATOS DE CARBONO

Definicion: Son compuestos quimicos que contienen C, Hy O en la propercion CH_ 0.

Clasificacion

Monosacaridos (C,H,0.] Disacaridos|C H_0, | PolisacaridosC_{H.0] |
— Glucosa - Sacarosa [glucosa + fructosal — Almidon
— Fructosa - Lactosa [glucosa + galactosal - Glucogeno
- Galactosa - Maltosa [glucosa + glucosal - Celulosa
Funciones
- Fuente de energia [4 kcal/gl - Funcion moduladora de proteina [ahorro)
- Funcion moduladora de grasas [ahorro] - Sintesis de nuevos compuestos [heparina, RNA, DNA, etc ]
- Estructural - Regulacidon funcion digestiva [fibral
Fuentes
— Cereales
— Legumbres

Leche [lactosal
Frutas y verduras
- Dulces

Requerimientos

- Mo se han establecido limites minimos de ingesta
- Son funcion del metabolismo basal + actividad fisica

— Existen variaciones de edad, sexo, situacion fisiopatologica
- Recomendaciones:
* al menos 100-125 g/dia
» 50-60% ingesta calorica deben ser H. de C.
» Preferiblemente 40-50% polisacaridos y 10 % azGcares refinados

Enfermedades relacionadas
— Caries

- Diabetes
— Obesidad
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Utilizacion nutritiva de los [ipidns bles en agua, pero solubles en disolventes orga-

nicos (Tabla 3-2). Los triglicéridos, ésteres de un

Las grasas o lipidos constituyen un grupo polialcohol (glicerol) con tres acidos grasos, son

estructuralmente heterogéneo de moléculas, los mas abundantes en la dieta, perteneciendo

pPero con caracteristicas comunes en cuanto a también a este grupo los fosfolipidos, las lipo-
solubilidad, ya que son practicamente inmisci-  proteinas, el colesterol, etc.
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Figura 3-6. Metabolismo de
tos lipidos en
situaciones posabsortivas.

Figura 3-7. Metabolismao de
los lipidos en
situaciones de ayuno.
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En su mayor parte, estas sustancias constitu-
ven elementos de reserva energética y proteccion
en el ser vivo, aunque también algunos lipidos
complejos forman parte estructural de las mem-
branas biologicas, participando activamente en
diversos aspectos de la fisiologia celular comeo la
sintesis de nuevas moléculas (hormonas esteroi-
deas vy sales biliares) v en el transporte y absorcion
de ciertas vitaminas. La utilizacion digestiva de
estos nutrientes comienza por la accion de enzi-
mas pancreaticos (lipasas), mientras que las sales
biliares facilitan su absorcion como acidos grasos
a nivel intestinal (Figs. 3-6 v 3-7). La parte mas
importante del metabolismo lipidico tiene lugar
en el higado, bajo un control fundamentalmente
endocrino en el que intervienen la insulina, las
hormonas tiroideas, la hormona de crecimiento v
la adrenalina, y que también esta sujeto a las
caracteristicas de la alimentacion.

FACTORES Y SITUACIONES
Lipogenicas Lipoliticas

— Alimentacion — Ayuno

- Insulinemia — Hipertiroidismo
— Sedentarismo — Ejercicio

- Hormona de crecimiento
Agonistas B-adrenergicos

Utilizacion nutritiva
de las proteinas

Las proteinas estan constitmidas por secuen-
cias lineales de aminoacidos con amplia varabili-
dad estructural y con funciones biolégicas muy
diversas (Tabla 3-3). A diferencia de los polisaca-
ridos, que suelen ser polimeros repentivos de uno
o dos monémeros unicamente, casi todas las pro-
teinas confienen series formadas por 20 aminoa-
cidos diterentes, en el caso de las proteinas sim-
ples, mientras que las proteinas conjugadas
pueden estar integradas también por metales,
azucares, acidos, etc. Los aminoacidos denomi-
nados esenciales (fenilalnina, histidina, 1soleuci-
na, leucina, lisina, metionina, treonina, triptofa-
no v valina) no pueden ser sintetizados a través
de reacciones metabaolicas por el propio organis-
mo v deben ser suministrados por la dieta.

Tabla 3-2. CLASIFICACION, FUNCIONES,

REQUERIMIENTOS Y FUENTES DE LiPIDOS

Son compuestos organicos formadoes por C, H, 0,
insolubles en H:[}

Clasificacion
1. Lipidos simples
— Acidos grasos: no saturados y saturados
— Grasas neutras: triglicéridos
— Ceras: esteres con alcoholes de cadena larga
2. Lipidos compuestos
— Fosfolipidos
— Glucolipidos
— Lipoproteinas
3. Lipidos derivados
— Colesterol
— Esteroides
— Vitaminas A, D, E, K
— Sales biliares

Funciones

— Componentes del organismo: tejido adiposo,
membranas...

— Fuente de energia [9 kcal/gl

— Transporie de vitaminas

— Sintesis de nuevas moleculas: colesterol, este-
roides, eic

— Aislamiento, saciedad, palatabitidad, efc.

Fuentes

— Grasas y aceites vegetales

Embutides, carne, pescadeo graso, volateria y
huevo

Productes lacteos

Frutos secos

Reguerimientos
— Acidos linoleico y linolénico [2-6%] de la ingesta
calarica
— Recomendaciones
* 30-35% calorias de la dieta de origen lipidico
* 7-10% acidos grasos saturados
10-15% acidos grasos monoinsaturados

8-10% acidos grasos poliinsaturados
» Colesterol < 300 mg/dia)

Enfermedades relacionadas

— Obesidad

— Arterioesclerosis

— Pancreatitis, hepatitis, problemas biliares
— Esteatorrea
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La polivalencia funcional de estos nutrientes
va desde la participacion en la estructura, creci-
miento v fisiologia celulares (papel fundamental),
hasta su utilizacion con fines energéticos en deter-
minadas situaciones vy como reguladores del equi-
librio osmeotico, hidrico, icido-base o del trans-
porte de oxigeno (hemoglobina). También son
proteinas las enzimas, algunas hormonas, la alba-
mina v las inmunoglobulinas, que intervienen en
la regulacion homeostatica del organismo.

Las proteinas se degradan parcialmente por
la digestion a nivel del estomago por el acido clor-

hidrico ¥ con enzimas proteoliticos como la pep-
sina (Figs. 3-8 y 3-9}; posteriormente sufren un
nueve ataque enzimatico en el intestino delgado
por la tripsina ¥ quimiotripsina pancreaticas y las
peptidasas mucosales. Los aminoacidos resultan-
tes de la digestion de las proteinas se absorben
por transporte activo y difusion pasiva para final-
mente alcanzar el higado.

' .
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Los aminoacidos de la dieta pueden formar
parte de las proteinas corporales o sufrir procesos
de transaminacion v desaminacion en el higado,
donde pueden interconvertirse en glucosa o gra-
sas o, alternativamente, destinarse a la obtencion
de energia. Los ammoacidos de la sangre o de las
proteinas heparicas y plasmaticas pueden servir
de substratos para la sintesis de proteinas tisula-
res, dado que en la proteina corporal existe una
gran capacidad de renovacion. Los procesos
degradativos de las proteinas dan lugar a molé-
culas de amoniaco, que se eliminan por la orina,
tras su integracion en el ciclo de la urea. Las reac-
ciones metabolicas propias de las proteinas estan
bajo un control neurcendocrino en el que partici-
pa el sistema nervioso auténomo asi como la
insulina, los corticoesteroides, la somatotropina,
la niroxina, etc., que pueden afectar a las procesos
de sintesis v degradacion proteica v son funcion
de la nutricion (valor calorico, asi como la cann-
dad v calidad de la proteina), el tejido especifico
v la situacion fisiopatologica.

L
FACTORES Y SITUACIONES Q
Anabolicas Catabolicas
— Alimentacion - Ayuno
- Testosterona - Glucocorticoides

Insulina - Hormeonas tiroideas

Hormona de crecimiento

Ejercicio

Utilizacion nutritiva de los minerales

Los minerales son los elementos inorgdanicos
de la dieta y se caracterizan por ser esenciales para
el organismo {Tabla 3-4). Es decir, porque no pue-
den ser sintenizados por el mismo, debiendo for-
mar parte regularmente de la alimentacion diarnia.
La deficiencia de minerales en la dieta provoca
enfermedades carenciales especificas, que suelen
corregirse con su suplementacion en la misma.

Se pueden distinguir dos grupos de minerales:

— Macrominerales, cuya concentracion en el
organismo es superior al 0,005% del peso
corporal. En este grupo se incluven el cal-
cio, fosforo, magnesio, sodio, potasio, clo-
ro y azufre.

Tabla 3-3. CLASIFICACION, FUNCIONES,

REQUERIMIENTOS Y FUENTES DE PROTEINAS

Unidad estructural
R

Amincacido NH, — € — COOH [16% de N.]

Clasificacion

1. Proteinas simples: albumina, globulinas, cola-
geno, etc.

2. Proteinas conjugadas:

Lipoproteinas

Glucoproteinas y mucoproteinas

Metaloproteinas

Cromoproteinas

Fosfoproteinas

- Nucleoproteinas

3. Proteinas derivadas

Fuentes
- De elevada calidad: carne, pescado, huevos y lac-

teos
— De calidad media: cereales y legumbres

Funciones

— Constituyentes estructurales del organismo y de

secreciones

Mantenimiento y crecimiento

Aporte energético [4 kcal/gl

Homeostasis:

+ Balance hidrico, acido-base

 Transporte lipidos [lipopeoteinasl, 0, [Hb), aci-
dos grases, vitaminas

* Enzimas, hormonas, inmunoglobulinas.

Sintesis compuestos nitrogenados: creatinina,
bases puricas, porfirina,...

Requerimientos

— Las necesidades son funcion de la calidad de la
proteina ingerida y situacion fisiologica o pato-
logica

— Aminoacidos esenciales [3-16 mg/kg]
[His, lle, Leu, Lys, Met, Phe, Thr, Trp, Vall

— Proteina [2,2 gfkg en lactantes, 0,8 g/kg en adultos]

- Proteinafcaloria: esta relacion debe representar
al menos 5%. Normalmente 10-12%

Enfermedades relacionadas

— Kwarsiorkor: deficit proteina

— Marasmo- deficit proteina + energia

— Fenilcetonuria: error innato por deficit del enzi-
ma [que transforma Phe en Tyr]

— Gota: deposito de acido lrico procedente de purinas
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— Microminerales o elementos traza, cuyva
concentracion en el organismo es inferior
al 0,005% del peso corporal. En este grupo
se incluven elementos como el hierro, zinc,
cromo, selenio, vodo, flior, etcétera.

Los minerales participan en diferentes funcio-
nes de regulacion metabolica propias de la home-
ostasis corporal como coenzimas, cofactores, etc.
También intervienen en la regulacion del balance
hidrice, en el equilibrio acido-base v en el mante-
nmimiento de la presion osmotica.

Algunos minerales como el calcio v el fasforo
son elementos estructurales del hueso v juegan fun-
clones importantes para el organismo como la par-
rictpacion en la contraccion muscular o en la exci-
tabilidad nerviosa, junto al sodio, potasio v cloro
{Tabla 3-5). Los microminerales suelen tener misio-
nes especificas en el metabolismo y tambien paro-
cipan en la respuesta inmune, en distintos sistemas
enzimaticos, en el crecimiento celular, etcétera.

Utilizacion nutritiva de la vitaminas

Las vitaminas son un grupo heterogéneo de
sustancias, caracterizado por su intervencion en
la regulacion de diferentes reacciones metabolicas
(Tabla 3-6). Estos constituyentes de los alimentos
son nutrientes esenciales para el organismo, por
lo que deben aportarse diartamente en la dieta
(Tabla 3-7). En estados carenciales su suplemen-
tacion da lugar a una reversion rapida de los sin-
tomas de deficiencia asociados. Las distintas vita-

minas se clasifican de acuerdo a su solubilidad.
en dos grupos:

® Vitaminas liposolubles, cuyas propiedades me-
tabolicas son:

— Absorcion mediada por sales biliares.

— Posible almacenamiento.
— Excrecion a nivel fecal.

En este grupo se incluven la vitamina A o anti-
xeroftalmica, la vitamina D o antirraquitica, la

vitamina E v la vitamina K o antthemorragica.

* Vitaminas hidrosolubles, cuvas propiedades me-
tabolicas son:

— Absorcién por difusion pasiva o transporte
acnvo.

— Almacenamiento bajo o nulo.

— Excrecion a nivel urinario.

En este grupo se encuentra la vitamina C o
antiescorbitica v el complejo vitaminico B inte-
grado por la tamina o vitamina antineuritica, la
riboflavina, la niacina o factor PP, la biotina, el
acido pantoténico, la pindoxina o vitamina B , el
dcido folico y la cobalamina o vitamina B .

La funcion primordial de las vitaminas es par-
ncipar en el control del metabolismo hipidico, pro-
teico, hidrocarbonado, mineral v energénco, aun-
que algunas de ellas tienen actividades especificas.
Asi, la vitamina C interviene en la formacion de
colageno, la vitamina A es necesaria para la vision
v el crecimiento, la vitamina D es necesana para la
formacion de hueso, la vitamina K participa en los
procesos de coagulacion sanguinea, ciertas vitami-
nas del complejo B (acido folico, B, B ) contribu-
ven a la formacion v maduracion de los globulos
rojos, previniendo la anemia, etc.

Utilizacion nutritiva del agua

El agua es necesaria para la vida, parncipando
en funciones estructurales, reguladoras del equili-
brio acido-base, osmarico, etc. ¥ otras reacciones
celulares, asi como en el mantenimiento de la tem-
peratura corporal. El organismo dispone de varios
mecanismos neuroendocrinos que permiten con-
trolar el volumen v la composicion de los fluidos
corporales. Las demandas se estiman en 1 mi/kcal.

Utilizacion nutritiva del alcohol

El alcohol presente en las bebidas alcohaolicas
es una sustancia liposoluble e hidrosoluble y es
absorbido facilmente a traves de la membrana
celular. Asi, el alcohol se absorbe tanto a nivel del
estomago como del intestino y pasa rapidamente
a la sangre.

La ingesta de alcohol puede interferir con la
ingesta de otros nutrientes energéticos, y¥a que
aporta 7,1 kcal/g siendo éste practicamente su
unico valor nutriovo.

El alcohol se metaboliza a nivel hepatico por
medio de la alcohol-deshidrogenasa v la acetaldehi-
do-deshidrogenasa, que lo ransforman en acenlco-
enzima A gue puede ser empleado como sustrato
energético o en la sintesis de dcidos grasos, etcétera.

La eliminacion de alcohol tiene lugar a través
de los pulmones (CO,) y de la orina (H,0) en fun-
cion de la alcoholemia, tras su urilizacion meta-
bolica.



Calcio

Fasforo

Patasio

Clora

Sadia

1.500
hueso [$9%)

BAO
hueso [B0%)

300
pelo, piel

180
Lig. intracelular

T4
Lig. extracelular

bk
hueso,
Lig. extracelular

Leche, queso,
verduras,
legumbres secas

Leche; queso,
carne, volateria,
cereales

Aminodcidos
sulfurados
[metionina

y cisteina
presantes

en {as proteinas
de la dieta

Carnes, leche,
muchas frutas

Sal comtn

Sal comun

Tabla 3-4. LOS MINERALES

Formacidn de huesos y
dientes

Coagulacitn de la sangre

Transmisidn nerviosa

Formacion de huesos
y dientes
Equilibrio dcido-base

Constituyente de
sustancias titulares
activas de cartilages y
lendones

Equilibrio dcido-base

Equilibrio hidrico del
CUErpo

Funcién nerviesa

Formacién de jugo gastrice
Equilibrio acido-base

Equilibrio dcida-base
Equilibrio hidrico del cuerpo
Funcién nerviosa

Crecimiento detenido,
raquitismo, ostecpoross,
comvulsiones

Debilidad, desmineralizacion
del huesa
Pérdida de calcie

Relacionado con la ingestidn

y deficiencia de
aminodcidos sulfurados

Debilidad muscular
Paralisis

Calambres musculares
Apatia mantal
Reduccidn del apetito

Calambres musculares
Apatia mental
Reduccién del apetito

No grave en el hombre

Erosion de la mandibula
Imandibula porosal

Un exceso de ingestion de
aminoacidos sulfurados
conduce a un crecimiento
gsCcaso

Debilidad muscular
Muerte

Vamites

Elevada tensitn sanguinea
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Tabla 3-4. LOS MINERALES (cont.]

Magnesio Cereales integrales  Activa las enzimas, interviene  Fallos en el crecimiento Diarrea
hue:-u verduras de hoja en la sintesis proteica Alteraciones
verde del comportamiento
Debilidad, espasmos
Hierro 5 Huevos, carnes Constituyente dnemia ferropenica Siderosis, cirrosis hepatica
Hb [75%) magras, de |a hemaoglobina |debilidad, menor
legumbres, y de enzimas que resistencia a las
cereales integrales,  intervienen en el infecciones]
verduras metabolismao energético
Fldor b Agua de bebida, té,  Puede serimportante parael  Mayor frecuencia de perdids  Dientes moteados, aumento
dientes, hueso cale mantenimiento de la de los dientes de la densidad del hueso
estructura de los huesos Alteraciones neurolégicas
Zinc 2 Ampliamente Constituyente de lasenzimas  Fallos en el crecimiento Fiebre, nduseas, vomitos,
tejide distribuida implicadas en la digestion Deficiencia glandula sexusl diarrea
n los alimentos
Cobre 1 Carnes, agua Constituyente de enzimas Anemia, alteraciones ¢seas  Cuadro metabdlico raro
de behida asociadas con el [raras en el hombre] [enfermedad de Wilson|
metabolismao del hierro
Silicia 0,024 Ampliamente Funcidn descanicida Ma registrada para Enfermedades prolesionates:
Vanadio no18 distribuidos [esenciales para el hombre Gilicia: silicosis
Estafio 0017 en los alimentos los animales| Yanadia: irritacion pulmdn
Niguel 0,0 Estafio: vamitos

Niguel: neumonia aguda
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Selemio

Manganeso

Yaodo

Malibdeno

Cromao

Cobalte

Agua

0,013

0ma2

0.0
tirnides

0.00%

0,004

0,0015

40.000 [60%
del peso
carporall

Tabla 3-4. LOS MINERALES fcont.]

Mariscos, carnes
y cerealas

Ampliamente
distribuido en los
alimentos |sobre
todo vegetales)

Pescados y mariscos,
productos lactens,
werduras

Legumbres, cereales,
menudillos

Grasas, aceites
vegetales, carnes,
agua

Carne y menudillos,
leche

Alimentos sdlidos,
liquidos, agua
de behida

Funciones relacionadas
estrechamente
con la vitamina E

Constituyente de enzimas

que intervienan
en la sintesis de grasas

Constituyentes de las
hormonas tiroideas

Constituyente de algunas
enzimas

Interviene en el metabolisma
de ia glucosa y energatico

Constituyente
de [a vitamina B,

Transporte de nutrientes

Regulacién de la temperatura

Participa en |as reacciones
metabdlicas

Anemia raral

En los animiales:
crecimienta deficiente,
atteraciones del sistema
nervioso, anarmalidades
en la repraduccion

Bocio |tiraides hipertrafiadol

Mo registrada en el hombre

Fallos en l2 capacidad
de metabolizacian
de la glucosa

Ma registrada en el hombre

Sed. deshidratacidn

Desdrdenes
gastrointestinales,
irritacidn pulmanar

Envenenamiento en fas
minas de manganeso:
enfermedad generalizada
del sistema nervieso

La ingestion de cantidades
miy elevadas disminuye
la actividad tiroidea

Inhibician de enzimas

Enfermadades
profesionales: dafos
en la piel y rinones

Enfermedad profesianal;
dermatitis y enfermedad
eritrocitaria

Dolores de cabeza, nduseas
Edema
Tensign sanguinea elevada
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Tabla 3-5. CLASIFICACION, FUNCIONES, REQUERIMIENTOS Y FUENTES DE MINERALES

Mutrientes que son los elementos guimices en su forma inorganica, y que camportan las siguientes propiedades:

- Son esenciales y deben ser incluidos en cantidades adecuadas en |a dieta [en general muy pequenas).
- Su ausencia origina estados deficitarios especifices, que son corregidos por su adicion a la dieta.

- Su concentracion en los distintes tejidos suele ser semejante en diferentes especies.

Clasificacion

- Macronutrientes | = 0,005% peso corporal): Ca, P, Mg, Na, K, CI, 5.
- Micronutrientes [ < 0,005 % peso corporall: Fe, Zn, F, |, Ca,,..

Funciones generales

- Estructura dsea y dental.

~ Regulacién balance hidrico, acido-base, prasian osmatica.

- Componentes de enzimas, cofactores, etc., del metabolismo intermediario.
- Excitabilidad nerviosa, contraccion muscular, transporte.

Recomendaciones

- Ca, P, Mg, Na, CI, K, & > 100 mg/dia.
- In, Fe, |, F, Cu, Co, Cr < 20 mg/dia.
- Si, Sn, Mo, Va, Mn... [trazas).

Fuentes

- En numerosos alimentos y bebidas.



Hidrosolubles

Vitamina B,
[tiamina)
lantineuritical

Vitamina B__
irboflavinal

Vitamina B,
imacinal
lfactor PP

Vitamina B,
Ipiridoxinal

Acido pantaténico
Ivitamina B,)

Cerdo, menudillos, cereales integrales,
legumbres

Ampliamente distribuida
en los alimentos. Principalmente
en leche, pescados y huevos

Ampliamente distribuida en los
alimentos. Los slimentos
més ricos son visceras, pescados y
leguminosas [puede sintetizarse
a partir de triptdfansl

Carnes, verduras, cereales integrales,
legumbres y yema de huevo

Ampliamente distribuide
&n log alimentos

Tabla 3-6. LAS VITAMINAS

Coenzima [tliaminmrofosfalo)
de reacciones de
descarboxilacidn

Constituyente de dos
coenzimas
flavin-nucleotidicos
que intervienen

en ¢l metabolismo
energético [FAD y FMN|

Constituyente de dos
coenzimas que intervienen

en reacciones de dxido-
reduccion [NAD y NADP|

Coenzima |fosfato
de piridoxall gue interviene
en el metabolismo
de aminoécidos

Constituyente de la
coenzima A, que
desempefia un papel
central en el metabolismao
energélico

Beri-ben [cambsos en los
nervios periféricos,
edema, fallo cardiaco)

Labios enropecidos, lisuras
en los bordes de |a boca
lquedosis), lesiones
oculares

Pelagra llesianes cutaneas
y gastrointestinales,
desdrdenes nerviosos
y meniales)

lrritabilidad, convulsiones,
temblores musculares,
dermatitis perioculares,
litiasis renal

Fatiga, trastornos del suefo,
falles de coordinacitn,
fduseas lrara
en el hombre)

Ningune registrado
importante

Ninguna registrado
importante

Sonrojamiento, quemazon
¥ picores alrededor del
cuells, caray manos

Ningunao registrado
importante

Ninguno registradoe
importante



Acido félico
Ivitamina B,

Vilamina B,
{cobalaminal

Bigtina
lvitamina H|
lvitarmina B, |

Vitamina C

lacido ascdrbica)
lantiescorbitical

Liposolubles
Vitarmina A

{retinal]
lantixeraftamlical

Tabla 3-6. LAS VITAMINAS [cont.)

Higado, legumbres, verduras verdes,
productos de trigo integral

Carnes, higado, huevos, productos
lacteos
Mo presente en alimenios de arigen

vegetal

Legumbres, verduras, carnes

Citricos, tomates, pimientos verdes,
lechuga, patata, hortalizas

Provitarmina A [betacarotena)
ampliamente distribuida en log

vegelales verdes, rojos y anaranjados

El retinol estd presente en la leche,
mantequilla, quesos, nata, higade,
mﬂl‘g.l'lﬂﬂ Eﬂftql.lﬂl:lﬂﬂ

Coenzima [reducidal que

interviene en la transferencia

de unidades individuales de
carbong en el metabolismo
de aminodcidos y dcidas
nucleicos

Coenzima que interviene en la

transierencia de grupos
metilo en el metabolismo,

sintesis de Acidos nucleicos

Coenzima necesaria para la
sintesis de grasas,
metabolisme de los
amincacidos y formacidn
de glucdgeno lalmidén
animal|

Mantiene la matriz del
cartilago, hueso y dentina

Importante para la sintesis
del coldgero

Constituyente de la rodopsina
[pigmento visual)

Mantemimiento de los tepidos
epiteliales

Desempenia un papel
importante en la sintesis
de mucopolisacaridos

Anermia, anomalias

gastrontestinales,
diarrea, lengua roja

Anemia perniciosa,
desordenes neurolégicos

Fatiga, depresién, ndusecas,
dermalitis, dolores
musculares

Escorbule |degeneracidn
de La piell, dientes, vasos
sangulneos, hemaorragias
epiteliales

Xeroftalmia lqueratinizacion
del lejido ocular], cequers
nocturna, ceguera
permanente

Ninguno registrado
importante

Ninguno registrado
impartante

Minguno registrado
importante

Relativamente ataxica
Posibilidad de littasis renal

Daolor de cabeza, vdmitas,
descamacidn de La piel,
anarexia, hinchazén de
los huesos larges

S021108) SOJUALIEPUNS *] 31Jed E



Tabla 3-6. LAS VITAMINAS [cont.)

Vilamina D Aceite de higado de bacalao, huevos, Promueve el crecimiento y Raguitismo |deformidades  Vémilos, diarrea, pérdida de
lantirraquitical producios lacteos, mineralizacidn de los huesos  dseas] en mifios peso, trastornes renales
leche enriquecida y margarina Aumenta la absercion de calcio  Osteomalacia en adultos
Vitamina E Semillas, vegelales de hojas Actda como un antioxidante Pasiblemente anemia Relativamenie alonica
ltocoleroles) verdes, margarina, sceiles evitando dafos a la
membrana celular
Vitamina K Verduras de hojas verdes, salvado de Importante para la coagulacidn  Deficiencias condicionadas  Relativamente atduica.
Ifiloquinonal trigo, higado, queso, mantequilla, de ls sangre [interviene en la asociadas con graves Las formas sintélicas a
lantihemorragica hueva fermacion de protrombina hemorragias, Hemorragies  allas pueden provocar
actival internas ictericia
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Tabla 3-7. CLASIFICACION, FUNCIONES, REQUERIMIENTOS Y FUENTES DE VITAMINAS

Este grupo de nutrientes engloba moleculas organicas muy diferenciadas entre si y gue reunen las siguientes
caracteristicas:

- Son necesarias en muy pequenas cantidades para crecimiento y funcion.

- Su ausencia en la dieta origina estados carenciales especificos subsanades con inclusion en la dieta.

- Deben estar incluidas en la dieta, ya que el organismo no las puede sintetizar, o lo  hace en cantidades
insuficientes.

Clasificacion

Hidrosolubles Liposolubles

- Absorcion: transporte active y difusion. - Absorcion: mediada por sales biliares.

- Almacenamiento: pequeno o nulo. - Almacenamiento: en higado, depasitos grasaos.
~ Excrecion: por orina. - Excrecion: fecal.

- Incluye el complejo B y vitamina C. - Incluyen las vitaminas &, D, E y K.

Requerimientos
- Variable de pg a mg.

Funciones generales

- Regulacion del metabolismo hidrocarbonado, lipidico y proteico.
- Regulacion del metabolismo mineral.



CAPITULO 4

Balance energeético:
peso y composicion corporal

S N

OBJETIVOS DEL CAPITULO

1. Definir los conceptos de caloria, metabolismo, consumo y balance
energetico.

2. Valorar el metabolismo energético y la tasa metabdlica basal en in-
dividuos.

3. |dentificar los factores gue modifican el calculo de |a tasa metabolica
basal y del balance energetico.

&. Clasificar los comportamientos corporales y evaluar la composicion-
corporal de un individuo.

5. Descubrir los métodos de evaluacion de la composicién corporal.

VALOR ENERGETICO DE LOS ALIMENTOS

La energia, definida como la capacidad para realizar un trabajo, se puede
obtener a partir de los hidratos de carbono, lipidos, proteinas y del aleohol

presentes en los alimentos y bebidas,
Las unidades tradicionales de medida de la energia o valor calorico de

los alimentos son las kilocalorias (keal), popularmente conocidas como
calorias (cal), que representan la cantidad de calor necesario para elevar la
temperatura de un kilogramo de agua en 1°C. Acrualmente, los cientificos
tienden a uulizar los kilojulios (k]). Asi, 1 kcal equivale a 4,2 k] (1 k] =
0,24 kcal).

La energia bruta de un alimento depende de su contenido en nutrientes ener-
geticos v puede determinarse a partir de una bomba calorimétrica (Fig. 4-1),
que cuantifica el calor producido por la combustion de los nutrientes en pre-
sencia de oxigeno segun la ecuacion:

Nutrientes + O, — CO, + H,O + Energia (calor, ATP, etc.)

La canndad de calor liberada en la oxidacion de glicidos, grasas vy alcohol,
en la bomba calorimetrica (calor de combustion) es practicamente equivalente
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a la energia obtenida por el organismo (calor
fisiologico de combustion), mientras que la oxi-
dacion de las proteinas, a nivel celular, es incom-
pleta. En este dltimo caso, se produce también
urea ¥ amoniaco como productos finales en el
nrganis.m:]. Dado que estos prudl.lu.'t‘uﬁ contienen
energia, en el caso de las proteinas ¢l calor fisio-
logico de combustion es menor que el calor de
combustion.

El valor calérico bruto, medido con la bomba
calorimétrica (calor de combustion), para dife-
rentes hidratos de carbono oscila entre 3,9 v 4,2
kcal/g, en las proteinas entre 5,2 ¥ 5,9 kcal/g v en
los lipidos entre 9,2 v 9,5 kcal/g, mientras que ¢l
alcohol aporta 7,1 kealfg (Tabla 4-1).

La estimacion del valor energético de los
nutrientes v del alcohol, Gtil desde el punto de vis-
ta nutritivo, debe considerar la fraccion digestible
en el alimento o pérdidas en las heces y las perdi-
das de energia en la orina, por lo que se han esta-
blecido los valores fisiologicos de combustion o
de energia metabolizable para las proteinas e
hidratos de carbono en 4 kcallg, para las grasas
en 9 keal/g y para el alcohol en 7 keallg, que son
los valores mds ampliamente utilizados en la
practica.

Termarmatro

Lente de ctura

Cubeta

Cubleria aisloda e

Bormiba

Figura 4-1. Bomba calorimétrica.

Energia digestible aparente [DE): energia bruta
menos la energia fecal [valor caldrico de
nutrientes no absorbidos y perdidos en las
heces). Este término se ha establecido debido a
gue el tracto gastrointestinal no digiere y
absorbe totalmente todos los componentes
presentes en los alimentos. La digestibilidad de
los nutrientes varia entre el 92% para las pro-
teinas, el 95% para las grasasy el 97% para los
glicidos, mientras que para el alcohol es prac-
ticamente completa [100%).

Energia metabolizable [ME): energia digestible
menos la energia perdida en la orina debido a
un apravechamienta incompleto de los nutrien-
tes. La energia remanente en la orina que pro-
cede del metabolismo de las grasas e hidratos
de carbono, es de poca importancia, mientras
que la energia perdida por el metabolismo
incompteto de las proteinas es del orden de 1,25
keal/g y es atribuible fundamentalmente al
valor calérico del amoniaco y de la urea alimi-
nados en la orina.

Energia neta [NE]: incremento térmico o coste
energetico asociado a la utilizacion de los ali-
mentos; energia metabolizable menos pérdidas
en forma de calor.

Tabla 4-1. CALOR DE COMBUSTION Y
ENERGIA BIOLOGICAMENTE DISPONIBLE

72 1,25 4

Proteinas 54
Hidratos de
carbona &1 299 - &
Lipidos g4 95
Alcohol 71 100 Trazas 7

METABOLISMO ENERGETICO

Las reacciones de transformacion de la ener-
gia procedente de los alimentos, en los que tam-
bién intervienen minerales y vitaminas, tienen
lugar en los distintos compartimentos celulares ¥
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se destinan al mantenimiento de las funciones cor-
porales (actividad cardio-respiratoria, excitabili-
dad nerviosa, contraccion muscular, produccion
lactea, crecimiento celular, etc.), a las actividades
fisicas, al aprovechamiento y a la utilizacién de
los nutrientes (digestion, absorcion, metabolis-
mo, excrecion v almacenamiento de sustratos de
reserva), ¥ una parte importante se disipa en for-
ma de calor. En cualquier caso, a pesar de estas
perdidas como calor, el organismo puede consi-
derarse como un sistema de muy alto rendimiento
en la transformacion de energia.

Evaluacion del metabolismo
energetico

La utilizacion de la energia presente en los
alimentos por el organismo puede estimarse a
través de medidas de calorimetria directa con
equipos herméticos y aislados térmicamente, que
permiten determinar el calor producido en unas
circunstancias determinadas, va que el organis-
mo humano es un sistema termodinamico que
cumple la ley de la conservacion de la energia
(la energia no se crea ni se destruye, sino que se
transforma). La medida directa del metabolismo
energetico supone la aplicacion de una metodo-
logia muy labariosa ¥ compleja, v por tanto, no
utilizable rutinariamente. La gran concordancia
de valores que se abtiene utilizando otros proce-
dimientos hace que su uso quede restringido a
programas de investigacion.

Por otra parte, a través de la denominada
calorimetria indirecta, basada en el hecho de que
la combustion de los nutrientes consume una can-
tidad de oxigeno proporcional a la cantidad de
energia liberada en forma de calor, también se
puede evaluar el gasto energético. Asi, el equiva-
lente calorico de oxigeno es 4,825 kcal/L en una
dieta mixta. Este factor es una media ponderada
de los valores caloricos que se obtienen al oxadar
hidratos de carbono, lipidos y proteinas, teniendo
en cuenta que la dieta habitual contiene 10-15%
de la energia en forma de proteina, 50-60% en
forma de hidraros de carbono v 30-40% en forma
de grasa v que la mezcla de nutrientes oxidada es
semejante a la mezcla de nutrientes de la dieta
habitial. La determinacion del consumo de oxi-
geno puede realizarse con equipos sencillos, en
los que la estimacion se realiza por diferencia de

volimenes (respirdmetro) o bien con instrumen-
tos que cuantifican directamente, tanto el O, con-
sumido como el CO, producido.

El hecho de que en los procesos del metabo-
lismo energético se produce anhidrido carbénico
en la combustion de los nutrientes, en presencia
de oxigeno, ha permitido definir el cociente res-
piratorio (CR) como la relacion entre el anhidrido
carbonico producido v el oxigeno consumido.
Este cociente es funcion de la proporcion de
hidratos de carbono, lipidos, proteinas y alcohol
consumidos en la dieta.

El metabolismo de 1 gramo de almidon en el
organismo consume O, en volimenes semejantes
al CO, producido, por lo que el cociente respira-
torio es la umidad, siendo el rendimiento energé-
tico maximo de esta reaccion potencialmente des-
tinado a la obtencion de ATP (36 moles/mol
glucosa) del orden del 40%.

La produccion de anhidrido carbonico en la
oxidacion de las grasas es menor que el consumo
de oxigeno, con un valor medio de coeficiente res-
piratorio estimado en 0,71 v el porcentaje maxi-
mo de conversion de la energia en ATP (130-150
moles ATP/mol) a partir de los lipidos también es
aproximadamente del 40%. El coeficiente respi-
ratorio para las proteinas esta establecido en
(.81, por tanto con mayor consumo de oxigeno
que produccion de anhidndo carbonico, con una
eficiencia de transtormacion en ATP (20-30 moles
ATP/mol proteina) no superior al 35%.

El coeficiente respiratorio permite, en algunos
casos, conocer posibles trastornos en su utiliza-
cion dietérica y estimar el porcentaje de los
nutrientes energéticos de la dieta.

Metabolismo energético en
situaciones especificas

En reposo, €l organismo obtiene energia fun-
damentalmente por oxidacion de grasas con un
bajo consumo de hidratos de carbono; sin embar-
go, al comienzo del ejercicio ¥ durante un ejercicio
prolongade, las proporciones de glucosa, acidos
grasos y otros sustratos energeticos consumidos,
pueden modificarse en funcion de la duracion, in-
tensidad v tipo de actuvidad, asi como del entre-
namiento v la dieta previa seguida.

En situaciones de ayuno o restriccion calorica,
¢l organismo depende de sus propios depositos ener-
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geticos. Asi, en periodos de ayuno de 12-18 horas,
el organismo utiliza inicialmente la glucosa v los aci-
dos grasos circulantes en la sangre asi como el glu-
cogeno hepatico v muscular (glucogenolisis), como
fuentes de energia. Posteriormente, si el avuno se
prolonga, el organismo obtiene energia a partir de
aminodcidos, que se utilizan directamente como
sustratos energeticos o tras sufrir procesos de glu-
coneogenesis, o a partir de triglicéridos acumulados
en el tejido adiposo, que sufren reaccion de f-oxi-
dacion y se integran en el ciclo de Krebs. Una uali-
zacion prolongada de lipidos como fuente energeti-
ca, conduce a la aparicion de cuerpos cetonicos con
una reduccion de la utilizacion de glucosa.

La obesidad se presenta, por el contrario,
como consecuencia de una acumulacion de sus-
tratos energéticos, fundamentalmente como gra-
sa, que no han sido utilizados para la obtencion
de energia y se almacenan en el organismo como
trighcéridos en el tejido adiposo.

CONSUMO ENERGETICO: DEFINICION
Y COMPONENTES

Las funciones vitales del organismo requieren
un determinado gasto energético, que debe ser
compensado por los alimentos v bebidas de la die-
ta. Asi, las necesidades energéticas se detinen
como la cantidad de energia necesaria para man-
tener la salud, el crecimiento v un nivel apropiado
de actividad fisica.

En situaciones de equilibrio, el ajuste entre la
energia ingerida con los alimentos y el consumo
energético diario se alcanza a través de diferentes
mecanismos neuroendocrinos hipotalamo-hipofi-
sartos que regulan con gran precision el apetito,
evitando grandes fluctuaciones en el peso a lo lar-
go del tiempo v, por tanto, la desnutricion cald-
rica y la obesidad.

La energia metabolizable o valor tisiologico
de combustion de los alimentos, puede disiparse
en forma de calor (aproximadamente 50%),
emplearse en el aprovechamiento y asimilacion
de los nutrientes {6-10% ) y utilizarse en activida-
des fisicas o funciones fisiologicas o acumularse
en forma de grasa (25-45%). La energia neta
obtenida a partir de los alimentos tras las perdi-
das a traves de las heces, la orina o en forma de
calor puede destinarse, fundamentalmente a
cubrir el metabolismo basal, la actividad fisica v
a la accion termogeénica de los alimentos.

En ciertas circunstancias, una parte del aporte
energético de la dieta también se puede destinar
al crecimiento de estructuras corporales, la pro-
duccion de leche (lactancia) o el desarrollo del feto
durante el embarazo. La actividad mental aparen-
temente no influye sobre el gasto energetico. El
gasto energenco global depende entre otros facto-
res de la edad, el sexo v la actividad desarrollada.

Metabolismo basal: calculo

El metabolismo basal (MB) o energia basal,
que constituve normalmente la fraccion mas
importante del gasto energético total (60-70% ),
es aquella fraccion del gasto energético destinada
al mantenimiento de las funciones vitales v que
se emplea fundamentalmente en procesos de
transporte activo, que participan en diversas fun-
ciones como la actividad cardiorespiratoria, la
excrecion, el mantenimiento de la temperatura
corporal, la ampliacion v transmision de senales,
el mantenimiento del tono muscular, etc., asi
como en procesos de biosintesis de biomoléculas.
La determinacion del metabolismo basal por
calorimetria, se debe realizar en la persona des-
pierta y en repose fisico ¥ mental, tras un periodo
de ayuno de 8-12 horas v en condiciones ambien-
tales adecuadas (temperatura de 20-25 "C), expre-
sandose en kcal/24 horas.

Cuando la determinacion se realiza siguiendo
las condiciones senaladas pero sin avuno, el gasto
energético que recibe ¢l nombre de metabolismo
energético de reposo, incluve la energia necesaria
para llevar a cabo el aprovechamiento digestivo
y metabdlico de los nutrientes (Fig. 4-2).

El calculo del metabolismo basal, cuando no
se dispone de equipo apropiado (espirometro)
para su evaluacion directa, puede hacerse a través
de diferentes ecuaciones.

a) Ecuacion de Harris-Benedict

MEB (kcalidia vacon) = 6647 + (13,75 x kgl 4 (5.0 % cm) — {674 x afios)
MB [kealfidia muger) = 6551 + (.56 wkg) + (145 x am) = (4,68 » afos)

b} Ecuacion de Brody-Klieber
MB (kealfdial = 7O P [lg)

¢) Ecuacion de estimacion rapida
Varan: MR = 1 keallkglh Mujers MB = 00,9 kcalfkp'h

Ademas, existen nomogramas que permiten
evaluar el metabolismo basal en funcion de la
superficie corporal.
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Entre los factores que aumentan el metabolis-
mo basal estan el peso y la altura, la superficie
corporal, el tono muscular, la fiebre (13% por
cada *C superior a 37 °C) v el embarazo (13%
por cada kg extra de peso), mientras que dismi-
nuye con la edad (aproximadamente 2% por
cada década a partir de los 20 anos).

Por otra parte, otros factores que también
mnfluyen en el metabolismo basal son el sexo
(varon > mujer), la composicion corporal (el teji-
do muscular es mas activo metabolicamente que
el tejido adiposo) vy el balance neurcendocrino
(las hormonas tiroideas y la adrenalina aumentan
¢l metabolismo basal).

Actividad fisica

El segundo componente del consumo energé-
tico global es la acnvidad Hsica, pudiendo repre-
sentar del 20 al 40%. Esta se suele clasificar en
diferentes categorias en funcion de la actividad
cardiaca o respiratoria que generan, a través del
consumo de oxigeno, aungue en su estimacion
siempre existe un cierto componente subjetivo,
De acuerdo con estos criterios, el gasto energético
para diferentes niveles de actividad se ha estimado
en menos de 2,5 kcal/min para actvidad sedentana,
entre 2,5 v 5 kcal/min para acuividad ligera, entre
5 v 7,5 keal/min para actividad moderada, entre 7,5
v 10 kcal/min para actividad pesada v superior a
10 kcal/min para actividad muy pesada, respecti-
vamente. La energia destinada a la actividad fisica
depende por tanto de la naturaleza de la propia
actividad pero también de la edad, el peso corpo-
ral, el sexo y el clima.

También existen tablas en las que se asignan
valores en kcallkg/hora para diferentes actividades
o a través de equivalentes metabolicos (MET) que
son multiplos del MB, dependientes de la actividad
desarrollada. La evaluacidn personalizada del con-
sumao energético atribuible a una cierta actividad,
puede determinarse directamente con espirome-
tros portitiles o de campo, que valoran el consumo
de oxigeno en diferentes situaciones. Evidentemen-
te, la proporcion de energia destinada a la activi-
dad fisica es muy variable de unas personas a otras.

Accion termogénica de los alimentos

El tercer componente del gasto energetico es la
accion termogeénica de los alimentos, o termogéne-

sis inducida por la dieta (TID). La termogénesis
obligatoria es la energia empleada en la digestion,
absorcion, distribucion, metabolismo, almacena-
miento ¥ excrecion y almacenamiento de los
nutrientes ingeridos, En una dieta mixta, la termo-
genesis inducida por los alimentos no es superior al
10% del gasto energético total, siendo las proteinas
las que conllevan la mayor parte de consumo por
termogéenesis inducida, frente a valores intermedios
de los glucidos y menores de los lipidos.

Existe ademas una termogénesis, o disipacion
del calor, facultativa o adaprativa que puede estar
inducida por diversos factores, entre los que se
encuentra la dieta. Este proceso estd controlado
por el sistema nervioso simpatico v las proteinas
desacoplantes.

L

CONSUMO TOTAL DE ENERGIA f‘)

El calculo de las necesidades totales de energia
se obtiene a partir del consumo destinado al
metabolismo basal, la actividad fisica y la accion
termogénica de los alimentos. Las tablas de reco-
mendaciones energéticas establecidas por dife-
rentes organismas e instituciones para personas-
tipo, en funcion de la actividad desarrollada, la
edad, el sexo, la situacion fisiopatologica [emba-
razo o lactancial, etc., o a través de nomogramas,
sirven para estimar el gasto energético de forma
individualizada,

BALANCE ENERGETICO:
CRITERIOS METABOLICOS

El balance entre la energia ingerida (EI) v la
energia consumida (EC) es el factor determinante
del peso corporal (P) en los adultos v atecta al
tamano de los depasitas grasos de tejido adiposo:

(+/=) Incremento peso = El - EC

En cuanto a la energia, suele considerarse que,
una vez fijado el mvel de peso corporal y actividad
fisica, v definida la rasa adecuada de crecimiento,
solo hay una canndad de ingesta con la que se pue-
de lograr el balance energetico adecuado, y en con-
secuencia, esa cantidad se convierte en la necesidad
de energia del individuo. Aunque es posible cierto
grado de adapracion, es probable que el margen
sea bastante estrecho. 51 la energia ingerida esta
por encima o por debajo de las necesidades, en la
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forma definida, es de esperar una modificacion en
las reservas de energia organica, a menos que el
gasto energético cambie paralelamente, Si el gasto
no cambia, las reservas de energia, sobre todo en
torma de tejido adiposo, aumentaran o disminui-
ran, segun la ingesta supere las necesidades o no
alcance a satisfacerlas, respectivamente.

Este balance esta controlado por mecanismos
nerviosos a traves de los centros hipotalamicos
del hambre y la saciedad, por la eficacia de la uti-
lizacion v produccion de ATP v por la liberacion
del calor, asi como por el balance endocrino, ya
que algunas hormonas pueden inducir modifica-
ciones sobre el apetito v la unlizacion energetica.

Las desviaciones en el balance energético, tan-
to a nivel de la ingesta de nutrientes como en su
gasto, por el organismo, pueden ser de diferente
etiologia u origen; sin embargo, en todas ¢llas se
producen variaciones en el peso (aumento o dis-
minucion) y se acompanan de cambios en la com-
posicion corporal. Por otra parte, la ingesta des-
proporcionada de nutrientes energéticos en
relacion al gasto, induce alteraciones en el peso de
una magnitud diferente a la meramente arribuible
al desequilibrio caldrico. Al parecer, el organismo
dispone de mecanismos de adaptacion, fundamen-
talmente ligados a la grasa parda v a la hiperpro-
duccion de hormonas tiroideas y somatotropina,
que tienden a regular las pérdidas en forma de
calor, lo cual brinda un cierto apoyo cientitico a
algunos tipos de obesidad de ongen metabolico.

Las ganancias o pérdidas de peso provocadas
por un desequilibrio (por exceso o defecto respec-
tivamente) en la ingesta de nutrientes energenicos
se acompanan fundamentalmente, pero no exclu-
sivamente, de variaciones en los depdsitos grasos.
Asi, se acepta que cada kilogramo de tejido adi-
poso implicado en el exceso o defecto, equivale
en promedio a 7.700 keal, aunque dependiendo
de la composicion del tejido graso ganado o per-
dido puede oscilar entre 2.100 y 8.250 keal.

PESO Y COMPOSICION CORPORAL:
EVALUACION

El peso es una medida rapida y representaniva
del estado nutritivo de una persona, que puede
medirse con equipos muy sencillos (balanza). El
establecimiento del peso saludable o deseable es
dificil, por lo que se recurre a estimaciones pobla-

cionales, en las que se relaciona el peso en funcion
de la altura v complexion con las tasas de morbi-
lidad y mortalidad. Algunas de estas esimaciones
han sido elaboradas por diferentes companias de
segurns y organismos publicos.

Una posible interpretacion de los valores de
peso consiste en considerar situaciones de obesi-
dad cuando se sobrepasa en un 20% el peso pro-
medio ajustado a la altura v complexion. Otra for-
ma de evaluar el peso en relacion con la altura es
el indice de Quetelet o indice de masa corporal
(BMI)} obtenido como ¢l cociente entre el peso (kg)
y la altura (m) elevada al cuadrado, va que este
valor esta estrechamente correlacionado con los
depositos grasos del organismo. La interpretacion
mas universalmente aceptada de esta relacion es
aquélla en la que valores entre 18,5 v 24,9 son
indicativos de normalidad ¢linica, valores entre
25 v 29,9 indican sobrepeso v valores por encima
de 30 son asignados a situaciones de obesidad,
mientras que valores por debajo de 18,5 ponen de
manifiesto situaciones de peso insuficiente,

La composicion corporal depende de diferen-
tes factores como la edad y el sexo. También pue-
de verse afectada por el ejercicio fisico, que tavo-
rece el depasito de proteinas v la reduccion de los
depositos grasos, asi como por ciertas alteracio-
nes hormonales,

El organismo humano esta formado funda-
mentalmente por agua (50-70%), proteinas
(12-20%), grasa (10-30% ), minerales (5-10%) e
hidratos de carbono {1-2%). La mujer tiene
mavor proporcion de grasa que el varén v menor
contenido en proteina. Con el aumento de la edad
nende a disminwir el contenido en agua v protei-
nas v a aumentar la proporcion de grasas, en
ambos sexos.

La evaluacion de la composicion corporal del
organismo es compleja v se han ideado diversas
formas y métodos para estimar y cuantificar dife-
rentes compartimentos y estructuras que confor-
man el organismo, entre los que cabe destacar:

¢ Teécnicas de dilucion con trazadores (inuli-
na, gases solubles en tluidos o grasa corpo-
ral, etc.).

* Analisis quimicos directos de los compo-
nentes {biopsias y cadaveres).

* Técnicas gravimetricas y volumétricas basa-
das en la diferente densidad de la grasa
(0,9 glem?), agua (1 g/ml) proteina (1,3 g/mL)
o el hueso (4 g/mlL).
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* Balance metabolico consistente en valorar
la retencidn de nutrientes como proteina,
calcio, etc., en funcion de la ingestion y la
eliminacion.

* Valoracion del K*' como indice del nimero
de celulas, al ser el potasio un ion funda-
mentalmente intracelular,

* Técnicas de activacion de neutrones, que
permiten conocer los niveles de diferentes
elementos (P, N, etc.) en el organismo.

* Técnicas antropometricas de evaluacion de
la grasa subcutinea en diferentes regiones
del organismo con lipocalibres.

® Técnicas basadas en la conductividad eléc-
trica en diferentes compartimentos del orga-
nisme como la grasa o el tepido magro (teji-
do sin grasa constituido por proteina y agua
mavoritariamente}, por bioimpedancia o
por la conductividad de ultrasonidos,

¢ Técnicas de imagen, radiografia, tomografia
computerizada v densitometria osea.

¢ Cuanuficacion de la eliminacion urinaria
de indicadores de la masa muscular como
la ¢reatinina o la 3-metilhistidina.

NUTRICION Y BALANCE ENERGETICO

El valor energético y la distribucion de
nutrientes de una dieta afectan al peso v a la com-

posicion corporal. La ganancia de peso inducida
por excesos en la ingesta de nutrientes energéticos
implica aumentos fundamentalmente en el conte-
nide graso, aunque también se acompanan de
incrementos en el rejido magro. La pérdida de
peso como consecuencia de dietas hipocaloricas
se realiza con la contribucion de tejido adiposo y

de tejido magro, aunque en general las perdidas de
proteina son proporcionalmente menores en los
individuos obesos,

Las recomendaciones dietéticas, mas amplia-
mente aceptadas para el tratamiento de la obesi-
dad, consideran que la restriccion calorica (dietas
hipocaléricas) es el medio mas seguro para alcan-
zar reducciones en el peso, aunque no son conve-
nientes dieras que aporten menos de 1.000
kcal/dia. Estas dietas deben ser elaboradas a par-
tir de hidratos de carbono (50-60% del valor
calarico), proteinas (0.8-1,2 kg de peso/dia) v lipi-
dos (25-30% de la energia), asi como niveles ade-
cuados de minerales ¥ vitaminas. La inclusion de
fibra dietética (20-30 g/dia) se recomienda en
estos regimenes por disminuir la densidad calon-
ca de la dieta, favorecer la sensacion de saciedad
v promover el transito gastrointestinal. Los suple-
mentos de minerales y vitaminas pueden aconse-
jarse en las dietas de restriccion calorica cercanas
a 1.000 kcal/d para asegurar un equilibrado apor-
te de estos nutrientes, ya que con dietas por deba-
jo de este aporte calorico el aporte de minerales ¥
vitaminas puede estar comprometido,

En los regimenes de adelgazamiento, la com-
posicion de la dieta v la distribucion de nutrientes,
incluso con una ingestion calorica equivalente,
puede afectar a la cantidad v a las caracteristicas
del peso perdido (Tabla 4-2). En este sentudo, una
persona que reduce su ingesta energética diaria en
500 kcal/dia perdera 1 kg al cabo de 15 dias,
mientras que las pérdidas en situacién de ayuno
total, como consecuencia de una cierta adaptacion
metabalica, no superaran los 2 kg por semana.
Asi, existen algunas dietas basadas en proteinas
liguidas, dietas cetogénicas, dietas bajas en grasas,
otras dietas fundamentadas en principios vegeta-

Tabla 4-2. TIPOS DE DIETAS PARA LA PERDIDA DE PESO

< 400 kcal/dia
< 1.200 kcal/dia

VLCD

Hipocaldrica
Hiperproteicas
Hipolipidicas [1CHO)
Hipolipidicas [1CHO)
Hiperlipidicas [ LCHO)

Ad libitum
Ad libitum

Restringida en energia

Restringida en energia

2-4 semanas 1,2-2,0 kg/semana

4-12 meses 0,5-1,5 kg/semana

4-12 semanas 0,5-1,0 kg/semana

6-10 semanas 0,5-1,0 ky/semana
3-6 meses 0.2-0,3 kg/semana
3-6 meses 0,3-0,4 kg/semana
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rianos, que influyen de forma muy diferente en la
composicion del peso perdido,

Las dietas hipocaléricas de baja carga gluce-
mica (40% de la energia), moderadas en protei-
nas (30% de la energia) y ricas en dcidos grasos
monoinsaturados v omega 3, inducen mayor
saciedad ¥ resultan sostenibles a largo plazo, a la
vez que modifican favorablemente la composi-
cion corporal. Este tipo de dietas tienen también
efectos positivos sobre los factores de riesgo
metabolicos, mejorando la regulacion de la insu-
lina, el perfil lipidico v la presion arterial.

Las dietas hipocaloricas preparadas por dife-
rentes laboratorios con fines adelgazantes suelen
estar ajustadas caléricamente y proporcionan
cantidades apropiadas de todos los nutrientes; sin
embargo, a menudo resultan mondtonas v difici-
les de seguir a largo plazo.

Las dietas cetogenicas bajas en hidratos de
carbono y ricas en grasas conllevan una rapida
pérdida de peso, acompanada de una elevada
produccion de cuerpos cetonicos v diuresis, que
st bien pueden ser eficaces, deben estar somendas
a supervision clinica.

En determinadas y raras situaciones pueden
emplearse, bajo estricto control facultativo, el ayu-
no o dieta cero (menos de 200 keal/dia), o dietas
de muy baja densidad cal6rica o VLCD (inferiores
a 800 kcal/dia) que, aunque consiguen pérdidas de
peso notables pueden llevar asociadas alteraciones

hormonales, neurologicas, cardiacas, etc. Entre las
dietas de muy baja densidad calorica destacan las
ahorradoras de proteina (1,5 g/kg/dia), o las dietas
de proteina liquida elaboradas con huevos o leche
v bajos niveles de lipidos.

Periodicamente, en la prensa popular suelen
aparecer diferente dietas “de moda” o “milagre”,
que aseguran perdidas rapidas de peso sin esfuer-
zo, entre las que se incluven diferentes dietas
vegetarianas y macrobioticas o dietas basadas en
la ingestion de un alimento exclusivo, las cuales,
s1 son seguidas estrictamente pueden acompanar-
se de serias deficiencias nutritivas, son arriesga-
das desde un punto de vista clinico por sus com-
plicaciones, no conllevan peérdida de grasa v no
modifican los habitos alimentarios.

En suma, el método mas seguro de conseguir
una perdida de peso basada en principios nutri-
tivos consiste en establecer una adecuacion de
los habitos dietéticos, que conlleva una reduc-
cion en la ingesta de los nutrientes energéticos
de forma racional, con un aporte equilibrado del
resto de los nutrientes, mas que con dietas dras-
ticas que suponen cambios en las proporciones
de proteinas, hidratos de carbono v lipidos. El
ajuste del gasto energético, a través de una ade-
cuada actividad tisica, también puede ser de uti-
lidad en el tratamiento integral de la obesidad
por dietaterapia, asi como el cambio de las cos-
tumbres dietéticas.



CAPITULO 5

Nutricion y recomendaciones dietéticas

I'&‘FIJ BJETIVOS DEL CAPITULO

1. Definir los conceptos relativos a la ingesta de nutrientes, ingesta re-
comendada de nutrientes y requerimientos dietéticos.

"‘\'ﬁ

2. |dentificar las necesidades nutricionales de individuos.
3. Valorar los factores determinantes para el diseno de dietas equili-

bradas.
. J

ASPECTOS GENERALES

Una buena alimentacion debe basarse en una adecuada ingesta de
nutrientes (proteinas, hidratos de carbono, lipidos, minerales, vitaminas v
agua) en alimentos variados, con garantias sanitarias, nutritivos v culina-
riamente satisfactorios, lo cual permite asegurar el funcionamiento de los
organos y sistemas, e incide favorablemente en la salud v calidad de vida
del individuo.

Las demandas de nutrientes son especificas para cada persona en funcién
de sus caracteristicas individuales (herencia genética, condicion de trabajo,
situacion fisiopatologica, clima, etc.), para cubrir los requerimientos de mate-
rial estructural y energético, asi como elementos reguladores. Una adecuada
ingesta de nutrientes a traves de dietas equilibradas permite ajustar el aporte
de nutrientes a las necesidades fisiologicas del organismo.

Una dieta equilibrada, ademas de promover la salud, puede ser de gran
utilidad en periodos de convalecencia v en el tratamiento terapéutico de cier-
tas patologias a través de dietas especificas. La ingesta desproporcionada de
alimentos, tanto por exceso como por defecto, da lugar a situaciones de mal-
nutricion, que pueden ser evaluadas y corregidas a través de la valoracion del
estado nutritivo.
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La mterpretacion del conjunto de datos de
evaluacion nutricional constituye el criterio mas
fiable para el diagnostico de situaciones de des-
nitricion y obesidad y para el estudio de las
caracteristicas e influencia del régimen dieténico
sobre la compeosicion corporal {proteina v grasa
fundamentalmente), el metabolismo de los
nutrientes y los procesos nutricionales o fisiopa-
tologicos derivados.

OBJETIVOS DEL ESTUDIO

DE LA INFLUENCIA DE LA NUTRICION
EN LA SALUD

= Detectar posibles situaciones de malnutricion

[por exceso o por defectol de forma temprana,
antes de que aparezcan los signos clinicos.

= Confirmar el diagnastico de malnutriciones
especificas.

+ Elaborar encuestas de poblacion y caracterizar
posibles signos subclinicos de malnutricion.

Los estadios fisiologico-clinicos, que se pre-
sentan secuencialmente cuando la ingestion de
uno o varios nutrientes es inadecuada, son:

* Adaptacion a los niveles de ingesta con mo-
dificacion de la excrecion de nutrientes o sus
metabolitos, sin evidencia de signos clinicos
de malnutricion.

® Aparicion de alteraciones bioquimicas o he-
matologicas que revelen el deterioro de las
tunciones celulares o deposito de nutrientes
con signos clinicos inespecificos.

¢ Manifestacion clinica de la alteracion nutri-
tiva especifica para ese nutriente, o nu-
trientes.

En la actualidad, los problemas de salud aso-
ciados a la nutricion son mucho mas frecuentes
por desequilibrios en la ingestion proteico-calori-
ca (obesidad y marasmo) que los atribuidos a
posibles deficiencias en minerales v vitaminas o
enfermedades carenciales (escorbuto, raquitismao,
anemnuas, etc.).

Las investigaciones en dietoterapia v nutri-
cion clinica permiten augurar el desarrollo de
nuevas medidas dietéticas en el tratamiento de
patologias diversas como la hipertension (alimen-
tos pobres en sodio), arterioesclerosis, hiperlipi-
demias y accidentes cardiovasculares (alimentos
hipocolesterolemiantes, dcidos grasos poliinsatu-

rados presentes en pescados azules), insuficiencia
renal cronica (precursores de aminodcidos), dia-
betes (hidratos de carbono de liberacidn lenta),
obesidad (dietas hipocaloricas o alimentos light),
los errores congénitos del metabolismo (alimen-
tos con aminoacidos restringidos o sin gluten),
asi como en nutricion enteral v parenteral (pre-
parados v formulas dietéticas especificas).

RECOMENDACIONES DIETETICAS
E INGESTAS DE REFERENCIA

Las recomendaciones de nutrientes (RDA o
IRN) se definen como los niveles de ingesta de
nutrientes considerados esenciales, segun el crite-
rio de los comités nacionales e internacionales
que los establecen en base a los conocimientos
cientificos y que cubren, excepto para la energia,
las necesidades conocidas de practicamente todas
las personas sanas (97,5%). Los valores de RDA
se presentan en diferentes categorias en funcion
de la edad, sexo, situacion fisiologica (embarazo,
lactancia, etc.), y normalmente son superiores a
los verdaderos requerimientos, excepto para las
necesidades de energia, por lo que no siempre
niveles inferiores deberin ser considerados como
inadecuados. Para algunos nutrientes, en lugar de
establecer recomendaciones dietéticas se presen-
tan limites de ingestion segura.

La determinaciones de las necesidades nutri-
cionales v, por tanto, de las recomendaciones die-
téticas es muy compleja y se basa en las evidencias
cientificas que aportan diferentes meétodos. En
algunas ocasiones se han unlizado, con la debida
cautela, la experimentacion directa en el ser
humano, pero mas frecuentemente se han basado
en el método replecion y deplecion de nutriente,
en la estimacion de las pérdidas obligadas de éste
o en estudios sobre el balance nutricional. En cier-
tas ocasiones, la evidencia experimental observa-
da en un grupo de edad v sexo o en un modelo
animal se ha extrapolado a otros grupos de indi-
viduos. Este método se ha utilizado frecuente-
mente para establecer las recomendaciones en
ninos.

Las rablas de recomendaciones dietéticas se
revisan v completan periodicamente, dado que se
basan en interpretaciones de conocimientos cien-
tiicos susceptibles de modificacion. Otros aspec-
tos que también deben tenerse en cuenta al aphcar
estas tablas son las posibles variaciones indivi-
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duales por componentes genéticos, ambientales o
fisiopatologicos de distintas poblaciones, las posi-
bles dificultades de interpretacion v cilculo al no
presentar siempre valores de aplicacion directa v
la ausencia de margenes de segunidad.

El uso de estas tablas de recomendaciones es
muy amplio. Asi, se utilizan en:

* la planificacion de dietas individuales v
colectivas,

¢ ¢l desarrollo de programas de produccion
de alimentos y de educacion nutricional,

¢ |a elaboracion v diseno de nuevos alimen-
tos, ¥

® ¢l etiquetado de productos alimenticios,
etcetera,

Las tablas de ingestas de referencia se emple-
an en la evaluacion de la calidad de un alimento
a traves del calculo de su densidad nutritiva, defi-
nida como el cociente entre el aporte relativo de
un nutriente por el alimento respecto a sus reco-
mendaciones v el grado en que las recomendacio-
nes energeticas son cubiertas por este alimento,
ademas de emplearse también en el euquetado
nutricional.

En Espana, en el ano 2010, la Federacion
Espanola de Sociedades de Nutricion, Alimenta-
cion y Dietérica (FESNAD) ha iniciado un camino
para la implantacién de unas ingestas dieténicas
de referencia en Espaia, basandose en la expe-
riencia de otros paises con una larga tradicion en
el estudio v desarrollo de recomendaciones de
ingesta de nutrientes, asi como en los numerosos
estudios que se han realizado sobre ingesta de
nutrientes en Espana.

DIETAS EQUILIBRADAS

Las dietas equilibradas son aquéllas que
cubren las necesidades del individuo para todos
y cada uno de los nutrientes y que ademas man-
tienen un determinada reparto entre los tres
macronutrientes: proteinas, hidratos de carbono
v lipidos.

El analisis de los alimentos por técnicas fisi-
co-quimicas, biologicas v microbiologicas permi-
te conocer sii composicion y estimar su valor
nutritivo, cuya recopilacion en las tablas de com-
posicion de alimentos correspondientes es de gran
utilidad v aplicacién en Nutricion v Dietética. Los
grupos basicos o rueda de alimentos ¥ las listas

INGESTAS DIETETICAS DE %
REFERENCIA (DRI]

Las DRI se definen como valores de referencia de
nutrientes que debe contener una dieta para pre-
venir las enfermedades deficitarias, reducir las
enfermedades cronicas y conseguir una salud
optima, aprovechando el potencial maximo de

cada nutriente. Dentro de las DRI se incluyen cua-

tro conceptos o tipos de valores de referencia con
aplicaciones concretas:

- Requerimiento medio estimado [EAR]: nivel de
ingesta diaria de un nutriente que se estima

adecuado para cubrir las necesidades de la
mitad [50%] de los individuos sanos de un grupa
de poblacién en una etapa de lavida y género
particular,

- Aporte dietetico recomendado [RDAJ: nivel de
ingesta media diaria de un nutriente que se

considera suficiente para cubrir los requeri-
mientos nutricionales de casi todos (97-98%)

los individuos sanos de un grupo de poblacion
en una etapa de la vida y género particular.

- Ingesta adecuada [All: nivel de ingesta media
diaria recomendada, basada en datos de
ingesta media de nutrientes de grupos de indi-

viduos sanos, determinados mediante estu-
dios observacionales, estudios experimentales

0 bien por extrapelacién. Dicha estimacion se
utiliza cuando ne hay suficiente evidencia cien-

tifica para establecer el valor de EAR y calcular
la RDA.
- Nivel de ingesta maxima tolerable (UL): nivel

de ingesta diaria mas alto de un nutriente que
probablemente no implica riesgo de producir

efectos adversos sobre la salud de los indivi-
duos de la poblacion general,

de intercambio sirven también como elementos
de referencia para la elaboracion y confeccion de
dietas.

En la confeccion de dietas equilibradas, los
hidratos de carbono no pueden ser considerados
como nutrientes esenciales, va que pueden obte-
nerse a partr de precursores presentes en la dieta;
sin embargo, se considera conveniente la ingestion
de al menos 125 gramos/dia, a partir fundamen-
talmente de cereales y derivados v tambien legum-
bres, mientras que la leche, los productos lacteos,
las frutas v las verduras representan una menor
proporcion. Esta cantidad cubre las necesidades
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Tabla 5-1.
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de los organos v celulas glucosa-dependientes v
evita la degradacion de masa proteica con fines
gluconeogénicos. Las recomendaciones dietéticas
vigentes estiman que el 50-60% del valor calérico
de la dieta sea aportado por los hidratos de car-
bono, preferentemente en forma de aziicares com-
plejos o polisacaridos (50% de la energia) v el res-
to refinados (10% de la energia).

La proteina dietética debe ingerirse en canti-
dad v calidad ajustadas a las necesidades indivi-
duales, de manera que aporte las cantidades ne-
cesarias de aminoacidos esenciales. La carne, el
pescadao, los huevos y la leche son tuentes de pro-
teinas (15-22%) de alto valor biolégico, mien-
tras que los cereales v las leguminosas aportan
también cantidades importantes de proteina
(10-30%), aunque de menor calidad, al ser po-
bres en ciertos aminoacidos como la lisina v la
metionina, considerados limitantes. Las reco-
mendaciones dietéticas diarias de proteina en el
adulto estan establecidas en 0,8-1,0 g/kg de peso
v deben suponer entre el 10 y el 30% del valor
calorico de la racion diaria.

L

LA DIETA EQUILIBRADA \?
Energia 25-35 keal/kg de peso/dia
Hidratos de carbono  50-60% de la energia total
consumida
Complejos 40-50% de la energia total
' cansumida
Simples 10% de la energia total
consumida
Fibra 25 gramos/dia
Lipidas 30-35% de la energia total
consumida
Saturadas < 10% de la energia total
consumida
Monginsaturades  10-15% de La energia total
consumida
Paoliinsaturados B-10% de la energia total
cansumida
Proteinas 10-30% de la energia total
consumida
0,8-1,0 g proteina/kg de peso
Agua 1 mL/kcal consumida
Vitaminas Ingestas de referencia
para edad y sexo
Minerales Ingestas de referencia

para edad y sexo

Los lipidos de la dieta pueden encontrarse de
forma visible (aceites, margarinas, etc.) o invisible
(leche, huevo, grasa intramuscular, etc.), aconse-
jandose que el contenido en dcidos grasos sea:
saturados (7-10%), monoinsaturados (10-13%) ¥
poliinsaturados (8-10% ), respecto del 30-35% del
valor caldrico que deben aportar estos nutrientes
en una dieta equilibrada. El acido linoleico y tam-
bien el hinolénico son considerados como esencia-
les v deben encontrarse en cantidades regulares
{2-6% de la energia) en la racion diaria.

El valor calorico de la dieta global debe ajus-
tarse a las necesidades individuales para evitar
problemas, tanto de obesidad como de desnutri-
cion energética. Las recomendaciones de agua
deben ajustarse a las caracteristicas de la dieta, la
actividad desarrollada v las perdidas por el rinon,
el sudor, etc. En un individuo normal las reco-
mendaciones de agua son del orden de 1 mL/keal.
Por altimo, las recomendaciones dietéticas de mi-
nerales v vitaminas, del orden de miligramos o
microgramos por dia, vienen reflejadas en distin-
tas tablas elaboradas por diferentes organismos
nacionales e internacionales en funcion de la
edad, el sexo, situaciones de lactancia, embarazo,
erc. (Tabla 5-1).

En sintesis, los objetivos dietéticos de una
dieta completa deben considerar la presencia de
proteinas (aminoacidos esenciales v no esencia-
les), las caracteristicas de los hidratos de carbo-
no (polisacaridos, oligosacaridos, disacaridos,
monosacaridos y fibra), [a distribucion de grasas
de origen animal y vegetal (acidos grasos satu-
rados e insaturados, colesterol), el contenido en
sales (macro y microminerales) v vitaminas
{hidro v lipesolubles), asi como el valor calorico
v el contenido hidrico aportado por los alimen-
tos v las bebidas. Una dieta saludable puede
obtenerse a través de la ingesta de alimentas
variados entre los que no deben faltar leche ¥
derivados lacteos, carnes v pescados, legumbres,
huevos, frutas v verduras, cereales v pan, asi
como condimentos.

La deficiencia prolongada de un determinado
nitriente conduce a su desaparicion progresiva
en los tejidos, posteriormente a alteraciones bio-
quimicas v finalmente a manifestaciones clinicas,
caracteristicas de su defecto en la dieta, Por otra
parte, ingestas excesivas de uno o varios nutrien-
tes pueden desarrollar situaciones de obesidad o
toxicidad.
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Los habitos alimentarios de una poblacion
dependen de una serie de factores como la dispo-
nibilidad de alimentos, las costumbres y tradicio-
nes culinarias y gastronomicas, las modas y cam-
panas publicitarias, asi como también los avances
en las Ciencias de la Alimentacion, que pueden
afectar a la conducta del consumidor respecto a
su alimentacion

La preparacion de dietas por medio de los gru-
pas basicos de alimentos (leche, carne, cereales v

verduras), ademas de emplear alimentos de diverso
origen y naturaleza, asegura el suministro de todos
los nutrientes en cantidades apropiadas para dis-
tintas necesidades y situaciones fisiologicas, con la
excepcion del aporte energético, a partir de la
ingesta de raciones recomendadas para cada grupoe
de edad, sexo, acnvidad fisica v situacion fisiopa-
tologica. En la actualidad, la elaboracion de dietas
esta facilitada enormemente por el empleo de orde-
nadores v programas destinados al efecto.



CAPITULO 6

Nutricion humana

IIlelBJETI"o"I'JS DEL CAPIiTULO

1. Definir las distintas fases de crecimiento de los individuas.
2. Identificar las etapas fisiologicas especificas de un individuo.

3. Valorar los factores que condicionan las necesidades especificas de
nutrientes en cada situacion fisiologica.

4. Estimar las necesidades de energia y nutrientes en etapas fisiologi-
cas especificas.

9. Identificar los factores nutricionales mas apropiados para cubrir las
L necesidades de nutrientes en cada etapa fisiologica de un individuu.‘)

NUTRICION Y CRECIMIENTO

El crecimiento es un proceso complejo y altamente integrado, que se ha
detinido como un aumento del numero (hiperplasia) o tamano (hipertrohia)
de las unidades metabélicas (celulas). Este proceso depende de una serie de
factores como la herencia genénica, la nutricion, el balance neurcendocrine v
la situacion fisiopatologica, asi como de agentes ambientales.

El crecimiento se acompana de cambios estructurales en la composicion
v el metabolismo que afectan diferenciadamente a los distintos drganos y
tejidos (Fig. 6-1).

Asi, el crecimiento celular puede ser debido preferentemente a fenomenos
de hiperplasia o aumento del niimero de células (higadofrindn), a fenomenos
de hipertrofia o de aumento del tamano celular (nervioso/musculo) o bien a
una mezcla de ambos procesos con hiperplasia e hipertrotia (intestino/sangre).
Por otra parte, se distinguen diferentes modelos de crecimiento de los drganos
en funcion de las pautas auxologicas posnatales: nervioso, lintoide, genital o
general. Las curvas se han trazado utilizando la misma escala en todos los
casos, computando los valores a intervalos sucesivos de tiempo, en terminos

de incrementos de pesos totales (Fig, 6-2).
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Figura 6-1. Cambio de las proporciones corporales
con el erecimiento [Linder, 1992].

Ademas, el crecimiento se acompana de cam-
bios en la composicion del organismo, afectando
a la distribucion corporal de proteina, grasa v
agua, fundamentalmente.

El crecimiento, desde un punto de vista meta-
balico, implica un desequilibrio tavorable a las
reacciones de sintesis (anabolismo) o asimilacion,
frente a las de degradacion (catabolismo) o elimi-
nacion, resultando una acumulacion de distintos
nutrientes (proteinas, lipidos, agua, etc.).

El control del crecimiento depende de la dieta
que aporta el material energético v estructural

necesario para la formacion de las unidades meta-
bolicas, pero también esta sujeto a una regulacion
neuroendocrina, en la que participan el sistema
nervioso vegetativo v el eje hipotalamo-hipofisa-
rio, asi como diferentes hormonas con efectos ana-
balicos y catabolicos (GH, hormonas tiroideas,
insulina, glucocorticoides, adrenalina, hormonas
esteroideas calcitonina, PTH, etc.) v factores de
crecimiento (NGE, BMP, PDGE, etc.), que pueden
actuar de forma endocrina, paracrina o autocrina.

El término homeorresis se aplica a los meca-
nismos que dirigen v priorizan el flujo de nutrien-
tes para apovar el crecimiento v los procesos aso-
clados que afectan a la composicion corporal v
distribucion de nutrientes, mientras que la hor-
mesis hace referencia a las adaptaciones metaba-
licas trente a un estimulo.

Las técnicas de evaluacion del crecimiento
incluven determinaciones destinadas a cuantificar
el peso de drganos, el tamano v el niumero de célu-
las, asi como la composicion corporal, mientras
que los procesos participantes pueden estimarse
a traves de valoraciones de la dindmica de las
reacciones ¥ mediadores implicados, Pueden dis-
unguirse métodos i vitro e in vivo en funaion de
las caracteristicas del ensavo y en métodos mor-
fométricos, antropométricos, histologicos, fisico-
quimicos, bioquimicos, inmunologicos y cinén-
cos, segun las variables determinadas y técnicas
empleadas.
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Las determinaciones encaminadas a evaluar
el crecimiento y los mecanismos incluyen: la
cuantificacion de acidos nucleicos y proteina en
las células, destinada a conocer el tamano y
ntimero de células; el empleo de rtrazadores
radioactivos (Ca**, HPhe', C-Gluc'*) para valorar
la velocidad de reacciones relacionadas con el
metabolismo y depésito de nutrientes y también
medidas bioquimicas para conocer el estado de
sistemas enzimaticos o los niveles de promotores
del crecimiento. Por dltimo, los estudios con cul-
tivos celulares constituyen una alternarniva para
determinar las tasas de crecimiento en diferentes
situaciones metabodlicas, nutritivas, etcetera.

El crecimiento puede ser utilizado como indi-
ce del estado nutritive a corto o largo plazo,
dependiendo del upo de medida antropométrica.
Las curvas de crecimiento claboradas en ambos
sexos para diferentes parametros y medidas en
funcion del tiempo vienen expresadas en percen-
tiles y pueden ser indicadores de situaciones de
malnutricion cronica (talla) o actual (peso), aun-
que también existen otros que relacionan el peso
con la altura o el perimetro craneal con la altura.
El seguimiento de estas curvas patrones depende
de factores como el potencial genético, la nutri-
cion v la situacion fisiopatologica, de tal forma
que cada individuo suele seguir la curva de su per-
centil de referencia genéticamente predetermina-
do. Las alteraciones en el crecimiento pueden ser
reversibles o irreversibles en funcion de la etapa y
duracion del desequilibrio nutritivo.

Las sitvaciones de malnutricion tanto por
exceso como por defecto pueden dar lugar a alte-
raciones en el crecimiento o auxoparias. Asi, la
desnutricion proteico-calorica provoca un retraso
en el crecimiento permanente que puede ser irre-
versible, mientras que otro tipo de deficiencias
nutritivas de distintos minerales y vitaminas sue-
len causar una lentificacion del crecimiento.

Por otra parte, una excesiva ingesta calorica
puede dar lugar a un aumento de los depositos gra-
sos que se acompana de situaciones de hipertrofia
¢ hiperplasia de los adipocitos, en funcion de la
etapa v duracion del desequilibrio energénico.

Por ulameo, diferentes enfermedades como la
celiaquia, la insuficiencia renal, la anorexia, la
malabsorcion, los errores congénitos del meta-
bolismo, etc., también afectan a la pauta del cre-
cimiento, asi como la radioterapia y ciertos far-
Macos.

Capitulo 6. Nutricién humana

NUTRICION EN EL LACTANTE

Introduccion

La nutricion en los primeros estadios de vida
es de singular importancia para ¢l normal creci-
miento v desarrollo corporal, asi como para la
prevencion y tratamiento de diversas situaciones
patologicas. En este sentido, la alimentacion del
lactante, término que abarca desde el nacimiento
hasta los primeros 12 meses de vida, debe consi-
derar un aporte adecuado de proteinas, hidratos
de carbono, lipidos, minerales, vitaminas y agua
para cubrir las demandas propias de la formacion
de nuevos rejidos v el mantenimiento de las fun-
ciones basales v el gasto energético.

El aporte de nutrientes en el primer ano de
vida viene condicionado por el grado de desarro-
Ho morfologico v funcional de algunos organos ¥
sistemas y por las necesidades especificas de esta
etapa, que son criticas para el mantenimiento de
un optimo estado nutritivo presente y futuro,

El lacrante, especialmente en los primeros
meses de vida, tiene un mayor riesgo nutricional
por diversas causas: a) gran velocidad de creci-
miento, b) intenso metabolismo, ¢) falta de desa-
rrollo o de diferenciacion nisular, particularmente
los sistemas nervioso ¥ digestivo y d) inmadurez
de organos imphcados en la regulacion del meta-
holismo endogeno, especialmente higado y ninon.

Desde el momento del nacimiento, el peso del
lactante aumenta rapida pero desaceleradamente,
siendo lo normal que el lactante doble su peso en
los 4-5 primeros meses ¥ lo triplique al ano. La
longitud también se dobla en el primer ano.

La capacidad respiratoria, la acrividad cardia-
ca v la regulacion neuroendocrina, presentan
caracteristicas especificas en el recién nacido. La
madurez fisiologica de las funciones renal v del
tracto pastrointestinal pueden tardar varios meses
en alcanzarse, Asi, el acido gastrico y la produc-
cion de pepsina alcanzan los niveles del adulto
cuando el lactante tiene unas 6 semanas de edad,
mientras que la actividad tripsinica también esta
reducida aunque resulta adecuada.

La absorcion de aminodcidos alcanza el nivel
del adulto a los 2-4 meses, aunque hasta los 6
meses existe una mayor permeabilidad a las pro-
teinas y macromoléculas aumentando las posibi-
lidades de sensibilizacion alergénica. La amilasa
salival es normal en el lactante a término, pero la
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amilasa pancredtica v las disacaridasas no alcan-
zan niveles de adulto hasta los 6-9 meses, aunque
la lactasa aumenta muy rapidamente después del
nacimiento inducida por la ingestion de lactosa.
La lipasa pancrednca asi como los niveles de aci-
dos biliares estan disminuidos respecto a los valo-
res del adulto, lo cual puede conducir a una
malabsorcion de hasta el 35% de las grasas en los
lactantes normales.

Por tltmo, la capacidad funcional del rifndn
no esti plenamente desarrollada para excretar
sustancias nitrogenadas v sales a lo largo de la
lactancia, por lo que la nutricion debe considerar
la carga renal de solutos generados.

Recomendaciones dietéticas

Las recomendaciones dietéticas deben consi-
derar las necesidades especificas de cada lactante,
que son funcion de diversos factores como la
edad, la velocidad de crecimiento, el metabolismo
basal, el clima, las reservas previas, etcétera.

El contenido de nutrientes de la leche materna
ha sido utilizado como modelo para elaborar las
recomendaciones nutritivas actualmente recono-
cidas para el lactante v que son las siguientes:

Energia (E): 90-140 kcal/kg/dia.

Proteinas: 2-2,2 g/kg/dia (11-14% E).

Lipidos: 3,5-6 g/kg/dia (30-50% E).

Hidratos de carbono: 8-12 ghke/dia (40-50% E).

Agua: 1-1,5 mL/kcal/dia.
Minerales v vitaminas: FESNAD 2010,

La leche materna es un sistema complejo en el
que los hidratos de carbono se encuentran en solu-
cion, los lipidos en emulsion y las proteinas en sus-
pension coloidal en una fase acuosa dispersante,
donde coexisten moléculas hidrotobas (caseina,
colesterol...) e hidréofilas {fosfatos, lactoalbimina,
etc.). La composicion de la leche materna difiere,
tanto cuantitativamente como cualitativamente de
la leche de vaca. Asi, el contemido proteico y de
sales es mas elevado en la leche de vaca, el nivel de
lipidos es semejante v la concentracion de hidratos
de carbono es superior en la leche humana.

Por otra parte, existen diferencias en la distri-
bucion del nitrogeno proteico v no proteico y en
el contenido en lactoalbumina, caseina v otras
proteinas. El nivel de acido linoleico v de oligosa-
caridos es superior en la leche de mujer respecto

a la de vaca, asi como el de algunas vitaminas (A,
E, C v niacina). La disponibilidad de algunos
minerales como el calcio, el hierro y el zinc suele
estar aumentada en la leche materna. En deter-
minadas circunstancias, a partir de los 4 meses
puede considerarse la posibilidad de administrar
suplementos de vitamina D,

Lactancia materna

La lactancia materna, ademas de suponer un
adecuado aporte de nutrientes para cubrir las
necesidades durante los primeros 3-12 meses de
vida, presenta otra serie de ventajas como:

¢ reducir el riesgo de sensibilizacion alergénica,
brindar proteccion immunologica v antibacte-
riana,

mejorar la relacion maternofilial,

reducir la mortalidad y morbilidad neonatal,
EVITAr Contaminaciones exogenas, v

resultar un método muy economico.

La lactancia marterna debe realizarse en una
posicion comoda v exige que se lleve a cabo en
un ambiente distendido, en condiciones higiéni-
cas del pezon, normalmente con un horario deter-
minado por las demandas del recién nacido con
tomas de ambos pechos v con una duracion
media del orden de 6-9 meses.

En la acrualidad, la lactancia materna es el
metodo de eleccion en la alimentacion del lactan-
te; sin embargo, algunas causas de exclusidn de
la lactancia materna pueden ser debidas a altera-
ciones anatomicas, funcionales o psicologicas de
la madre, hipogalactia, anomalias del lactante en
la boca o disfunciones en la succion y deglucion,
asi como por motivos laborales, ansiedad e inclu-
so el tratamiento farmacologico con sustancias
que pueden pasar a la leche.

Lactancia artificial

La tormula infantil consiste en un alimento
para lactantes, que es adecuado para sustituir
total o parcialmente a la leche humana, satisfa-
clendo las necesidades nurritivas normales del
lactante. Existen dos tipos basicos de formulas
infantiles: de mnicio y continuacion, que se acon-
sejan hasta los 3-4 meses y a partir del cuarto



mes, respectivamente, La composicion que han
de tener estas formulas sigue las pautas estableci-
das por la Sociedad Europea de Gastroenterolo-
gia Pediatrica (ESPGAN), la Asociacion Ameri-
cana de Pediatria (APA), asi como por la
Legislacion Europea (CEE) y Espanola (CAE).

Estas formulas de inicio adapradas a partir de
leche vacuna se preparan de forma que su com-
posicion se asemeje lo mas posible a la leche
materna dentro de unos margenes de segundad ¥
no deben incluir ni almidones, ni acidificantes, ni
miel, ni factores de crecimiento, aunque estén pre-
sentes pequenas cantidades de oligosacandos.

Asimismo, la preparacion de leches artificiales,
normalmente al 13%, debe producir una osmo-
laridad inferior a 400 mosmol/L. La elaboracion
tecnologica de leches de seguimiento exige menos
modificacion que la leche de vaca dado que los
mecanismos homeostaticos del lacrante alcanzan
niveles de maduracion notables a los 4 meses. No
obstante, también deben cumplir la reglamenta-
cion en cuanto al contenido de nutrientes v técni-
cas de elaboracion. Con objeto de simplificar los
criterios de nutricion con formulas infantiles se
ha sugerido la posibilidad de establecer una tor-
mula unica que puede ser ingerida a lo largo de
todo el periodo de lactancia.

Alimentacion complementaria
o Beikost

El termino Beikost (del aleman *adicional™)
considera tode alimento ingerido por el lactante
distinto de la leche o formulas adaptadas, e inclu-
ve: cereales, frutas, verduras, carne, pescado y hue-
vos, El momento de la introduccion de este tipo de
alimentacion depende de factores culturales, psi-
cosociales e historicos, aunque normalmente se
admite como adecuado a partir del 4.%-5.° mes.

Las recomendaciones dietéticas, previas a la
implantacion de una alimentacion Beikost deben
considerar que no es conveniente iniciarla antes
del 3. mes ni después del 6.” mes y que no mas
del 50% de la energia de la dieta debe obtenerse
a partir de alimentos diferentes de la leche.

Los cereales contienen hidratos de carbonao,
proteinas, minerales (Fe, Ca, Mg), vitaminas
(complejo B) y fibra, aportando tanto elementos
estructurales ¥ reguladores como energéticos. La
presentacion suele hacerse en forma de papillas
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ALIMENTACION COMPLEMENTARIA h’
(BEIKOST)

Las razones de la inclusion de alimentos comple-

mentarios son tanto nutritivas (la leche no es sufi-

ciente para cubrir las necesidades de nutrientes

del lactante) como somaticas y educativas (coordi-

nacion de reflejos de nutricion, deglucion e inicio
de sensaciones de gusto y olfato] y socieconamicas.
Algunas de las situaciones que aconsejan un con-

trol del comienza de este tipo de alimentos son la

posible interferencia con la alimentacion al pecho,

posible hiperosmeolaridad, aparicion de alergias o
intolerancias, modificacion en el apetito e incluso

la inclusion de alimentos con componentes inde-
seables para el lactante [nitratos, aditivos, etc.).

elaboradas a partir de cereales sin gluten (maiz v
arroz) v su preparacion se realiza con agua o leche
{papillas lacteadas). En el mercado existen dife-
rentes formulaciones de harinas para su rapida
reconstitucion (papillas instantaneas).

Las frutas y verduras aportan al lactante azu-
cares, fibra, minerales v vitaminas (A e hidroso-
lubles). La presentacion puede hacerse en papillas
v purés de confeccion casera o también homoge-
neizados comerciales, a los que no deben adicio-
narseles sacarosa.

Las carnes, pescados y huevos son fuentes de
proteinas de alta calidad, lipidos, minerales v
vitaminas liposolubles ¢ hidrosolubles. La clara
del huevo y las visceras son alimentos de intro-
duccion tardia por su potencial alergénico v su
contenido en purinas.

Los tarritos (Baby foods) son preparados
industriales que contienen frutas, verduras, cere-
ales, pescados, carnes, etc., que se deben elaborar
siguiendo unas normas estrictas de control de
calidad v con un adecuado valor nutritivo, cuvos
ingredientes, composicion (proteina, sodio y den-
sidad energética) vy manipulacion deben figurar
en la etiqueta.

Las caracteristicas de las formulas de inicio,
de continuacion v los tarritos comerciales vienen
regulados por una serie de normas establecidas
por los organismos e instituciones anteriormente
citados, que afectan tanto al valor nutritivo (con-
tenido maximo vy minimo de nutrientes), a la
ausencia de determinadas sustancias o contami-
nantes, vy al etiquetado, conservacion, forma de

&

preparacion y fecha de caducidad.
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El ipo v orden en la introduccion de los ali-
mentos adicionales es variable, aunque se acon-
seja comenzar por cereales sin gluten, frutas y ver-
duras, continuar posteriormente con pescados,
carnes v finalmente huevos, visceras y productos
elaborados. El cualquier caso el entorno socio-
cultural v la historia familiar de niesgo alergénico
condicionan el protocolo Beikost.

Pautas dieteticas

Fl modelo de nutricidn del lactante se basa
en una introduccion gradual y progresiva de los
alimentos (Fig. 6-3). Asi, la lactancia materna o
artificial (formulas adaptadas) en los primeros
dias debe realizarse en 6-7 tomas de entre 20 y
70 ml/toma y debe constituir ¢l alimento tnico
hasta los 3-4 meses, cuando se aconseja 5-6 tomas
de 140-160 ml/toma.

A partir del 4°-6." mes se empiezan a intro-
ducir una toma de cereales sin gluten, una roma
de papillas de frutas sin sacarosa y 3-4 tomas de
leche materna o formula infanul del orden de
180-200 mL/toma. La ingesta de carne y pescado
sucle comenzar a partir del 6.°-9.7 mes en peque-
fias cantidades (25-30 g}, sustituyendo a alguna
de las tomas de leche de 180-250 mL. La yema
del huevo cocido puede introducirse a partir del
9.° mes v a partir del ano ¢l huevo completo, las
visceras vy quesos curados. En cualquier caso, se
recomienda que desde los 6 meses se imponga un
minimo de 300 mL de leche, que ya puede ser de
vaca o formula infanul.

Figura -3, Introduccion a los alimentos solidos en el
lactante

NUTRICION DURANTE LA GESTACION

Introduccion

Durante la gestacion las necesidades de ali-
mentos, por parte de la futura madre, estan incre-
mentadas respecto a los de la mujer no embara-
zada. El popular dicho de que “una mujer
gestante debe comer por dos™ no es correcto des-
de el punto de vista cuanntativo; sin embargo,
denota el incremento de las exigencias nutritivas
por parte materna. En este contexto, la influencia
de la nutricion durante el periodo prenatal se ha
puesto de manifiesto, de forma tragica pero evi-
dente, como consecuencia de las restricciones ali-
mentarias sufridas por mujeres embarazadas en
Holanda v en Leningrado a lo largo de la Segunda
Guerra Mundial, donde esta situacion de carestia
provocd un descenso en el peso de los recién naci-
dos v un aumento del nimero de abortos y naci-
mientos prematuros, que ademas implicaban una
serie de trastornos metabolicos en el adulto.

Inmediatamente después de la concepeion, el
organismo materno inicia una serie de procesos de
adaptacion para proporcionar al feto un entorno
adecuado, que asegure su ciclo vital. Asi, todos los
cambios fisiologicos, bioquimicos y metabolicos,
que se presentan en los diferentes Grganos y siste-
mas de la madre, van encaminados al desarrollo, la
nutricion v el mantenimiento de los procesos vitales
de su futuro hijo, en el periodo de mayor crecimien-
to de toda su vida. Para cubrir las necesidades adi-
cionales de la madre y del feto debe aumentarse de
modo proporcional el aporte de nutrientes.

Algunos autores han senalado que el estado
nutritivo de la mujer, previo a la concepeion, pue-
de ser incluso de tanta importancia como la dieta
ingerida durante el embarazo. También factores
genéticos, binlogicos, sociales y psicologicos pue-
den afectar al curso del embarazo, En cualquier
caso, el papel de la nutricion y la valoracion del
estado nutritivo en el periodo reproductivo debe
considerarse bajo la aptica de una situacion nor-
mal ¥ necesaria desde un punto de vista hsiologi-
co ¥ no como un proceso patologico,

Necesidades de nutrientes durante
el embarazo

Fl embarazo ha sido definido como “el esta-
blecimiento de un sistema integrado materno-



fetal, sometido a cambios tisiologicos progresi-
vos, con objeto de salvaguardar v permitir el
desarrollo del producte de la concepcion, asi
como a satisfacer las necesidades de cada momen-
to de su ciclo viral™,

A lo largo del embarazo vy, particularmente,
durante los ultimos meses, la mujer gestante in-
crementa sus necesidades energéticas, de proteinas
v de la mavor parte de los minerales v de vitami-
nas. Durante el periodo prenatal, la futura madre
debe contribuir al crecimiento del feto v la forma-
cion de nuevos tejidos, aportar nutrientes para las
nuevas demandas metabélicas v al mismo tiempo
mantenet sus propias funciones fisiologicas. Un
error que puede cometerse en la alimentacion de
la gestante es pensar que el incremento ¢n las ne-
cesidades se produce solo en el tercer trimestre.
Las razones que justifican el incremento de las ne-
cesidades a lo largo de todo el embarazo son que
durante el primer trimestre de gestacion se pro-
ducen los fenémenos de mas intensa diferencia-
cion celular, ya que es en esta época cuando se es-
tablece la organogénesis embrionaria, vy porque
durante este primer trimestre la madre almacena
o aumenta la concentracion de diversos nutrientes
en diversas estructuras como el higado, musculo
huesos v placenta.

Los suplementos pueden variar segun el peso,
la edad, la actividad v la situacion hisiopatelogica,

L
RECOMENDACIONES NUTRICIONALES g}
EN EL EMBARAZO

Energia 300 keal adicionales/dia
Proteinas mayores de 19 afios: 1,3 g/ka/dia
menores de 19 anos: 1.5 g/kg/dia
Minerales Necesidades incrementadas
Calcio 1.200 mg/dia
Fosfaro 1.200 mg/dia
Hierro Suplementacion de 30-60 mg/dia
Yodo 175 pofdia
Vitaminas Necesidades aumentadas
Acido folico 400 pgfdia
Miacina 1 15% respecto a IR en mujeres
Riboflavina 1 25% respecto a IR en mujeres
Tiamina t 40% respacto a IR en mujeres
Piridoxina 2.5 mg/dia
Cobalamina t 33% respecto a IR en mujeres
Vitamina C 80 mag/dia
Vitamina A 1.000 pg RE/dia
Vitamina D 10 po/dia
Vitamina E I 25% respecto a IR en mujeres
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por lo que deben considerarse a titulo indicativo
v no para elaboracion de dietas individuales.

Energia

La futura madre necesita energia adicional pa-
ra apoyar el crecimiento del feto v la placenta,
para permitir acrecentar sus reservas de grasa v pa-
ra compensar el mayor consumo calorico del me-
tabolismo basal, v del trabajo que supone llevar
el feto.

El incremento total de las necesidades energe-
ticas en el periodo de los 9 meses del embarazo se
estima en 80.000 kcal, que corresponden a la adi-
cion de 300 kcal/dia a las ingestas recomendadas
de energia. Por otra parte, debe recordarse que se
necesita un aporte de 36 kcal’kg para una utiliza-
cion satisfactoria de la proteina. La mujer desnu-
trida v las adolescentes habrin de ganar mas peso
en el embarazo, por lo que sus requerimientos
energeticos pueden ser todavia un poco mas altos.

El incremento de las raciones caldricas en la
gestacion es relativamente pequeno, comparado
con los aumentos de las necesidades de proteinas,
vitaminas v minerales. Tan importante es que la
embarazada no aumente en exceso su peso, como
que el incremento no sea muy pequeno. No deben
ingerirse grandes cantidades de comida, sino que
hay que equilibrar adecuadamente su contenido
v st calidad.

Proteina

Los aminoacidos de la proteina son necesarios
para la sintesis de los nuevos tejidos de la madre
v del feto, por tanto debe conservarse un balance
positivo de nitrogeno durante todo el embarazo.
Con objeto de cubrir el aumento de las necesida-
des de proteina se recomiendan 15 g/dia adicio-
nales de proteinas a los usuales (0,8 g/kg/dia de
las mujeres no embarazadas. Estos valores, ajusta-
dos por edades, se transforman en 1,3 g/kg/dia
para mujeres de mas de 19 anos v 1,5 glkg/dia para
madres gestantes menores de 19 anos. Por otra
parte, un ingreso de calorias adecuado, a partir
de hidratos de carbono v lipidos, es indispensa-
ble para facilitar una utilizacion eficiente de las
proteinas.

La distribucidon de las proteinas ingeridas
debiera ser de dos tercios de origen ammal (hue-
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vos, carne, pescado v leche) y el resto de origen
vegetal, para satisfacer la demanda de aminoaci-
dos esenciales. En general, s1 se cubren las necesi-
dades de proteina, el aporte del resto de los
nutrientes excepto la vitamina C, la vitamina A v
la vitamina D, es satisfactorio.

Diferentes estudios han puesto de mantfiesto
que la ingesta de insuficientes cantidades de pro-
teinas, dan lugar a procesos edematosos en la
madre, asi como ¢l alumbramiento de hijos de
Menor peso v tamano.

Minerales

Las necesidades de minerales son mas eleva-
das en el caso de las embarazadas. Asi, el calcio
el tosforo se requieren para la mineralizacion de
los huesos del feto; de tal forma que al cabo del
embarazo, 30 g de calcio v 16 g de tosforo se han
acumulado en ellos. Esta demanda es cubierta, en
parte, por una mayor absorciéon y una menor
excrecion de calcio, La ingesta recomendada para
el calcio v fosforo se estima en 1.200 mg/dia para
cada uno de ellos.

Para que exista una adecuada utilizacion de cal-
cio y fosforo para la calcificacion de huesos, debe
suministrarse a menudo también un suplemento de
vitamina D. En el caso de que el aporte de calcio
en la dieta sea insuficiente, la mujer gravida debera
ceder calcio de sus propios huesos en beneficio del
feto, con lo cual la vieja historia de *un diente por
cada hijo™ puede adquinir visos de realidad.

Los requerimientos de hierro crecen durante la
gestacion, porque ese mineral es imprescindible
para sintetizar varios compuestos, entre ellos la
hemoglobina de los entrocitos. Ademas, el hierro se
almacena en el higado del fero, como reserva para
su unlizacion en los primeros seis meses de vida.

Debido a que una dieta normal contiene apro-
ximadamente sélo 6 mg por 1.000 keal y también
a que la mayoria de las mujeres en el momento
de la concepcion tienen bajas reservas de hierro,
se aconseja la suplementacion con 30-60 mg de
hierro en torma de sal ferrosa en los dos iltimos
trimestres de gravidez, a pesar de que la absorcion
de hierro puede duplicarse o triplicarse durante
este periodo,

La elevacion del volumen de liquido extracelu-
lar v sanguineo hace aumentar las necesidades de
agua v sodio, En el embarazo, el aumento de la fil-

tracion glomerular es compensado por un incre-
mento de la reabsorcion tubular de sodio, evitan-

dose por tanto una posible situacion de hipovolemia
por excesiva eliminacion de sodio. La restriccion de
sodio fue utlizada antano para combatir el edema
v la hipertension; sin embargo, actualmente se reco-
mienda seguir una alimentacion con una ingesta
suficiente en sal v evitar los diuréticos,

El vodo es otro mineral importante en el perio-
do prenatal para cubrir las crecientes necesidades
de la glandula tiroides materna v del feto v tam-
bien para reponer el exceso de yvodo excretado en
la orina. Las situaciones de deficiencia en yvodo
producen bocio materno v en casos de carencia
severa dan lugar a cretinismo en los hijos. Las
recomendaciones actuales de vodo en la dieta de
la mujer gravida estan establecidas en 175 pg/dia.
Se recomienda el empleo de sal vodada, particu-
larmente en aquellas zonas en las que el suelo y el
agua son deficientes en dicho elemento.

Las necesidades del resto de los minerales crece
durante el embarazo. Por ejemplo, estudios con
ratas sefialan que las dietas pobres en zinc aumen-
tan la incidencia de defectos congénitos en las crias.
En cualquier caso, son necesarios muchos trabajos
para fijar las necesidades especificas de zinc v de
otros oligoelementos en esta etapa de la vida.

Yitaminas

Las ingestas recomendadas de vitaminas tam-
bién aumentan en el embarazo, En general, las
necesidades de las vitaminas del grupo B son
satisfechas si se cubren las recomendaciones de
energia, proteinas v calcio. Las vitaminas hidro-
solubles reunidas dentro del complejo B: namina,
ribotlavina, niacina, vitamina B, vitamina B ,,
acido pantoténico, biotina v acido folico o folaci-
na —ademads de tener funciones semejantes rela-
cionadas con el metabolismo intermediario— pre-
sentan estrechas interrelaciones entre si, de tal
torma que el exceso de una de ellas puede afectar
las necesidades de otras.

De las vitaminas B, el acido félico incrementa
sus requerimientos de forma drastica durante la
gestacion, pasando de 150 a 400 mg/dia, va que
participa en la division celular v en la sintesis de
ADN. Los niveles de acido folico en una dieta
normal no suelen alcanzar los valores recomen-
dados, por lo que suele ser necesaria su suple-



mentacion para evitar situaciones de anemia
megaloblastica, frecuentes en las deficiencias de
esta vitanuna,

La miacina (dacido nicotinico o factor PP),
riboflavina y tiamina aumentan sus necesidades
en un 15, 25 y 40% respectivamente, para llevar
a cabo sus funciones como cofactores vy coenzi-
mas en diferentes rutas metabdlicas durante ¢l
embarazo. De igual forma, la vitamina B, o piri-
doxina, que participa en el metabolismo aminoa-
cidico v en la conversion de triptotano en niacina,
aumenta sus requerimientos de 2 a 2,5 mg/dia.
La vitamina B, o cobalamina, implicada en la
produccion de globulos rojos y también en la
fisiologia del sistema nervioso, incrementa sus
requerimientos en un 33% para asegurar niveles
adecuados en la madre v en el teto. Tambicn la
vitamina C o acido ascorbico, necesaria para la
constitucion del tejido conectivo y el sistema vas-
cular, eleva sus requerimientos hasta 80 mg/dia.

Las ingestas recomendadas de las vitaminas
liposolubles A, D ¥ E se incrementan durante la
gestacion. La vitamina A interviene en el normal
desarrollo celular, en la fotorrecepeion y en la
osteogénesis, por lo que se sugiere incrementar
desde 800 a 1.000 mg RE/dia el contemdo de esta
vitamina en la dieta. Las deficiencias maternas de
vitamina A dan lugar a alteraciones en la vision
del recién nacido.

La asimilacion de calcio v fosforo depende de la
presencia en la dieta de cierta cantidad de vitami-
na D). Actualmente se esta generalizando la suple-
mentacion de vitamina D a la leche entera o descre-
mada (400 Ul o 10 mg de colecalciferol/litro). Las
necesidades de esta vitamina se incrementan apro-
ximadamente en § mg/dia, aunque los requerimien-
tos en adolescentes gestantes pueden ser mayores.

El papel de la vitamina E en ¢l embarazo no
ha sido todavia bien establecido. El incremento
del 25% sugerido en las recomendaciones se basa
en sus propiedades antioxidantes para el acido as-
corbico, la vitamina A y los dcidos grasos poli-
isaturados.

Aunque las necesidades de vitamina A, D y C
se elevan durante la gestacion, debe procurarse
no introducir un exceso de las mismas en la dieta.
Asi, se sabe que las vitaminas A y D a dosis altas
son teratogénicas, y que el consumo de demasiada
vitamina C puede incrementar la necesidad fetal
de ella v ocasionar escorbuto en el nino después
del parto.
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Recomendaciones dietéticas durante
el embarazo

Los incrementos en los requerimientos nutri-
tivos durante el embarazo se han revisado en el
apartado precedente. Sin embargo, para que ten-
gan un verdadero contenido prictico es conve-
niente presentarlos en términos dietéticos.

fov
(V)

Inicialmente, se deben tener en cuenta dos crite-

ticas durante la gestacion:

« El estado nutritivo de la madre en el momento
de la concepcion es tan importante como la
dieta que se observe en la gestacion. Ocasio-
nalmente, pueden requerirse terapias dietéti-
cas especificas en casos de malnutricion o
alteraciones patologicas maternas.

* El aumento de las necesidades de proteinas,
vitaminas y minerales es proporcionalmente
mayor que el de las necesidades caloricas, por

lo cual deben selecclionarse alimentos en fun-
cién de la calidad mas que de la cantidad.

En el primer trimestre del embarazo, la mujer
gestante debe asegurarse de que esta ingirniendo
una dieta equilibrada en todos los nutrientes,
mientras que durante el segundo y tercer trimes-
tres se van a requerir modificaciones adicionales
para sansfacer las crecientes demandas de ener-
gia, proteina, minerales, etcétera.

En principio, para cubrir los requerimientos
de nutrientes durante el embarazo, se debe segur
el Plan de los cuatro grupos de alimentos basicos,
con algunos cambios y suplementos.

Grupo de la leche
y productos lacteos

El consumo de leche debe ajustarse a cuatro o
mas tomas de 240 mL diarias. Un litro de leche pro-
porciona 30 g de proteina de alta calidad, 1.250 g
de calcio v entre 320 keal, si la leche es desnatada, v
640 kcal, en el caso de ser completa. Alguna racion
de leche puede sustituirse por 60 g de queso o 125 g de
vopur. Estos productos ademas de proteinas, calcio
y energia también suministran riboflavina, vitami-
na B,y vitamina A. Algunos derivados lacteos
pueden encontrarse fortificados con vitamina D.
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Grupo de las carnes

Dos 0 mas porciones de 125-200 g deben ob-
tenerse de este grupo, en ¢l que se incluyen legum-
bres, frutos secos, huevos, pescados v mariscos,
asi como carne de vacuno, porcino, ovino y vola-
teria. Este grupo es fuente de proteinas de alta ca-
lidad, de vitaminas del complejo B v zinc. Las car-
nes rojas v el higado proporcionan el hierra, que
resulta imprescindible. Si se recurre a sustitutivos
de la carne, entre ellos leguminosas v frutos secos,
conviene suplementar sus proteinas con otras

complementarias respecto a sus aminoacidos esen-
ciales imitantes.

Grupo de las frutas y verduras

Diariamente deben ingerirse por lo menos cua-
tro porciones de entre 100 v 200 g de este grupo.
Las verduras de hoja verde han de constituir una
de las porciones, al ser fuente de acido folico, vi-
tamina C, vitamina A, vitamina E y vitamina K.
Otra porcion se obtendra de productos ricos en
vitamina C: citricos, pimientos verdes, tomates,
etc. Las frutas y verduras de color naranja vy ama-
rillo suelen contener abundante vicamina A en for-
ma de carotenos.

Grupo de los cereales

La mujer embarazada debe incluir en su dieta
cuatro raciones diarias del grupo de panes v cere-
ales, con preferencia entre los productos de grano
entern. Con cuatro rebanadas de pan de 20-30 g
aproximadamente se cubre este aspecto. Los cere-
ales obtenidos de la pasta italiana o del arroz pue-
den sustituir una parte de pan. Los cereales se
combinan con las leguminosas para suministrar
proteinas de calidad equilibrada v proporcionan
ademas hierro v vitaminas del grupo B. Los cere-

ales integrales son una fuente importante de fibra,
lo cual ayuda a prevenir el estrenimiento durante

la gestacion.

El seguimiento de la pauta propuesta no cubre
todas las exigencias energéticas de la embarazada.
Para atender el resto de las necesidades caloricas de
las mujeres gestantes, hay que recurrir a productos
de alta calidad comprendidos dentro de cada grupo
de alimentos v otros no incluidos en los grupos an-
terlores, como margarina, dulces, salsas, etcétera.

El consumo de sal debe mantenerse normal,
siendo aconsejable la utilizacién de sal yodada, sobre
todo en zonas endémicas, para asegurar un aporte
adecuado de este elemento. En cuanto a la bebida,
es recomendable la ingestion diaria de 6 a 8 vasos
de agua {1-2 litros), con niveles adecuados de fluor,

Quiza con la excepcion del hierro v el dcido
télico, todos los nutrientes restantes son aporta-
dos adecuadamente por el plan descrito, para ase-
gurar un estado saludable de la madre v del feto.
Los suplementos de hierro, como sulfato ferroso,
para satisfacer las necesidades de este mineral, asi
como el aporte de acido félico, suelen aconsejarse
por tanto durante este periodo.

Otros suplementos de minerales ¥ vitaminas
deben realizarse bajo supervision facultativa, va
que puede existir nesgo de toxicidad, en particular
en las vitaminas A y D y de dependencia para la
vitamina C en el lactante.

Conclusiones

Las investigaciones con amimales de experi-
mentacton, las encuestas dietéticas a mujeres ges-
tantes v las observaciones de los efectos de dis-
tintas situaciones de malnutricion durante el
embarazo demuestran que el estado nutricivo de
la madre antes y durante la gestacion participan
de modo importante en su salud v en la del feto,
asi como en el desarrollo del embarazo.

En el curso del embarazo se producen cambios
en la fisiologia y el metabolismo maternos, asimis-
mo el periodo intrauterine representa la época de
mayor crecimiento y desarrollo del ciclo vital hu-
mano, Ambas situaciones implican una gran de-
manda energética v de nutrientes. Durante el se-
gundo v tercer trimestre de la gestacion las
necesidades de alimentos aumentan en relacion a
los de la mujer normal no embarazada. Para cu-
brir estos requerimientos adicionales de la madre
y el fetn, debe incrementarse de forma proporcio-
nal el aporte de los nutrientes esenciales.

NUTRICION EN EL ANCIANO
Introduccion
La salud de las personas de edad avanzada

depende, entre otros factores, de su nutricion
durante la intancia, la adolescencia v la madurez.



El hecho de no existir un hito biolégico que
delimite la ancianidad convierte a este colectivo

de la sociedad =denominado genéricamente ter-
cera edad— en un grupo muy heterogéneo v con
grandes diferencias interindividuales. Esto ha lle-
vado a distintos autores a sefalar el inicio de la
tercera edad entre los 60 y 80 anos. Por razones
sociales, el momento de la jubilacion —en torno a
los 65 anos- suele ser considerado como punto
de referencia. Segiin una encuesta reciente existen
en nuestro pais mas de 4,500,000 de personas
mayores de 65 afos, lo que representa aproxima-
damente el 12% de la poblacion espaiola.

La pérdida progresiva de células y el deterioro
de los procesos celulares propios del envejeci-
miento llevan asociadas alteraciones en diferentes
funciones organicas. Este panorama esta ensom-
brecido por situaciones patologicas v psicosocia-
les adversas, frecuentes en las personas de edad
avanzada.

A partir de estimaciones longitudinales, es de-
cir, por estudio de las mismas personas en perio-
dos pretijados de tiempo, se ha recogido valiosa
informacion acerca de la evolucion de las diferen-
tes variables con la edad, como la composicion
corporal, diversas tunciones hisiologicas, procesos
metabaolicos, etcetera.

Los cambios en la composicion corporal con
el paso de los anos se manifiestan con una dismi-
nucion del contenido proteico compensado par-
cialmente por una mayor acumulacion de grasa,
que incluso puede dar lugar a incrementos de
peso globales. También en las personas de edad
existe una reduccion en el agua intracelular v la
densidad dsea, mientras que el agua extracelular
permanece relativamente constante. Los procesos
de envejecimiento modifican igualmente la com-
posicion v peso de los distintos organos v tejidas
en diferente proporcion, siendo el tejido muscular
vy el hueso las estructuras mas afectadas, con per-
didas de hasta el 40 v 23% de su peso, respecti-
vamente,

En esta linea, en la senectud suele existir una
perdida de la acuvidad v de la capacidad de mal-
tiples funciones fisioldgicas. Asi, existe una
reduccion en la velocidad de conduccion de
impulsos nerviosos, de la capacidad respiraroria,
del gasto cardiaco, de la tiltracion glomerular v
de la potencia muscular. También el tracto gas-
trointestinal disminuye su motilidad v su capa-
cidad secretora con trastornos en los procesos
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de digestion v posiblemente de absorcidon. Ade-
mas, las alteraciones sensoriales, en el gusto v
oltato principalmente, con reduccion de la sen-
sibilidad v nimero de receptores, pueden acen-
tuar el desinterés por los alimentos en estas per-
sonas.

Las reacciones que integran el metabolismo
también se modifican de forma progresiva en este
segmento de la poblacion. En general, existe una
disminucion del consumo de O, y del metabolis-
mo basal, acompanados por una menor toleran-
cia a la glucosa. La capacidad del organismo para
sintetizar, degradar y excretar lipidos esta reduci-
da, por lo que en consecuencia tiende a existir una
acumulacion de estos productos en la sangre v los
tejidos. Adicionalmente, los procesos de envejeci-
miento llevan asociada una disminucion de las
reacciones de sintesis y degradacion de la protei-
na corporal, es decir se reduce tanto el anabolis-
mo como el catabalismo proteico.

Otros cambios propios del envejecimiento
son las alreraciones de los valores de diferentes
variables bioquimicas. El volumen v pH sangui-
neos, la presion osmotica, el recuento v la for-
mula leucocitaria permanecen relativamente
estables con el paso de los anos; sin embargo, los
valores de colesterol, triglicéridos, fosfatasa alca-
lina, urea y dcido trico tienden a aumentar,
mientras que otros como la albumina plasmatica
v el hierro plasmatico tienden a disminuir en los
ancianos.

Otros aspectos entre los que figuran la pérdi-
da de piezas dentarias, la apatia ¥ deterioro men-
tal, la pérdida de la tuerza v coordinacion muscu-
lar v distunciones gastrointestinales v sensoriales,
también son importantes a la hora de considerar
el estado general del anciano.

El aislamiento v la soledad, la reduccién de
los ingresos econdomicos, la aparicion de enferme-
dades cronicas, la falta de cultura v de amistades
pueden afectar también, de forma directa o indi-
recta, al propio proceso de envejecimiento.

Nutricion y longevidad

La posibilidad de aumentar la esperanza de
vida del ser humano y de retrasar los sintomas de
envejecimiento han consutuido uno de los cam-
pos de investigacion mds atrayentes para los
alquimistas v cientificos de todos los tiempos.
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Entre los factores que afectan en los procesos de
longevidad se han citado la herencia genética, las
influencias ambientales, los procesos patologicos,
el espacio fisico v la nutricion.

En este contexto, algunos estudios llevados
a cabo en humanos han proporcionado cierta
evidencia de la influencia de la nutricion sobre
la velocidad del envejecimiento. Sin embargo,
la mayoria de los trabajos v estudios sobre la
participacion de la nutricion, como agente
modulador del envejecimiento, han sido reali-
zados en modelos animales, dadas las dificulta-
des tanto practicas como éticas, para su aplica-
cion en el hombre. En cualquier caso, se estima
que sOn necesarias nuevas investigaciones en
este campo.

Uno de los métodos mas ampliamente uriliza-
dos para prolongar la vida de los animales de
experimentacion es la restriccion calorica de la
dieta. Con esta técnica se alarga el periodo de
vida en los roedores al equivalente a una esperan-
za de vida en el hombre de 180 afnos. Obviamen-
te, este tratamiento dietético es dificil de aplicar
en humanos, ya que provocaria retraso en el cre-
cimiento v carencias nutricionales,

Otros estudios han puesto de manifiesto que
elevadas cantidades de grasa en la dieta aceleran
los procesos de envejecimiento, mientras que el
contenido de proteina e hidratos de carbono, apa-
rentemente afectan poco a la longevidad, si no
estin asociados a una disminucion de la ingesta
calorica. Algunos investigadores, alimentando
animales con dieta de diferente calidad proteica,
han indicado que al aumentar ésta se pueden
mejorar cualitativa y cuantitativamente la espe-
ranza de vida.

Los trabajos mds recientes en este campo su-
gieren que algunos antioxidantes fisiologicos pue-
den ser utiles para aumentar la longevidad y dete-
ner el ritmo del envejecimiento de los ratones.
Entre las sustancias empleadas con esta finahidad
estan la vitamina C, la vitamina E, la vitamina D

v el glutation, que neutralizarian algunas de las re-

acciones propias del envejecimiento, También al
selenio le ha sido asignado ultimamente un papel
como antioxidante, aunque no existen datos fir-
mes en humanos.

En cualquier caso, la posibilidad de intluir por
medios dietéticos en la velocidad del envejeci-
miento debe ser observado siempre con cautela
por el profesional sanitario.

Necesidades nutritivas

y recomendaciones dieteticas
en la tercera edad

En ¢l caso de los ancianos existen dificultades
de diversa indole para establecer las recomenda-
ciones dietéticas, va que se trata de un grupo muy
heterogeéneo debido a la distinta variabilidad de
agresiones y experiencias de vida que el hombre
sufre desde que nace. Por otra parte, los estudios
nutricionales geriatricos son mas escasos que en
otras etapas vitales. Ademas, la incidencia de
manifestaciones patologicas es muy elevada. Una
consideracion importante en ¢l establecimiento de
las recomendaciones para la tercera edad es el
aumento de las interacciones entre farmacos v
nutrientes v entre farmacos y el estado nutricional
debido a la elevada prescripcion de medicamentos,
como consecuencia de la mayor incidencia de
patologias. Hay que senalar también que existe un
cierto desconocimiento de la naturaleza intima de
los procesos de envejecimiento, lo cual supone otro
elemento de dificultad. Finalmente, hay que sefa-
lar que las recomendaciones dietéticas elaboradas
por los comités de expertos en el caso de la tercera
edad es que se fundamentan en personas sanas, sin
prestar especial atencion a las variaciones propias
del anciano (envejecimiento, patologia, etc.).

En general, en las demandas y problemas
nutritivos de la persona de edad avanzada, estan
involucrados alguno o varios de los siguientes
aspectos:

Cambios fisiologicos asociados al envejecimiento.
Situacion socioeconomica.,

Procesos patologicos v terapéuticos,

Consumo inadecuado de alimentos.
Desintormacion,
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Energia

Las necesidades calaricas varian con la edad,
sexo, complexion, actividad, etc. En general, exis-
te una disminucion de las necesidades energenicas
del anciano. Esta situacion se explica fundamen-
talmente por la disminucion de su metabolismo
basal como consecuencia de los cambios experi-
mentados en su composicion corporal (disminu-
cion de masa muscular v aumento de masa grasa)
v por la menor actividad desplegada por las per-
sonas de edad avanzada.



Proteinas

La masa corporal proteica disminuye de forma
progresiva a partir de los 20-30 anos. El aporte de
proteinas en el anciano esta sujeto a clerta contro-
versia, va que existen diferentes estudios con re-
sultados discordantes respecto a las necesidades
nitrogenadas. Sin embargo, las recomendaciones
mas utilizadas sugieren una ingesta proteica de 0,8
v 1,0 glkg, que debe representar alrededor del
12-14% de la ingesta energenica. Tambien se ha
sugerido que las necesidades de distintos aminoa-
cidos pueden estar alteradas en el anciano, como
por ejemplo la metionina, el triptofano, la treoni-
na v la lisina. En cualquier caso, esta indicada la
ingestion de proteinas de alto valor biolégico v de
facil digestion. El exceso de proteinas de la dieta
puede producir una sebrecarga a la funcion renal.

Hidratos de carbono

Los hidratos de carbono de la dieta son em-
pleados fundamentalmente para la obtencion de
energia por combustion. No han sido delimitadas
las necesidades minimas de hidratos de carbono
en el anciano y ¢l control de su ingestion se basa
en la deteccion de procesos de intolerancia a la
glucosa y lactosa v en posibles situaciones de obe-
sidad. En los paises mediterraneos el aporte calo-
rico de una dieta suele derivar entre un 40-50%
de los hidratos de carbono.

Lipidos

La cantidad de grasa incluida en las dietas des-
tinadas a personas de tercera edad puede estar den-

RECOMENDACIONES NUTRICIONALES EN EL ANCIANO
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tro de los ebjetivos nutricionales de los adultos jo-
venes, es decir entre el 30 v el 35% de la energia
total. En esta etapa, quiza mads importante que la
canndad es la calidad de la grasa. Por otra parte,
en esta etapa de la vida parece que se produce una
cierta disminucion de la actividad de las desarura-
sas, con la consiguiente disminucion de la dispo-
nibilidad de dcidos grasos de la serie n-3. Por ello,
es importante que el pescado v en concreto el pes-
cado azul esté presente en la dieta de los ancianos.

La ingesta de colesterol en el anciano puede
ser algo mas libre que en el adulto. No es necesa-
rio ser excesivamente estricto €n intentar retrasar
el desarrollo de aterosclerosis cuando se superan
los 75 anos , va que cualquier danio arterial ya ha
sido producido. En cualquier caso conviene situar
la ingesta de colesterol en torno a los 300 mg/dia.

Minerales

De todos los minerales el calcio v el hierro son
objeto de mavor preocupacion para el sanitario,
dado que no son infrecuentes las deficiencias de
estos minerales en el anciano, Asi, niveles inade-
cuados de calcio en la dieta previa originan situa-
ciones de osteoporosis v osteomalacia, preferen-
temente en mujeres a partir de la menopausia
mientras que la baja ingestion de hierro puede
producir procesos anémicos ocasionalmente.
También el zinc v el vodo pueden encontrarse en
niveles por debajo de las recomendaciones.

Vitaminas

Los datos recopilados por diferentes investiga-
dores indican que, en la edad avanzada, las vitami-

Se debe prestar atencion para mantener ingestas adecuadas de calcio y hierro
Mecesidades aumentadas de vitamina A, vitaminas del complejo B, acido folico,

C, Dy E. Se recomiendan suplementos polivitaminicos

Energia Disminuyen necesidades energéticas
Hidratos de carbono 40-50% de la energia total consumida
Proteinas 0,8-1.0 g/kg/dia

Lipidos 30-35% de |3 energia total consumida
Minerales

Vitaminas

Fibra 20-30 g/dia

Fluidos 1.000-3.000 mlLde agua/dia
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nas con mayer riesgo de deficiencia son las siguien-
tes: A, B, B,, B,, niacina, dcido folico, C, D y E.

Por otra parte, algunos estudios senalan que la
suplementacion con vitaminas en la tercera edad
puede mejorar el estado de salud del anciano. Sin
embargo, se requieren estudios mas exhaustivos
para establecer con mavor exactitud las necesida-
des de vitaminas en el anciano, algunas de las cua-
les son funcion de la ingesta calorica.

Fibra

La fibra dieténica, o componentes no digesti-
bles del alimento, no es un nutriente en sentido
estricto. No obstante, juega un papel importante
en la utilizacion de los alimentos, va que esumula
la funcionalidad gastrointestinal v puede interferir
en la absorcion de otros nutrientes como minerales
y vitaminas, debiendo ingerir entre 20-30 g/dia.

Fluidos

El agua ¢s un componente primordial de las
celulas y también de los liquidos organicos. La
ingestion de fluidos, en forma liguida o como
constituyentes de los alimentos, es necesaria para
el normal funcionamiento del organismo. En el
anciano sano se recomienda una ingestion entre
1.000-3.000 mL de agua/dia. En los ancianos es
especialmente importante hacer cumplir esta
recomendacion, ya que se trata de un colectivo
que tiende a reducir de manera espontinea la
ingesta de agua por disminucion de la sensacion
de sed, disminucion de la accesihilidad al agua
provocada por mermas en la autonomia fisica y
psiquica, temor a incrementar la mcontinencia
urinaria y dificultades de deglucian.

Preparacion de una dieta
equilibrada

La oterta de una dieta adecuada para el ancia-
no debe hacerse atendiendo a la situacion v las
necesidades personales de cada individuo en con-
creto. Una primera aproximacion para componer
una dieta equilibrada esta basada en el plan de
los grupos basicos de alimentos, agrupados en
funcion del valor nutritivo: 1) leche y productos

lacteos; 2) carne, pescado, legumbres, fruros
secos ¥ huevos; 3) frutas v hortalizas; 4) pan v
cereales, La combinacion proporcionada de los
componentes de estos cuatro grupos basicos de
alimentos facilita la elaboracion de dietas equili-
bradas en los distintos nutrientes.

El seguimiento de este plan asegura niveles
adecuados de todos los nutrientes con excepcion
del aporte caldorico. También en algunos casos
deben comprobarse los niveles de hierro v acido
falico.

Entre las sugerencias, respecto a la nutricion,
que deben hacerse a los ancianos y a las personas
encargadas de su cuidado estan las siguientes:

® Seleccionar alimentos de elevada densidad nu-
tritiva, es decir, con gran variedad de nutrientes,
evitando aquellos que basicamente sélo propor-
cionan calorias (dulces, alcohol, salsas...).

® Evitar alimentos con alto contenido en azicares
sencillos y sustituirlos por hidratos de carbono
complejos v fibra dietérica.

¢ Estimular un ambiente relajado v distendido
durante el periodo de comidas llevandolas a ca-
bo en recintos adecuados.

¢ Evitar la ingesta excesiva de sodio, bebidas al-
coholicas v esnmulantes.

* Fomentar la ingestion de comidas variadas para
asegurar la presencia de todos los nutrientes y
de liquidos, aconsejando los suplementos nutri-
tivos solo cuando se estime necesario.

¢ Estimular el interés por la educacion de los as-
pectos nutritivos relativos a sus necesidades v,
en su caso, la conveniencia de un régimen die-
tenco,

* Vigilar los procesos patoldgicos, prablemas
dentales y psicoldgicos, asi como la situacion
soctoeconomica por su indudable incidencia so-
bre el estado nutritivo.

Una alimentacion adecuada debe procurar el
mantenimiento del peso ideal del anciano, con
una dieta moderada en hidratos de carbono, rela-
tivamente baja en grasas y niveles equilibrados
de proteinas de buena calidad. También se reco-
miendan alimenteos ricos en fibra, minerales y
vitaminas. La leche, carnes, pescados, frutasy
verduras, deben encontrarse con regularidad en
el plan dietetico del anciano.



NUTRICION Y DEPORTE

Introduccion

La alimentacion del deportista debe considerar
las necesidades nutritivas individuales de material
combustible y estructural, asi como de elementos
reguladores en funcion de la edad, el sexo v del ti-
po de actividad fisica desarrollada. Normalmente,
en el caso del deportista habitual, no pueden apli-
carse las ingestas recomendadas ni los objetivos
nutricionales que se aconsejan en individuos no de-
portistas habituales, v esto es tanto mas asi cuanto
mavor es el nivel de practica deportiva.

Entre los mitos mas antiguos, relacionados con
la nutnicion de los atletas, esta el de la consustan-
ciahidad, segin el cual se recomendaba la ingestion
de grandes cantidades de alimentos ricos en protei-
nas (carne, leche y huevos) con objeto de reponer la
masa muscular, que supuestamente se consumia du-
rante el ejercicio. Otro mito nutritivo es el consumo
masivo de pildoras, polvos v pocimas ricos en vita-
minas, para potenciar la eficacia en la obtencion de
energia por el orgamismo a partir de los alimentos,

Algunos errores comunes entre los deportistas
son la baja ingestion de alimentos antes de una
compericion, con objeto de alcanzar un determi-
nado peso, o un consumo excesivo de alimentos,
para asegurar una mayor reserva de material com-
bustible para el ejercicio. Otra equivocacion fre-
cuente es la ingestion de soluciones hiperosmon-
cas con electrolitos o azucares que, en lugar de
tavorecer la rehidratacion, conducen a una reduc-
cion de las reservas hidricas.

Recomendaciones dieteticas

La nutricion del deportista, de acuerdo con los
conocimientos cientificos mas recientes, debe

NECESIDADES DIETETICAS EN EL DEPORTISTA
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aportar cantidades equilibradas de hidratos de
carbono, lipidos, proteinas, minerales, vitaminas
y agua para asegurar tanto su salud como para al-
canzar un adecuado rendimiento v recuperacion
en todo momento de su actividad deportiva.

Energia

La energia necesaria para el metabolismo ba-
sal, la accion termogénica de los alimentos v la
actividad fisica procede de los hidratos de carbo-
no, lipidos v excepcionalmente de proteinas de la
dieta, los cuales a traves de diterentes reacciones
metabolicas pueden acumularse en el organismo,

fundamentalmente como glucogeno y trighiceri-
dos. Estos sustratos son precursores de ATP, lac-
tato, creatin fosfato, etc., cuya utilizacién como
fuentes de energia es funcion de la intensidad, fre-
cuencia v duracion del ejercicio, del entrenamien-
to (forma) y de la dieta seginda por el deportista.

Asi, en reposo, las necesidades de ATP son ba-
jas, de tal forma que se sinteriza suficiente AT a
partir de la oxidacion de grasas con poco consu-
mo de hidratos de carbono; sin embargo, al co-
mienzo del ejercicio y durante un ejercicio eleva-
do, la energia se deriva fundamentalmente de la
degradacion de creatin fosfato v de lactato de for-
ma anaercbica a partir de glucogeno. La glucosa
procedente de la glucogenolisis o gluconeogenesis
hepatica y los acidos grasos de los adipocitos tam-
bién contribuyen al aporte energético durante ¢l
gjercicio.

La actividad deportiva v el entrenamiento
afectan a las reacciones destinadas a la obtencion
de energia a partir de los hidratos de carbono, asi
como a los procesos de glucogenolisis, produccion
anaerobica de lactato, gluconeogénesis y glucoge-
nesis. La utilizacion relativa de hidratos de carbo-

L

5

Necesidades aumentadas en mayor o menor medida segln el tipo de gjercicio

Mecesidades aumentadas, aungue los incrementas seran mas o menos gran-

Mismas recomendaciones gue para [a poblacién general sana
Mismas recomendaciones que para la poblacion general sana

Energia
Hidrates de carbono Segun el tipo y duracion del ejercicio
Proteinas

des en funcion del tipo de ejercicio
Lipidos 30-35% de la energia total consumida
Minerales
Vitaminas
Fluidos Agua y bebidas isotonicas
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no y lipidos como combustble durante el ejercicio
depende tfundamentalmente de la intensidad v du-
racion de la actividad. En general, la utilizacion
de hidraros de carbono se incrementa con la in-
tensidad del ejercicio v disminuye con la duracion
del mismo. Durante ejercicios de alta intensidad v
corta duracion, el glucdgeno muscular almacena-
do v la glucosa sanguinea son los principales su-
ministradores de energia, mediante la via de glu-
colisis anaerobia. A medida que la intensidad se
reduce v aumenta la duracion, los lipidos se con-

vierten en la tuente principal de combustible por
el sistema aerobico.

Un aumento notable de las reservas de gluco-
geno puede que no mejore el rendimiento depor-
tivos sin embargo, concentraciones bajas de glu-
cogeno parecen ser siempre una desventaja. El
incremento de las reservas de glucogeno (recarga
de glucogeno) en periodo de competicion, puede
alcanzarse reduciendo el entrenamiento y aumen-
tando la ingestidn de carbohidratos en los dias
previos a la prueba deportiva.

Hidratos de carbono

Las recomendaciones dietéticas de ingestion de
hidratos de carbono por €l deportista deben con-

siderar el tpo v duracion del ejercicio y también
de las caracteristicas de los glicidos (Tabla 6-1).

Proteinas

Las proteinas de la dieta tienen funciones
estructurales v reguladoras, v también pueden
utilizarse como material combustible. El ejercicio
afecta a los procesos de sintesis y degradacion de
proteinas en funcion del tipo, trecuencia, dura-
cion, etc., del mismo.

El deportista suele tener maveres requeri-
mientos nitrogenados, no selo por la mayor masa

muscular, sino porque hay un mayvor grado de
protealisis muscular debido a la situacion hormo-
nal presente durante el ejercicio fisico. Las deman-
das proteicas, aun siendo siempre mayores, varian
en funcion de la modalidad depornva, dependien-
do del estrés muscular que representa la actividad
deportiva. 5i se calcula el aporte de proteinas en
base al aporte energético las recomendaciones de
proteinas para los deportistas son cubiertas ade-
cuadamente si una vez ajustadas las demandas
energenicas a la actuvidad fisica desarrollada se su-
ministra un 10-15% de la energia a partir de este
macronutriente. En los periodos de crecimiento o
de ingesta de dietas deficientes en energia para al-
canzar un determinado peso, es conveniente vigi-
lar explicitamente el aporte de proteinas, Por otra
parte, la ingesnion de aminoacidos en cantidad
masiva no esta recomendada y en algunos casos
pueden ser incluso toxicos.

Lipidos

La ingestion de lipidos, ademas del suministro
energético, también aporta material plastico v con
fines homeostaticos. El deporte v el entrenamiento
influven sobre los depositos de grasas asi como en
diferentes reacciones de los lipidos (lipohsis, beta-
oxidacion, cetogénesis, etc.). El consumo de lipi-
dos debe adaptarse a las caracteristicas individua-
les del deportista, aunque no existe una evidencia
clara de que estos nutrientes deban aportarse en
proporciones diferentes a las de colectivos com-
parables en cuanto a edad y sexo. Cuando una ac-
tividad fisica requiere un aporte de energia diario
por encima de 4.500 kcal existen dificultades para
ajustar la grasa a 30-35%.

Debe prestarse especial atencion al aporte de
acidos grasos poliinsaturados, especialmente lino-
lerco. La razon es que favorecen la vulnerabilidad
oxidativa, v dado que el ejercicio fisico comporta

g

por sus elevados requerimientos de oxigeno un es-

Tabla 6-1. RECOMENDACIONES DE INGESTA DE HIDRATOS DE CARBONO DURANTE EL EJERCICIO

Recarga de glucogeno Megativa
Bebidas azucaradas [5-10%) {7
Alimentos ricos en H. de C. Negativa [?]

Pasitiva Positiva
Positiva Positiva
Positiva Paositiva



Tabla 6-2. RECOMENDACIONES DE INGESTA DE AGUA DURANTE EL EJERCICIO

Antes de la actividad

Capitulo 6. Nutricion humana

1-2 horas 500 mL Agua
10-15 min hasta 400 mL Agua, zumo de frutas diluido
y bebidas glucosalinas
Durante la actividad
10-15 min 190-250 mL Agua, zumo de frutas diluido
y bebidas glucosalinas
Después de la actividad Reponer perdidas Agua y bebidas diluidas

trés oxidativo, existe un riesgo evidente, al menos
a largo plazo, de enfermedades ligadas a esta si-
tuacion.

Minerales y vitaminas

Los minerales v vitaminas intervienen en dife-
rentes procesos de importancia en la actividad
deportiva. Asi, el fosforo participa en la forma-
cion de ATP, el hierro en el transporte de oxigeno,
el calcio v el sodio en la contraccidon muscular v
conduccion nerviosa, la vitcamina A en la gluco-
geénesis v algunas vitaminas del complejo B en los
procesos de obtencion de energia.

En general, las recomendaciones en minerales
y vitaminas tampoco difieren de las aconsejadas
para individuos sanos, siempre que la ingesta
energética sea adecuada, Sin embargo, la ingesta
de niveles apropiados de minerales v vitaminas
debe ser controlada, particularmente en aquellos
deportistas cuyo peso debe mantenerse dentro de
ciertos limites, como consecuencia de las caracte-
risticas de la propia competicion (vudocas, jine-
tes, gimnastas, halterofilos, etc.), al afectarse el
aporte calorico de la dieta.

Agua

El agua tiene una funcion estructural y tam-
bién participa en el control de la homeostasis cor-
poral (regulacion de la temperatura, equilibrio
osmatico, transporte, etc.). En el caso del ejercicio
fisico, el aporte de agua cobra especial importan-
cia, va que debe cubrir las pérdidas corporales

inherentes al mismo. En caso de no hacerlo, no
solo se ve comprometido el rendimiento deportivo
sino también la salud del deportista. La actividad
deportiva condiciona por tanto la unlizacion vy las
pérdidas hidricas. El organismo debe estar acos-
tumbrado a ingerir liguidos, tanto durante las
sesiones de entrenamiento como durante la com-
petician, para evitar situaciones de deshidratacion
con disminucion del rendimiento deportivo, v no
esperar a tener sensacion de sed {Tabla 6-2).

La primera eleccion es el agua, va que las pér-
didas por el sudor son hipotonicas, aungue tam-
bién ciertos preparados comerciales con cantida-
des controladas de electrolitos, que favorecen la
absorcion de agua, o glucosa (5-10%), pueden
ser consumidos. No obstante, a pesar de la opi-
nion generalizada de que estas soluciones mejo-
ran la capacidad muscular, no se dispone de datos
fiables de su unilidad en el corto periodo que dura
una competicion o encuentro (1-2 horas).

Ayudas ergogenicas

Algunas ayudas ergogénicas, destinadas a me-
jorar el rendimiento deportivo a través de un au-
mento de la produccion de energia, ¢l control del
consumo o de la elevacion del rendimiento ener-

b -
AYUDAS ERGOGENICAS ?
Fisiolagicas lautatransfusion,...]
Biomecanicas lequipamiento,...)
Psicotogicas [grupos,...]

Farmacologicas [autorizadas y prohibidas)
Mutricionales [aminoacidos, vitaminas,..|
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getico no tienen fundamento nutricional. Asi, se
han propuesto los suplementos de aminoacidos v
vitaminas, el aceite de germen de trigo, el polen,
la miel, la gelatina, la carnitina, etc., como posi-
bles ayudas ergogénicas para el deportista, sin
una base cientifica firme, presentando en algunos
casos incluso ciertos problemas de toxicidad.

Una dieta variada y repartida a lo largo del
dia asegura, en la practica, una adecuada distri-
bucion de los nutrientes energéticos: proteinas
(10-15%), lipidos (30-35%) e hidratos de carbo-
no (50-60%), asi como la presencia de vitaminas
v minerales para cubrir las necesidades especificas
del deportista.



CAPITULO 7

Nutricion y estado nutricional

I'&‘FIJ BJETIVOS DEL CAPITULO

1. Definir y comprender los conceptos basicos relativos al estado nu-
tricional y su evaluacion.

N

2. Valorar los factores que condicionan el estado nutricional del indi-
viduo.

3. Identificar los métodos de evaluacion nutricional del individuo,

4. Comprender las condiciones basicas necesarias para interpretar y
valorar el estado nutricional.

5. Identificar las interacciones entre los metodos de evaluacion nutri-
cional y la condicion fisica, mental y fisioldgica del individuo.

M I

ESTADO NUTRICIONAL: CONCEPTOS PRELIMINARES

La evaluacion del estado nutricional de un individuo o colectividad con-
siste en la determinacion del nivel de salud y bienestar desde el punto de vista
de su nutricion y depende del grado en que las necesidades fisiologicas, bio-
quimicas y metabalicas de nutrientes estén cubiertas por la ingestion de ali-
mentos en la dieta. Este equilibrio dinamico entre demandas y requerimientos
esta afectado por factores diversos como la edad, sexo, actividad desarrollada,
situacion fisiologica, situacion patologica, educacion cultural v situacion psi-
casoacial.

En este sentido, la evaluacion del estado nutricional requiere un examen
del peso, la composicion corporal, la condicion fisica y la situacion funcio-
nal de diferentes tejidos v 6rganos. También exige la determinacidn de di-
ferentes variables bioquimicas relacionadas con el metabolismo de los nu-
trientes v el estudio de la calidad v cantidad de los principios inmediatos de
la dieta. Adicionalmente, es conveniente recopilar informacion acerca de la
situacion fisiopatologica, el comportamiento, la educacion y los habitos ali-
mentarios, la prescripcion farmacologica v otros aspectos psicosociales, ge-
neéticos vy ambientales dado que estos factores tambien pueden afectar al es-
tado nutricional.
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Una nutricion equilibrada implica un aporte
adecuado en nutrientes y energia, especifico para
cada individuo, La deficiencia prolongada de un
determinado nutriente conduce a su desaparicion
progresiva en los tejidos, posteriormente a altera-
clones bioquimicas v finalmente a manifestacio-
nes clinicas, caracteristicas de su defecto en la die-
ta. Por otra parte, ingestas excesivas de uno o
varios nutrientes pueden desarrollar situaciones
de obesidad o toxicidad.

L
OBJETIVOS DE LA EVALUACION Q
DEL ESTADO NUTRICIONAL

1. Deteccion temprana y sistematica de grupos
de pacientes con riesgo de malnutrician [por
exceso o defecta).

2. Establecimiento de los valores basales para
controlar la eficacia de diferentes regimenes
dietéticos.

3. Desarrollo de programas de salud y nutricion
para la poblacian.

Con la finalidad de facilitar la valoracion
nutricional, el organismo suele considerarse divi-
dido en seis compartimentos: grasa, piel y esque-
leto, masa extracelular, proteinas plasmaticas,
proteinas viscerales v proteinas somaticas. El
impacto de la nutricion sobre cada uno de estos
compartimentos, estimado mediante diferentes

técnicas evaluadoras, permite establecer un diag-

nostico de las posibles situaciones de malnutri-
€10n, tanto por exceso como por defecto en la
ingestion de nutrientes.

EVALUACION DEL ESTADO
NUTRICIONAL

Un proceso de valoracion exhaustiva del esta-
do nutricional de un individuo o una colectividad
incluye la recopilacion de diferentes tipos de in-
formacion: datos antropometricos vy bioquimicos,
historia clinica y exploracion fisica, historia die-
tética y aspectos psicosociales. No existe, por el
momento, una medida o criterio unico, que per-
mita describir de una forma objetiva la salud 6p-
tima desde el punto de vista de la nutricion, por
lo que el conjunto de medidas v determinaciones,
que integran la valoracién del estado nutricional,
son necesarios para conocer las interacciones en-
tre la situacion fisiopatologica, la situacion psico-
social ¥ la ingestion de nutrientes v su influencia
sobre la composicion corporal, los analisis hema-
tologicos v biogquimicos v las tunciones fisiologi-
cas del individuo (Tabla 7-1).

Medidas antropometricas

Los datos y valoraciones antropométricos
estan basados en la comparacion de distintas
medidas corporales respecto a patrones apropia-

Tabla 7-1. UTILIDAD DE CADA UNO DE LOS TIPOS DE TECNICAS DE EVALUACION
DEL ESTADO NUTRICIONAL

Antropometria

Hematologia y Bioguimica

Histaria dietetica

Historia clinica y examen fisico

Informe psicosocial

Situacion fisiopatologica

Metabolismo de nutrientes

Ingesta de nutrientes

Datos clinicos y anamnesis

Factores ambientales, sociales,
economicos, etc.

Obesidad, desnutricion cronica
y actual
Composicion corporal

Malnutriciones especificas
de nutrientes

Deficiencias y excesos
de aporte de nutrientes

Deficiencias especificas
de nutrientes

Educacion y habitos alimentarios



dos. Estas determinaciones, que permiten cuanti-
ficar algunos de los compartimentos corporales,
deben ser realizados por personal experimentado
y con instrumental adecuado.

Los objetivos mas destacables de la antropo-
metria son: a) evaluacion del estado nutricional,
b) control del crecimiento, desarrollo ¥y madura-
cion y ¢ valoracion del efecto de intervenciones
nutricionales. La informacion antropometrica
permite detectar situaciones de malnutricion de
caracter cronico o actual, que afectan fundamen-
talmente a aspectos energéticos, proteicos y de
composicion corporal.

El equipo necesario para llevar a cabo las
valoraciones antropomeétricas incluye balanza v
tallimetro de precision, compas de medidas del
pliegue subcutineo o lipocalibrador, nonius v cin-
ta metrica inelastica. Para la interpretacion de los
datos obtenidos debe considerarse la edad, el sexo
v el estado tisiopatologico del individuo. Las
medidas antropométricas directas obtenidas con
estos instrumentos son las siguientes:

Peso y altura.

Envergadura del codo o muneca.
Perimetro del brazo.

Pliegues cutaneos: tricipital, subescapular,
supriliaco, bicipital y abdominal.

I

|

Otras variables elaboradas a partir de las
medidas anteriores son:

Complexion.

Superficie corporal v metabolismo basal.
Perimetro y area muscular del brazo.
Indice pesofaltura (indice de Quetelet o
indice de masa corporal).

Porcentaje de grasa corporal.

Indice adiposo muscular.

|

La determinacion de la complexion, la super-
ficie corporal y el metabolismo basal son de inte-
rés como valores de referencia, miuentras que el
resto de los indices aportan fundamentalmente
informacion sobre el contenido en proteinas v
grasas del organismo.

Peso, altura y complexion

Las determinaciones del peso v la altura son
medidas primarias por su sencillez v la informa-
cion que facilitan en la valoracion nutricional. El
peso corporal ¥ la estatura de una persona estin

Capitulo 7. Nutricion y estado nutricional

Tabla 7-2. PUNTOS DE CORTE PARA EL
ESTABLECIMIENTO DE LA COMPLEXION

Pequeria > 104 =110
Media 9.6-10.4 10,1-11
Grande =94 <101

estrechamente relacionadas. Asi, los diferentes
patrones de peso aconsejable han sido elaborados
en funcion de la altura. Otros factores que deben
tenerse en cuenta al comparar estas variables con
las tablas de referencia son la edad, el sexo v la
complexion (Tabla 7-2).

Las determinaciones de peso vy altura deben
realizarse en unas condiciones prefijadas. En
general, en posicion erguida, sin zapatos y con
ropas ligeras. La interpretacion de los resultados
se basa en la comparacion con el valor de refe-
rencia o peso tabulado segin la ecuacion:

% Peso = (Peso “real®™ / Peso “tabulado™) x 100

Valores por debajo del 90% se consideran
como propios de desnutricion moderada, mien-
tras que valores del 110 al 120% o superiores al
120%, como situaciones de sobrepeso u obesi-
dad, respectivamente. En lineas generales, con el
paso de los anos, el peso corporal tiende a aumen-
tar ligeramente.

La complexion se puede establecer por el cri-
terio de la envergadura del codo determinado con
nonius o tambien a partir del cociente entre la
estatura v la circunferencia de la muneca.

Talla {em)

circunferencin de la muficca (cm)

La complexion se estima a partir de la tabla 7-1.

La determinacion del peso, ademas de inter-
pretarse en funcion de la altura, permite detectar
los posibles cambios en el mismo por diversas cir-
cunstancias (enfermedad, envejecimiento, etc.).
El porcentaje de pérdida de peso puede calcularse
por la ecuacion:

{4/~ A Peso = (Peso habstual — Peso actual/
Peso habitual) = 100
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En general, pérdidas de peso superiores al 5%
en un mes o al 10% en 6 meses son indicativas
da desnutricion.

Perimetro del brazo

El valor del perimetro braquial en el punto
medio entre el acromion (apéndice de la clavicula)
y ¢l olecranon (apéndice del himero) constituye
una medida indirecta de los -|.|r:pnh|n1~. de prnteinﬂ
de la persona. La determinacion del perimetro del
brazo (en mm) se lleva a cabo con una cinta
métrica ineldstica (Fig. 7-1),

La interpretacion de los datos se realiza a par-
ur de tablas de referencia y su comparacion con
los valores medios o con el percentil correspon-
diente. Valores inferiores al 90% del valor medio
o situados en percentiles por debajo de 25 suelen
considerarse indicativos de desnutricion modera-
da v valores inferiores al 60% o situados en un
percentil menor de 10, indicativos de desnutri-
cion severa.

Pliegues cutaneos

La determinacion de los pliegues cotaneos en
diferentes partes del cuerpo (biceps, triceps, esci-
pula 0 abdomen) constituye un método practico
y ampliamente utilizado para la prediccion de la
grasa corporal (Fig, 7-2), y en particular de |a grasa

Figura 7-1, Medida del perimetro del brazo

Figura 7-2. Medida del pliegue tricipital con un lipoca-
libre.

subcutinea, que representa aproximadamente el
50% del total,

La técnica para medir el pliegue tricipital, el
mis frecuente en la rutina clinica, consiste en
situar al individuo en bipedestacion o sentado y
aphicar el lipocalibre en el punto medio posterior,
entre ¢l acromion y el olecranon durante tres
segundos. Este compas debe ejercer una presion
constante en la zona del triceps en el momento de
la lecrura, Esta medida se realiza por duplicado v
el valor medio se compara con los valores de refe-
rencia, cuya interpretacion tambien puede hacer-
se con relacion al percentil,

Composicion corporal

Otro de los aspectos mas interesantes para el
conocimiento del estado nutricional, v que ofrece
una mayor dificultad para su evaluacion es la de-
terminacion de la composicion corporal, con par-
ticular referencia al contenido lipidico v proteico.

Existen diferentes métodos para cuantificar
la composicion corporal basados en técnicas
radioactivas (K* y agua tritiada), de conductivi-
dad eléctrica (bioimpedancia), de densitometria,
de activacion de neutrones, etc., que en general
requieren tecnologia sofisticada v de dificil apli-
cacion en estudios rutinarios,

En consecuencia, se han descrito metodolo-
gias alternativas, que indirectamente permiten



evaluar la composicion corporal, en particular los
compartimentos grasos y proteicos, entre los que
sobresalen: el indice de Quetelet (1Q), el indice
adiposo-muscular (IAM) v el porcentaje de grasa
corporal obtenido a partr del pliegue tricipital.

El indice de masa corporal permite detectar
con rapidez las posibles situaciones de malnutri-
cion, y en particular de obesidad, al relacionar
peso v altura segtin la férmula:

IMC = Peso (kg) / Altura® (m)

Este cociente niene una baja correlacion con la
altura, mientras que es relativamente alta con el
porcentaje de grasa corporal. El documento de con-
senso de la Sociedad Espanola para el Estudio de
la Obesidad (SEEDO) establece en la tabla 7-3 la
interpretacion de los valores del IMC,

También se puede estimar el porcentaje de
grasa corporal a partir de los valores del pliegue
tricipital (PT), que se relacionan con la densidad
(), de acuerdo con la ecuacion de Siri:

%o grasa = [(4,95/d) — 4,5] = 100
donde la densidad,

d (varones) = 1,1143 - 0,0618 = log PT
d (muojeres) = 1,1278 = 0,0775 x log PT

Tabla 7-3. INTERPRETACION
DE LOS VALORES DEL IMC

Peso insuficiente < 18,5
Peso normal 18,5-24 %
Sobrepeso grado | 25-269
Sobrepeso grado |l
[prenbesidad] 27-299
Obesidad grado | 30,0-34.9
Dbesidad gade || 35,0-39.9
Obesidad grado Il
[morbidal 40,0-49.5
Obesidad grado IV
(extremal > 50,0
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El contenido de agua corporal de personas
sanas puede ser calculado a partir de la siguiente

ecuacion:

Y Agua {varoncs) = 794 - 0,24 x p (kg) - 0,15 = E (afios)
Yo Agua (mujeres) = 69,8 - 0,20 x p {kg) — L2 = E {afios)

Pruebas bioquimicas
y hematologicas

Los analisis bioguimicos v hematologicos
constituven una parte importante de la valora-
cion del estado nutricional. En esa linea, se han
desarrollado diferentes pruebas ¥ ensavos que
relacionan los niveles de ingesta con el metabo-
lismo de los distintos nutrientes.

Las muestras se obtienen normalmente de san-
gre, orina, heces y, mas ocasionalmente, a partir
de biopsias o tejidos cuyo analisis permite valorar
concentraciones de nutrientes {glucosa, lipides, al-
bumina, minerales, vitaminas, etc.), metabolitos
{urea, creatinina, etc.) o enzimas implicados en di-
terentes vias metabolicas (transaminasas, fostata-
sas, glutanon reductasa, etc.), indices relacionados
con la utilizacion de nutrientes (hemoglobina y he-
matocrito, recuento de eritrocitos, transferrina,
carga de triptofano, etc.}, asi como posibles situa-
ciones de inmunodehiciencia (formula leucocitaria,
pruebas de hipersensibilidad, etc.).

En algunos casos existen ensayos que combi-
nan medidas antropométricas v bioquimicas (in-
dice de creatinina-altura) y pruebas biogquimicas
con informes dietéticos (balance de nitrogeno).

Algunos de los factores que deben tenerse en
cuenta en la valoracion del estado nutricional a
traves de parametros bioguimicos son la edad, el
sexo, la herencia genética, las interacciones entre
nutrientes y entre firmacos v nutrientes, asi como
la situacion fisiopatolagica, Otras limitaciones de
estas pruebas son debidas a la ausencia de ensayos
fiables v sensibles, asi como las dificultades para
establecer los valores limites en algunos nutrientes
y delimitar las vanaciones normales individuales.

En cualquier caso, una prueba o analisis bio-
quimico para la valoracion del estado nutricional
debe reunir las cualidades de sensibilidad, especi-
ficidad v repetibilidad. En la actualidad, los labo-
ratorios dedicados a la valoracion del estado nu-
tricional disponen de equipos v técnicas que
permiten la realizacion de los distintos ensayvos
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con rapidez, gran resolucién y de forma automa-
tizada. Por altmeo, otros criterios para la eleccion
de las pruebas bioquimicas y hematoldgicas deben
estar basadas en la economia y en la sencillez.

Valoracion del metabolismo proteico

La estimacion funcional de los depositos de
naturaleza somatica, mediante pruebas bioguimi-
cas, se fundamenta en las determinaciones de la
eliminacion urinaria de 3-metilhistidina, creatini-
na v del indice creatinina-altura (ICA). La protei-
na visceral puede ser evaluada a partir de analisis
de albimina, transferrina v otras proteinas plas-
maticas (prealbumina, proteina que une retinaol,
etc.). Esta Gltima es una técnica especialmente
impaortante a nivel hospitalario.

En combinacion con datos de la ingesnon de

proteina puede obtenerse el balance de nitrdgeno
(BN

BN = {IP/6.25) — (NU + 4

Siendo:

BN: balance de nitrogeno (g/dia)
IP: ingesta proteica (g/dia)
UN: nitrogeno ureico (g/dia)

A partir de datos de urea y aminodcidos plas-
maticos puede calibrarse la calidad de la proteina
de la dieta. Existen otras técnicas mas sofisticadas
que permiten cuantificar los procesos de sintesis
v degradacion proteica, pero no son de unlidad
en la rutina clinica diaria.

Valoracion del metabolismo
hidrocarbonado

La glucemia basal tras pruebas de carga, junto
con determinaciones de insulina v lactosemia sue-
len ser los indices mas comunes de valoracion bio-
quimica del metabolismo v utilizacion nutritiva
de los glicidos.

Valoracion de metabolismo lipidico

Diferentes estudios han indicado que los nive-
les de colesterol total, HDL-colesterol, LDL-coles-

terol v triglicéridos, junto con la cuantificacion de
las apoproteinas A v B | suelen ser de gran interés
para detectar posibles hiperlipidemias v alteracion
de la unlizacion nutritiva de los lipidos.

Valoracion de la utilizacion
y metabolismo de las vitaminas

La deteccion de la ingestion inadecuada de
vitaminas hidrosolubles del complejo B o altera-
ciones en su metabolismo se lleva a cabo funda-
mentalmente por su cuantificacion en orina, en
sangre o eritrocitos, y también evaluando la acti-
vidad funcional de algunos enzimas, donde estas
vitaminas actuan como coenzimas o cofactores
como transcetolasa eritrocitaria (ttamina), gluta-
tion reductasa {riboflavina), relacion de transami-
nasas (B ] o excrecion de metabolitos como menl-
nicotinamida (niacina), dcide metilmalonico
{vitamina B, ) o dcido iminoformil glutimico
{acido folico).

Los niveles de vitamina C, incluidos en la die-
ta o en suplementos vitaminicos, pueden ser con-
trolados en funcion de los valores de acido ascor-
bico en sangre, en orina ¥ en los leucocitos.

La determinacion de parametros bioguimicos
indicadores del estado nutricional de las vitami-
nas liposolubles A, D v E también ofrece gran
interés, va que la insuficiencia nutricional de estos
nutrientes suele ser relativamente comun. La teéc-
nica de evaluacion del estado nutricional relativo
a estas vitaminas, ademas de su cuantificacion en
plasma y orina, incluven la determinacion de fos-
tatasas alcalinas {vitammna D), la prueba de hemo-
lisis eritrocitaria con H,Q, {vitamina E) v la valo-
racion de la proteina transportadora de retinol
(vitamina A), La vitamina K puede determinarse
a traves de pruebas funcionales (tiempo de coa-
gulacion).

Valoracion de la utilizacion
de minerales

Las técnicas de valoracion del estado nutri-
cional en relacion al hierro, para detectar defi-
ciencias nutricionales o alteraciones metabdlicas,
son muy variadas. Entre las mas sensibles, v por
tanto de eleccion, estan las determinaciones de
ferritina sérica v del porcentaje de saturacion de



la transferrina. También pueden utilizarse el valor
hematocrito, la hemoglobina, la protoporfirina,
el recuento de eritrocitos v el hierro serico como
indicadores de la situacion nutritiva respecto a
este mineral asi como la formula eritrocitaria.

Aungue no existen pruebas bioguimicas rapi-
das y fiables indicativas de la ingestion de calcio
o de alteraciones en su metabolismo, suelen utili-
zarse como indices indirectos el balance de calcio
v el analisis de fosfatasas alcalinas.

La valoracion bioquimica de zinc se basa en el
estudio de los niveles plasmaticos o contenido de
zinc en el pelo, mientras que en el caso del vodo
suelen utilizarse los niveles de proteina plasmatica
transportadora de yodo, el yodo urinario v prue-
bas de la funcion nroidea. El resto de los minerales
pueden evaluarse a través de la determinacion de
sUs concentraciones en sangre u orina.

Pruebas de valoracion de la respuesta
inmune

También se suelen incluir, dentro de las prue-
bas bioguimicas, diferentes ensayos destinados a
determinar la capacidad de respuesta inmune del
individuo, va que la malnutricion suele acompa-
narse de fenomenos de inmunodeficiencia. Las
técnicas de evaluacion del grado de competencia
inmunitaria constituyven un método muy intere-
sante para evaluar, de forma dinamica y global,
el estado nutricional.

Las determinaciones mas frecuentes encami-
nadas a la evaluacion de la capacidad del sistema
inmune son la formula leucocitaria, el recuento de
linfocitos B v T {responsables de la inmunidad hu-
moral v celular, respectivamente) y pruebas de hi-
persensibilidad con diferentes antigenos como
candidina, tuberculina (PPD), dinitrobenceno
(DNTB), estreptocinasa-estreptodornasa (SK-5D),
tricofilina, etc. Otras determinaciones interesan-
tes, pero mas complejas son: el analisis de las pro-
teinas del complemento, de las inmunoglobulinas
v el estudio de proliferacion linfoblastica frente a
diferentes mitogenos.

Historia dietetica

La determinacion de la ingesta de nutrientes
es una de las bases para el estudio del estado nu-
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tricional, va que permite identificar primaria-
mente posibles alteraciones nutricionales causa-
das directamente por una dieta desequilibrada.
En general, la historia dietética no se utiliza es-
pecificamente como medio de diagndstico, sino
como fuente complementaria de informacion pa-
ra ser estudiada conjuntamente con los datos an-
tropomeétricos ¥ bioquimicos v la exploracion fi-
sica (Tabla 7-4).

El registro v la evaluacion de la ingesta dieté-
tica de un individuo o de una poblacién es uno
de los aspectos mas problemaricos v también frus-
trantes de la valoracion nutricional. La dificulead
para cumplimentar un cuestionario de tipo diete-
nico sin influenciar al entrevistado, la imposibili-
dad practica de pesar ¥ conocer exactamente la
composicion de cada uno de los alimentos ingeri-
dos v la incapacidad para recordar los tipos y can-
tidades de alimento ingenidos, son algunas limi-
taciones de esta técnica. También requiere una
cuidada formacion del personal entrevistador v
seleccion de los dias de encuesta.

Entre los métodos empleados para llevar a
cabo la historia dietética estan los siguientes:

Recuerdo de 24 horas.

Cuestionario de frecuencia.

Diario dietético durante 5-7 dias.

Control de compras v consumo de alimentos.

En general, es aconsejable realizar al menos
dos de estos métodos con objeto de detectar posi-
bles lagunas y errores.

La informacion obtenida a parnr de los cues-
tionarios dietéticos debe ser transformada en tér-
minos de cantidades de nutrientes y energia. Esta
conversion se puede llevar a cabo clasificando los
alimentos en funcion de los cuatro grupos basicos
de alimentos, o bien utilizando unas tablas de
composicion de alimentos.

Para la interpretacion de los resultados obte-
nidos con las encuestas dieténicas de una pobla-
c16n dada se procede a la comparacién con las
tablas de ingestas recomendadas (IR o RDA),
mientras que en el caso de individuos aislados
éstas solo sirven como orientacion,

La educacidn v los ingresos econdomicos son
factores importantes en los buenas habitos dieté-
ticos de la poblacion. En ocasiones, se aprovecha
la encuesta dietética para obtener informacion
psicosocial que puede condicionar la ingesta de
alimentos.
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Tabla 7-4. CONTROL DE ALIMENTOS INGERIDOS EN 24 HORAS

Tatal

Racian media 125-250 g

M.* de raciones

Recomendaciones
dietéticas [adulto) i

Evaluacion

B =Baja
A = Adecuada
E = Excesiva

Historia clinica y exploracion fisica

La valoracion del estado nutricional se acom-
pana de una historia clinica en la que se recogen
los datos de identidad, los antecedentes patolagi-
cos, personales y familiares, el tratamiento far-
macolégico, una anamnesis por aparatos v una
exploracion fisica. Otros aspectos que se investi-
gan en la historia ¢linica son las pérdidas de peso
recientes, los problemas gastrointestinales v trau-
matismos, la situacion socioeconomica, las alte-
raciones sensoriales, las drogodependencias v las
enfermedades cronicas con posible incidencia
sobre el estado nutricional.

100-200 g

150-250 g 20-50 ¢ Variable Variable

4 A ? cucharadas

Habitualmente, los signos v sintomas de mal-
nutricion o deficiencia nutricional no son eviden-
tes v su reconocimiento requiere personal medico
especializado. Las situaciones de desnutricion pro-
teica o proteicocalorica son mas frecuentes que
los trastornos asociados con sindromes especificos
por deficiencia de vitaminas o de minerales.

La presion arterial v el metabolismo basal
también se suelen incluir en la historia clinica. Por
tltimo y como se ha apuntado anteriormente, la
historia clinica debe considerar la influencia del
estado nurricional sobre la patogénesis, las enfer-
medades comunes v las deficiencias nutricionales
especificas, asi como cuestiones sobre la mastica-



cion v deglucion, alteraciones de la salivacion,
estado de boca, posibles alergias alimentarias,
apetito ¥ cambios de peso recientes,

Conjuntamente con la historia clinica, la valo-
racion del estado nutricional exige una explora-
cion fisica, donde merecen especial atencion la
piel, el pelo, los dientes, la lengua, las encias, los
labios y los ojos, al ser zonas con elevada capaci-
dad de regeneracion y que pueden evidenciar sig-
nos tempranos de malnutricion. Algunas altera-
ciones nutritivas pueden también manifestarse
con trastornos a nivel gastrointestinal,

A lo largo de la consulta medica y la explora-
cion fisica debe profundizarse en aspectos rela-
cionados con la conducta de alimentacidn, asi
como alteraciones funcionales en los sistemas
neuromuscular, digestivo, cardiovascular y el tep-
do subcutineo, que en ocasiones pueden no ser
evidentes al facultativo ¥ aparecen como conse-
cuencia de entrevistas con familiares cercanos.

En general, las posibles situaciones de malnu-
tricion obtenidas a través del examen fisico e his-
toria clinica han de ser confirmadas por los infor-
mes antropométricos, bioquimicos y dietéticos.

Informacion psicosocial

En la evaluacion del estado nutricional tiene
también importancia el examen del estado psiqui-
co, ¢l comportamiento, la educacion y las actitu-
des frente a la comida, Estos aspectos condicio-
nan, en ocasiones, no solo su estado nutricional
sino también la situacion fisiopatologica.

El estilo de vida, la situacion economica, el
ambiente culrural ¥ factores étnicos, también tie-
nen gran influencia sobre los patrones nutricio-
nales seguidos v deben ser considerados en la eva-
luacion del estado nutnicional.

Una informacion psicosocial detallada permi-
te detectar problemas nutricionales y alertar al
facultativo sobre posibles signos de deficiencias
futuras, por lo que aspectos como la edad, el
sexo, la situacion aivil, las enfermedades y la ocu-
pacion también pueden aportar luz en el asesora-
miento dietetico.
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indices pronéstico

Recientemente, diversos grupos de mvestiga-
dores han intentado correlacionar diferentes
parametros de valoracion del estado nutricional,
con el riesgo de morbilidad ¥ mortalidad de una
determinada poblacion o individuo. Estos crite-
rios o indices prondsticos (IP) orientan sobre el
grado de salud dependiente de la nutricion com-
binando datos antropométricos, bioguimicos,
inmunologicos v clinicos mediante formulas
como la siguiente:

IP=158- 16,6 x A-078xPT-02xT-5,8=<DH
donde:

A: albimina expresada en g/dL

T: transferrina expresada en mg/dL

I'T: pliegue tricipital expresado en mm

DH: respuesta alergénica (DH = 0, anergia;
DH = 1, respuesta 5 mny; DH = 2, respuesta 5 mm)

Con este indice se consideran pacientes de
riesgo nutricional a aquellos con valores del 1P
mavores de 50,

VALORACION NUTRICIONAL |
La valoracién del estado nutricional consiste en
el estudio de la incidencia de |a nutricion sobre la
salud, Una evaluacién exhaustiva a nivel nutricio-
nal debe basarse en la recopilacion de datos
antropomeétricos, bioguimicos y hematolagicos,
asi como de informacion de la explo-
racion fisica, la historia clinica, los cuestionarios
dietéticos y los informes psicosociales, para los
que existen diferentes modelos de protocolos.

La mmtadén del conjunto de estos datos
constituye el criterio mas fiable para el diagnos-
tico de situaciones de desnutricion y obesidad y
para el estudio de las caracteristicas e influencia
del régimen dietético sobre la composicion cnr-
poral [proteina y grasa fundamentalmentel, el

mmhliﬁm de los nutrientes y los procesos
nutricionales o fisiopatolgicos derivados.



CAPITULO 8

Interacciones entre farmacos
y nutrientes

rDBJETWﬁS DEL CAPIiTULO k

1. Definir las caracteristicas y determinantes en las interacciones entre
farmacos y nutrientes.

2. Clasificar las interacciones entre farmacos y nutrientes.
3. Valorar los efectos de las interacciones entre farmacos y nutrientes.

4. Explorar las poblaciones de riesgo y las medidas a tomar para la
prevencion de la aparicién de interacciones entre farmacos y nu-

trientes.
\ o

INTRODUCCION

La administracion de medicamentos con fines terapéuticos v una adecuada
utilizacion nutritiva de los alimentos son elementos esenciales en el tratamiento
de patologias diversas. En este contexto, las interacciones firmacos-nutrientes
hacen referencia a las influencias mutuas entre la alimentacion v las pautas
farmacologicas, que afectan tanto al estado nutricional del individuo como a
la dispomibilidad, segunidad v efecto terapéunico de los medicamentos.

Las interacciones entre farmacos v nutrientes consideran tanto las que
ocurren en los alimentos y medicamentos como aquellas que atectan a la esta-
hilidad o disponibilidad de los componentes de los mismos en el organismo
como consecuencia de compartir rutas comunes en su digestion y liberacion,
absorcion, metabolismo, distribucion v excrecion.

Los resultados de estas influencias en la accion y utilizacion de los firma-
cos v de los alimentos pueden ser beneficiosos, adversos o mocuos, Por otra
parte, algunos nutrientes, particularmente aminoacidos, minerales (Ca, Fe,
ete.) ¥ vitaminas (A, D, niacina, etc.) han sido empleados a dosis farmacoli-
gicas con fines terapéuticos.

En este sentido, los efectos farmacologicos o secundanios de un determina-
do principio activo pueden afectar a la ingestion y merabolismo de nutrientes,
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a sus necesidades nutritivas y al estado nutricional
o grado de salud dependiente de su nutricion,
mientras que algunos alimentos o sus componen-
tes (nutrientes ¥ no nutrientes) pueden modificar
la accion farmacologica de un firmaco por cam-
bios en su absorcion, metabolismo y excrecion.

DETERMINANTES Y FACTORES DE
RIESGO EN LAS INTERACCIONES
FARMACOS-NUTRIENTES

Las interacciones entre farmacos y nutrientes
vienen condicionadas por una serie de determ-
nantes que dependen de tres tipos de variables:

I. Las caracteristicas del principio activo y la
forma farmaceutica.

2. La dieta seguida y estado nutricional.

3. La situacion fisiopatologica del paciente.

Asi, dentro de las interacciones que dependen
del tipo de tratamiento farmacoldgico se incluyen
las propiedades fisicoquimicas, la formulacion,
la posologia v la actividad farmacologica del
medicamento.

El valor nutriivo de la dieta v la distnibucion
de nutrientes ¥ otros componentes de los alimen-
tos, la funcion gastromtestinal, la distribucion
periodica de las comidas y ¢l modo de adminis-
tracion, también pueden afectar a las interaccio-
nes farmacos-nutrientes,

Por tltime, las caracteristicas individuales del
paciente como la edad, el sexo, la herencia gene-
tica, la propia situacion fisiopatologica del enfer-
mo vy su estado nutricional (obesidad, desnutn-
cion, deficiencias, etc.) son facetas que intervienen
en las evenruales interacciones entre los alimentos
v los medicamentos.

Las poblaciones de riesgo respecto a la apan-
cion de interacciones farmaco-nutrientes incluyen
los nifios, las mujeres embarazadas, los ancianos,
los enfermos cronicos v los alcohalicos, debido a
que estos individuos son mas susceptibles de
sufrir alteraciones en los procesos de absorcion,
metabolizacion v excrecion como consecuencia
de una singular situacion fisioparologica.

Orros aspectos que deben considerarse de
riesgo en la emergencia de interacciones son la
duracion del tratamiento, ¢l nimero de firmacos
administrados y las patologias que afectan al trac-
to gastrointestinal, el sistema hepatobiliar ¥ la
funcion renal.

CLASIFICACION DE INTERACCIONES
FARMACOS-NUTRIENTES

Los sistemas de clasificacion de las interaccio-
nes farmacos-nutrientes son multiples. El uso de
bases de datos, partiendo desde diferentes pers-
pectivas, permite un acceso rapido a las interac-
ciones conocidas.

La utilidad de estas bases de datos y de los
diferentes criterios de clasificacion se ha puesto
de manifiesto como elemento de diagnastico ¥
prevencion en la practica clinica, pero tambien
en la investigacion y en la formacion de los pro-
fesionales sanitarios.

CATEGORIZACION DE LA
INTERACCION FARMACO-NUTRIENT

La forma de categorizar las interacciones entre
farmacos y nutrientes mas ampliamente acepta-
da y divulgada consiste en considerar los dos
sigulentes aspectos:

« Influencia de la dieta, nutrientes y estado nutri-
cional sobre la eficacia y sequridad de la res-
puesta farmacolégica.

* Influencia de los medicamentos sobre la utili-
zacion de nutrientes y el estado nutricional.

Algunos nutrientes {niacina, vitamina A, etc.)
administrados en dosis elevadas han sido uriliza-
dos como farmacos en muy diversas patologias,
asi como una serie de preparados acogidos de for-
ma genérica bajo la denominacion de productos
dietéticos, mientras que algunos medicamentos
pueden ser considerados como fuentes de nutrien-
tes (sales calcicas, excipientes, etc.). Tambien
algunos alimentos pueden tener acciones farma-
cologicas, que en general son ligeras, pero que
pueden complementar el efecto terapéutico de
algunos farmacos como es el caso de las cebollas
(accion fibrinolitica), regaliz (retencion de sodio),
especias con salicilatos (analgesia), ercétera.

INFLUENCIA DE LA NUTRICION
EN LA RESPUESTA FARMACOLOGICA

La alimentacion puede incidir sobre la efica-
cia, tolerancia v seguridad de los medicamentos a
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CRITERIOS PARA LA CLASIFICACION
INTERACCIONES
FARMACO-NUTRIENTE

1. Por la localizacion de la interaccion lestoma-
go, intestino, hepatocito, etc.).

2. Por el mecanismo fisicoquimico de la interac-
cidn in vivo e in vitro [adsorcion, precipitacién,
solubilizacién, oxidacion, regulacidn, etc.).

3. Por el grupo farmacoldgico lantibidticos, tran-
quilizantes, etc ).

4. Por los nutrientes implicados [minerales, vita-
minas, etc.).

5. Por la farmacocinética de la interaccion
labsorcion, metabolismo, distribucion, excre-
cion, etc.].

6. Por el grupo de pacientes o poblacion afecta-
dos [diabéticos, ancianos, alcohélicos, etc.l.

7. Por la secuencia temporal de aparicién de
interacciones [inmediata, horas, dias).

8. Por la importancia y trascendencia clinica de
la situacion [adversa/favorable).

9. Por las interacciones farmacodinamicas entre
farmacas y determinados componentes nutri-
tivos y no nutritivos de los alimentos lagonis-
tas y antagonistas).

traves de diferentes mecanismos. Asi, los alimen-
tos pueden interaccionar con los medicamentos a
través de cambios en los procesos de: liberacion,
absorcion, distribucion, metabolismo y elimina-
cion de firmacos, induciendo modificaciones en
la accion farmacologica esperada.

Ademas, las interacciones de nutrientes espe-
cificos, las caracteristicas de la administracion v
tecnica culinaria (volumen, consistencia...), y dis-
tribucion temporal, junto con el estado nutricio-
nal previo del paciente, influyen sobre la eficacia
y segunidad terapéunica,

Liberacion del farmaco

La ingesta de alimentos condiciona el pH, la
motilidad v las secreciones gastrointestinales,
que a su vez pueden modificar los procesos de
disgregacion y solubilidad de los principios acni-
vos de una determinada formulacion. Otros fac-
tores como la forma farmaceutica (solida o liqui-
da), solubilidad del farmaco, el ramano de

particula, la ionizacion v la formacion de com-
plejos también deben ser considerados al estu-
diar la influencia de la alimentacion sobre la
liberacion de farmacos administrados por via
oral.

Absorcion del farmaco

Los alimentos en general o ciertos componen-
tes de los alimentos pueden aftectar a los procesos
de absorcion de farmacos a traves de interaccio-
nes fisicoquimicas o a través de modificaciones
en las condiciones fisiologicas a mivel gastrointes-
tinal, que aumentan, reducen o retrasan su efecto
terapeutico.

Asi, los alimentos alteran la viscosidad y ¢l
pH del medio asi como la torma quimica, la solu-
bilidad v la disociacion de los fairmacos, todo lo
cual incide en su absorcion.

La ingesta de bebidas junto con alimentos
también influye sobre la absorcion a través de
cambios en la disolucion, la osmolaridad, disten-
sion de la pared intestinal v velocidad de transito
gastrointestinal.,

Los cambios fisiologicos ocastonados por los
alimentos en el tracto gastrointestinal y que inci-
den sobre la absorcion de farmacos incluyen: mo-
dificaciones en el vaciado gastrointestinal media-
dos por la composicion de la dieta, su consistencia
vy la temperatura de ingestion; modificaciones en
la motilidad e irngacion gastrointestinal; modifi-
cacion en secreciones gastrointestinales v hepato-
biliares con efectos selectivos sobre medicamentos
de diversa naturaleza (proteinas, lipidos, etc.); ¥
modificaciones en el aclaramiento, persistencia o
biotransformacion a nivel de la mucosa gastroin-
testinal y de los hepatocitos.

En algunos casos concretos pueden existir
interacciones mas complejas en las que se pre-
sentan fenomenos de adsorcion a la tibra por
determinados farmacos, de reacciones de forma-
cion de compuestos insolubles, o incluso de pro-
cesos de competencia por transportadores espe-
cificos.

Distribucion del farmaco

La distribucion del farmaco por el torrente
circulatorio tras su administracion por diferentes
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vias, se realiza fundamentalmente unida a protei-
nas plasmaticas v en menor medida en forma

libre.

La nutricion juega un papel importante en el
control de los niveles de proteinas plasmancas v
el posible desplazamiento de algunos farmacos
por nutrientes especiticos en algunos tipos de
interacciones encontradas en pacientes con des-
nutricion o con edema.

Metabolismo de los farmacos

Algunos componentes de los alimentos pue-
den influir en las reacciones de dxido-reduccion
v conjugacion que fundamentalmente intervienen
en la biotranstormacion de los medicamentos
para facilitar su eliminacion. En este sentido, los
sistemas enzimaticos (oxidasas, conjugasas,...)
que participan en estos procesos de metaboliza-
cion pueden estar inducidos o inhibidas por los
alimentos con un resultado de ineticacia terapéu-
tica o riesgo de toxicidad.

La distribucion de sustratos energéticos (pro-
teinas, lipidos e hidratos de carbono), algunas
vitaminas (C, D), la calidad de la proteina y algu-
nos aminoacidos azufrados, componentes de los
alimentos v bebidas, fibra (metilxantinas, flavo-
nas, indoles,...) son factores que afectan a la eti-
cacia y seguridad de los farmacos.

Asi, dietas hiperproteicas, alimentos ricos en
flaconas (vegetales), indoles (coles, repollos,...),
metilxantinas (té, café), hidrocarburos policicli-
cos (carnes ahumadas y braseadas) nenden a dis-
minuir la vida media del farmaco por aumento
de los procesos de merabolizacion, mientras que
dietas ricas en glhicidos e hiperlipidicas disminu-
ven la actividad enzimatica prolongando el tiem-
po de la accion farmacologica con riesgo de pre-
sentar toxicidad.

Algunos aditivos (BHA, BHT,...) ¥ contami-
nantes (pesticidas, metales,...) también pueden
desarrollar procesos de induccion o inhibicion
enzimatica sobre los procesos de biotransforma-
cion de los farmacos.

Excrecion urinaria

La naturaleza de la dieta (alcalina o aaida)
juega un papel importante en la eliminacion de

firmacos a través de la orina, va que regula los
procesos de reabsorcion a nivel del tibulo renal.

Otro factor de posible interaccion entre far-
macos v nutrientes son los efectos antagonistas
sobre transportadores especificos, que afectan a
la permanencia del farmaco en el organismo.

Estado nutriciunal?[la eficacia
terapeutica de los farmacos

La accion farmaceologica esta en funcion del
estado nutricional o grado de salud dependiente
de la nutricion del paciente en etapas previas. Asi,
la compaosicion corporal (contenido de grasa, masa
magra y agua) juega un papel importante en la dis-
tribucion de formas de naturaleza liposoluble o
hidrosoluble ¥ su efecto terapéunico, mientras que
situaciones de desnutricion proteicocaldrica pro-
vocan una menor degradacion v conjugacidn de
los medicamentos asi como una hipoalbuminemia,
y por tanto una eventual potenciacion de las accio-
nes farmacologicas, con aumento del transporte
de farmacos de forma libre.

INFLUENCIA DE LOS MEDICAMENTOS
SOBRE LA NUTRICION Y EL ESTADO
NUTRICIONAL

Una interaccion de los medicamentos sobre el
aprovechamiento de los alimentos puede resultar
en situaciones de malnutricion por mecanismos
diversos. Asi, los efectos de los medicamentos
sobre la utilizacion de nutrientes pueden ser cla-
sificados en varios tipos de acciones: alteracion
de la ingesta de alimentos; alteracion de la absor-
cion de nutrientes; alteracion en la unlizacion y
metabolismo de nutrientes, vy alteracion en la
excrecion de nutrientes.

Ingestion de alimentos

Algunos medicamentos pueden modificar el
apetito, bien como efecto terapéurtico (anorexige-
nos), o bien como un efecto secundario a su admi-
nistracion. Otros procesos en los que también se
altera la ingestion de alimentos son consecuencia
de cambios en gusto v olfato, inducidos por algu-
nos farmacos o la radioterapia.
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Absorcion de nutrientes

Los medicamentos administrados por via oral
presentan relativamente frecuentes interacciones
en la absorcion de nutrientes que pueden darse a
nivel luminal o en la propia mucosa.

Los efectos luminales de los firmacos inclu-
ven la formacion de complejos insolubles y cam-
bios en el pH, en la motilidad y secreciones gas-
trointestinales, asi como en la produccion de sales
biliares, mientras que los efectos mucosales impli-
can danos sobre el tejido o interferencias compe-
titivas a mivel del sistema de transporte,

Metabolismo de nutrientes

Los principios activos de algunos farmacos
persiguen interferir ¢l metabolismo celular inhi-
biendo algunas reacciones celulares (antineo-
plasicos), mientras que en otros casos estas
mterferencias son consecuencia de efectos
secundarios.

Entre las interacciones descritas acerca de la
influencia de medicamentos sobre el metabolis-
mo de nutrientes se incluyen ciertas antivitami-
nas vy antimetabolitos ¢ inductores o inhibidores
enzimaticos, que afectan el aprovechamiento
nutritivo de los mismos por el organismo (ann-
nutrientes), asi como la inhibicion de la sintesis
de algunos nutrientes a nivel de tlora intestinal
(antibioticos), con lo que aumentan las necesi-

dades.

Excrecion de nutrientes

La excrecion de determinados nutrientes pue-
de estar alterada por la administracion de deter-
minados firmacos a través de diferentes mecanis-
mos, como el desplazamiento de minerales y
vitaminas de sus proteinas transportadoras, feno-
menos competitivos a nivel de la reabsorcion
tubular o formacion de complejos guimicos. En
determinadas situaciones, la excesiva pérdida o
retencion de nutrientes puede ocasionar cuadros
especificos de deplecion (hipocalcenua, hipokale-
mia, etc.) o de toxicidad (hiperkalemia, hiper-
magnesemia, etc. ),

FREDICCII?IH DE INTERACCIONES
FARMACOS-NUTRIENTES:
ASPECTOS PRACTICOS

Las variables que deben considerarse en ¢l
estudio de posibles interacciones entre tarmacos
v nutrientes son: la prescripaion farmacologica.
el régimen dietético v la situacion fisiopatoligica
del enfermo. Por tanto, la prevencion v la evalua-
cion del niesgo de interacciones comprende ¢l
conocimiento de la histornia dieténica v la histonia
clinica de pacientes, incluyendo los tratamientos
farmacologicos previos v actuales.

Las pautas practicas para evitar las interaccio-
nes entre farmacos v nutrientes son las siguientes:

® Seleccionar la posologia de administracion v
pautas del farmaceo de acuerdo a los conoci-
mientos actuales v vigentes.

* Mantener los habitos alimentarios de forma esta-
ble a lo largo del tratamiento farmacologico,

¢ Informar de posibles efectos no deseables, erra-
ticos o la falta de efecto farmacologico del tra-
tamiento,

* Informar de posibles efectos sobre ¢l estado
nutricional.

En este sentido, el médico, la enfermera, el
dienista y el farmacéutico comparten una respon-
sabihidad conjunta en la prediccion v control de
riesgos de las posibles interacciones entre tarma-
cos ¥ nutrientes {Tablas 8-1 y 8-2).

PARMACOS-NUTRIENTES

Las interacciones entre farmacos y nutrientes
son el resultado de influencias fisicoquimicas,
fisioldgicas y fisiopatologicas cuya significacion
clinica puede afectar tanto a la modificacion en la
respuesta farmacologica como a la utilizacion
nutritiva a nuesdemm en la biodisponibili-
dad, metabolismo y excrecion del farmaco o de
El riesgo de interacciones farmacos-nutrientes
depende de las caracteristicas del farmaco, de la
dieta y del paciente, y su prevencion requiere un
adecuado conocimiento de las listas de interac-
ciones y un trabajo conjunto de diferentes profe-
sionales de la salud.
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Tabla 8-1. F.ﬂ.RMACDS QUE AFECTAN A LA UTILIZACION DE NUTRIENTES

Analgésicos
Antiacidos
Antibidticos
Anticoagulantes
Anticonceptivos orales
Anticonwulsionantes
Antidepresivos
Antidiabéticos arales
Antifingicos
Antineaplasicos
Antisépticos urinarios
Anhtuberculosos
Cardio-farmacos
Corticosteroides
Diuréticos

Hipocalesteralemiantes

Hipotensares
Hipouricemiantes
Laxantes

L-Dopa
Parasimpaticoliticos
Sedantes/Hipniticos
Sulfonamidas

Tranguilizantes: Clorpromacing
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Tabla 8-2. EFECTO DE DIVERSOS ALIMENTOS SOBRE LA ACCION FARMACOLOGICA

Alimentos [en general)

Café y Te
Fibra: Salvada, HdC

Harina rica en grasas
Dieta rica en proteinas
Leche y lactens

Harina lacteada
Lumos cltricos
Alimentos salados
Verduras harvidas
Bracoli, nabo, lechuga
Regaliz

Tranguilizanteés
Levodopa
Analgésicos
Cardio-farmacos
Cimetidina
Hidrocortisona
Diuréticos
Nitrofurantoina
Antibioticos
Meurolépticos
Digoxina
Paracetamol
Griseofulvina
Levo y Metildopa
Tetraciclinas
Metatrexato
Quinidina

Cales de Litio
Anticosquiantes
Anticoagulantes

Antihipertensivos
Digoxina
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Agonisma
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Antagonismo
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CAPITULO 9
Investigacion en nutricion:

metodos para el estudio de la utilizacion
y funciones de los nutrientes

4 i

OBJETIVOS DEL CAPITULO

1. Identificar aspectos criticos y factores implicados en la investigacion
nutricional.

2. Seleccionar metodos y tecnicas, asi como modelos animales para de-
terminar la utilizacion de nutrientes y sus funciones,

3. Definir indicadores y marcaderes de la ingesta dietetica y el metabo-
lismo en estudios con humanaos.
9 o

INVESTIGACION Y ANALISIS NUTRICIONAL

La investigacion cientifica orientada a la nutricién tiene como objetivo
comprender los procesos implicados en el equilibrio entre el aporte v los re-
querimientos de sustratos que garanticen la integridad funcional del organis-
mo, incluyendo la homeostasis, crecimiento y reproduccion. El analisis es la
hase mds extendida para la evaluacion nutricional de alimentos v bebidas, los
cuales no solo estan compuestos por nutrientes esenciales (hidratos de carbo-
no, lipidos, proteinas, minerales, vitaminas y agua) que contribuyen al man-
tenimiente de la vida, sino también por factores antinutricionales (fitatos, lec-
tinas, antiproteasas,...) asi como otros compuestos con propiedades saludables
{alimentos funcionales) v con funciones no nutricionales (compuestos volanles,
contaminantes, aditivos,...) con influencia sobre aspectos organolépticos. En
la actualidad hay disponibles muchos tipos de analisis para estimar la compo-
sicion de los alimentos mediante métodos quimicos, microbiologicos v biola-
gicos. Los ensayos quimicos se basan en algunas de las propiedades fisicoqui-
micas de los constituyentes de los alimentos. Una aproximacion icial puede
ser el analisis Weende, por el que se pueden determinar de forma indirecta los
lipidos (extractos con éter), los minerales (cenizas), proteinas (nitrageno 6,25)
v la tibra total, en muestras del extracto seco del alimento, mientras que la di-
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ferencia de peso entre el alimento en origen v la
muestra seca es una estimacion de los carbohidra-
tos solubles o el extracto libre de nitrogeno.

Los datos obtenidos a traves de procedimien-
tos quimicos, biolégicos o microbiologicos se uti-
lizan en la preparacion de tablas de composicion
de alimentos para distintas aplicaciones, Una bue-
na tabla de composicion de alimentos deberia
contener informacion sobre un elevado nimero de
alimentos y nutrientes, pero conviene también que
tengan informacion sobre métodos, calidad de los
datos v muestreo, biodisponibilidad, unidades de
expresion de los nutrientes ¥ estimaciones indirec-
tas, ercerera.

L
TECNICAS DE INVESTIGACION P
NUTRICIONAL

Los proceses involucrados en la utilizacian de

nutrientes, tales como la digestian, absorcion,

metabolismo y excrecidn, asi como las funciones
de los nutrientes, se pueden evaluar y medir
mediante el uso de estrateqgias in vitro e in vive.

- Tecnicas in vitro: utiles para la investigacion en
la utilizacion de nutrientes y en los efectos de
nutrientes y metabolitos sobre las funciones
especificas de sistemas biologicos o tejidos,

- Técnicas in vivo: comprenden dos grandes blo-
ques, la investigacion en modelos animales y
la investigacion en hurnanos. Les resultados
obtenidos en la investigacion con técnicas in

vivo son, en ocasiones, de mayor utilidad, pero
su principal Limitacion es el elevado coste y la

dificultad para relacionar los resultados obte-
nidos con un unico Mecanismo o proceso.

- In situ.
- In silico.

TECNICAS IN VITRO

Los resultados biologicos se pueden predecir,
en algunas ocasiones, mediante procedimientos in
vitro, cuyas principales ventajas son el evitar el sa-
crificio de animales, v el ahorro de tiempao, espacio
v costes, Estos métodos implican la reproduccian
en laboratorio de la funcion i vive. Una limita-
cion de las determinaciones i vitro es que son re-
lativamente poco “fisiologicas™ v los valores ob-
tenidos son por lo general mas bajos que los que
s¢ obtienen en las condiciones de analisis 11 vivo,
lo cual se ha achacado principalmente a las con-

diciones de aporte de oxigeno y sustratos, Sin em-
bargo, a pesar de la existencia de problemas po-
tenciales asociados a la determinacion i vitro de
la unilizacion de nutrientes, se ha obtenido un gran
numero de datos y conclusiones determinantes en
lo relative a las funciones de nutrientes y sus me-
canismos reguladores, proporcionando, en deter-
minados casos, conocer aspectos aislados, sin in-
terferencias, de distintos tipos de células v otros
factores.

En este contexto, la disponibilidad de un de-
terminado nutriente se ha definido como la canti-
dad o el porcentaje de nutriente en el alimento que
se utiliza metabolicamente por el organismo para
las tunciones de crecimiento o mantenimiento. La
aplicacion de procesos enzimaticos de digestion i
vitro, a pesar de presentar algunas restricciones,
ha proporcionado informacion util sobre la dis-
ponibilidad de macronutrientes y fibra dietética
mediante el empleo de tratamientos acidos y alca-
linos, o a través de diferentes proteasas, lipasas v
amilasas. Uno de los experimentos in vitro clasi-
cos para examinar el papel de los jugos gastricos
sobre la digestibilidad de los carbohidratos se re-
aliza mediante el uso de saliva como fuente de en-
zimas. lgualmente, existen métodos para derermi-
nar la digestibilidad real de proteinas ileales v
aminoacidos, que se complementan con técnicas
en bolsa movil de nailon. Las actividades de las
peptidasas especificas, las disacaridasas y las lipasas
se han cuantificado también aplicando raspadaos
de mucosa junto con substratos adecuados.

La publicacion de métodos simples y precisos
para el analisis de aminoacidos ha permitido que
se desarrollen protoceolos fiables que permiten
predecir la calidad de la proteina v su unlizacion.
Estos procedimientos, basados en los analisis qui-
micos de los aminoacidos esenciales en los ali-
mentos, han proporcionado resultados bien co-
rrelacionados con los valores biolégicos. Por
tanto, la puntuacion quimica permite juzgar la
adecuacion nutricional v la unlizacion de alimen-
tos por comparacion de su composicion en ami-
noacidos con la composicion de un alimento de
referencia (generalmente la proteina total del hue-
vo). Algunos métodos clisicos de analisis quimico
para la evaluacian de la calidad de la proteina se
basan en la determinacion de nitrégeno, tests de
solubilidad de proteinas, ensayos microbiologi-
cos, etc. Otros procedimientos i vitro se basan
en la determinacion de la absorcion de nutrientes




a través de preparados de intestino evertido, ani-
llos intestinales, camaras de Using o enterocitos
aislados, métodos que se han empleado con exito
para la determinacion del transporte de azucares,
aminoacidos, minerales y vitaminas, ¥ con algo
mas de incertidumbre para la evaluacion del trans-
porte de materias lipofilas.

El estudio del destino y metabolismo de nu-
trientes tambien se ha beneticiado del desarrollo
de elegantes aproximaciones in vitro, las cuales
han proporcionado informacion sobre ¢l ciclo de
la glucosa, los lipidos, los compuestos nitrogena-
dos, los minerales, las vitaminas vy el agua, asi co-
mo del metabolismo energético en diferentes célu-
las v organos, a traves de marcadores v trazadores
apropiados (compuestos marcados, cambios enzi-
maticos,...). Por tanto, la cinética de diversos pro-
cesos metabolicos (glicolisis, gluconeogénesis, sin-
tesis v degradacion de proteinas, lipolisis v
lipogénesis, etc.) se ha evaluado bajo diferentes
condiciones fisiologicas y nutricionales en higado,
musculo, células rojas, etc. La utilizacion de mar-
cadores radioactivos, métodos de doble marcaje v
técnicas de microinyeccion, asi como los protoco-
los de liberacion de nutrientes no 1sotopicos, ha
proporcionado informacion valiosa sobre los ci-
clos de nutrientes v sus funciones. Como ejemplo,
las preparaciones celulares, como las de adipositos
aislados, han permitido demostrar el papel de nu-
trientes especificos en la lipolisis v lipogénesis,
mientras que la participacion de precursores de glu-
cosa como el lactato en la gluconeogénesis se ha in-
vestigado en hepatocitos aislados. La disponibili-
dad de células como los preadipocitos 3T3-L1,
células Caco-2 obtenidas de preparados de cincer
de colon, lineas celulares del hepatoblastoma hu-
mano Hep(i2, etc.. ha facilitado la reproducibilidad
de numerosos estudios relativos al metabolismo y
las funciones de los nutrientes. También el empleo
de fracciones subcelulares (mitocondrias, etc.)
puede resultar de utilidad.

Ademas, la estimacion de la sintesis y degra-
dacion de macronutrientes se ha conseguido llevar
a cabo por los investigadores gracias a la aplica-
cion de una gran variedad de estrategias, incluyven-
do los tejidos perfundidos, la incubacion de teji-
dos intactos, cultivos de arganos, sistemas libres
de células, etc. Los cambios en la concentracion
enzimatica v las tasas de formacion v degradacion
de enzimas, asi como la actividad enzimanca de
moléculas clave han producido datos valiosos re-
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lativas al papel v utilizacion de los nutrientes a ni-
vel tisular. La mavoria de los estudios han emple-
ado tejidos de rata, aunque para objetivos especi-
ficos también se han utilizado muestras biologicas
procedentes de otros animales, La diversidad de
las preparaciones que se usan permite tener flexi-
bilidad para el analisis i vitro de los procesos me-
tabolicos. Ademas, los efectos de inhibidores es-
pecificos, hormonas u otras sustancias se pueden
examinar facilmente junto a los nutrientes en pre-
paraciones in vitro. En muchas ocasiones, estos
efectos se pueden estudiar utilizando el parea-
miento en el disenio del experimento y aplicando
un analisis estadistico de muestras pareadas, ob-
teniendo de este modo una mayor eficacia estadis-
tica y una mavor fiabilidad en las medidas.

En los ensayos relacionados con la defensa ¢
inmunocompetencia también se unilizan de modo
generalizado técnicas i vitro, para poder evaluar
el grado de implicacion de determinados nutrien-
tes en la homeostasis del organismo. Por consi-
guiente, se ha desarrollade un grupo de pruebas
para identificar y cuantificar distintas subclases de
linfocitos mediante las técnicas de aislamiento de
celulas del sistema inmunoldgico. Ademas, las
funcion linfocitaria, como indicador del papel de
los nutrientes, se puede evaluar a través de las res-
puestas i vitro de los linfocitos frente a mitoge-
nos especiticos, como la concanavalina A, la tito-
hemaglutinina, etc., o nutrientes (aminoacidos,
acidos grasos, minerales,...). Un grupo control se
debe incluir siempre que sea posible, va que la res-
puesta inmune puede estar regulada por factores
£ENENCos,

La microscopia optica €s una herramienta po-
derosa en los laboratorios actuales. De hecho, el
examen visual de un tejido sometido a diversas
condiciones nutricionales puede llevar a nuevos
descubrimientos en las relaciones estructura-tun-
cion. Del mismo modo, se aplica habitualmente el
marcaje mediante anticuerpos o ¢l marcaje de
compuestos especificos. La localizacion a nivel ce-
lular de determinadas proteinas afectadas por la
manipulacion de nutrientes es otra de las técnicas
habitualmente aplicadas. Ademas de la utilizacidén
de la inmunohistoquimica con anticuerpos espe-
cificos, las técnicas de hibndacion in site de cDNA
marcado con el tejido en estudio se pueden usar.
Obviamente, estas técnicas pueden aportar infor-
macion cuantitativa, asi como la localizacion den-
tro del tejido de la zona donde puede producirse
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¢l cambio de la expresion de los transcritos en fun-
cion de los cambios nutricionales, La microscopia
electronica permite la observacion detallada de or-
ganelas celulares como las mitocondrias, que ge-
neralmente no son visibles por microscopia opti-
ca. Sin embargo, el numero de nutricionistas que
emplean estas herramientas es mucho menor.

La implicacion de receptores especificos en las
funciones nutricionales de la vitamina B, deriva-
dos del retinol, etc., puede estudiarse mediante el
uso del mérodo Scarchard, que proporciona infor-
macion sobre el impacto de la nutricion en el nii-
mero v la afinidad de receptores. De manera com-
plementaria, la caracterizacion de mensajeros
secundarios v mediadores a nivel citosolico v nu-
clear es interesante para identificar influencias
tanto beneficiosas como deletéreas, asi como los
mecanismos de nutrientes especiticos en aspectos
relacionados con la nutricion.

Los ensavos microbiologicos utilizan bacterias
v otros microorganismos como material de ensayo,
lo cual requiere menos tiempo para realizar que
los ensayos biologicos con animales, aunque el ele-
mento que se quiera evaluar debe ser previamente
extraido del alimento que lo contiene para luego
poder adicionarlo al medio de crecimiento. Algu-
nos ensayos microbioldgicos se han utilizado para
evaluar, en unidades internacionales, ¢l contenido
en vitaminas de alimentos, como por ejemplo el
Lactobacillus viridescens o fermenti (tiamina),
Lactobacillus casei (acido télico y riboflavina),
Streptococens zymogenes (riboflavina), Lactoba-
cillus plantariom (acido nicotinico, biotina y acido
pantoténico), Saccharomices calsbergensis (vita-
mina By acido pantoténico) y Lactobacillus
letchmani (vitamina B ). Los hongos, protozoos
v levaduras también se han utilizado como herra-
mientas analiticas, al igual que productos de los
microorganismos (enzimas). También estan dispo-
nibles numerosas técnicas inmunoquimicas para la
identificacion ¥ cuantificacion de constituyentes
alimentarios especiticos.

La aplicacion de técnicas de biologia molecu-
lar en sistemas de cultvos celulares v tisulares ha
proporcionado a los investigadores unas podero-
sas estrategias para evaluar v establecer las rutas
metabolicas v el papel regulador de los compo-
nentes NULritivos ¥ no nutritivos de los alimentos.
Por tanto, el uso de la inmunoprecipitacion Nor-
thern, Southern ¥y Western para cuantificar RNA,
DNA vy proteinas especificos en los tejidos como

respuesta al aporte de nutrientes, son una herra-
mienta habitual en laboratorios de nutricion. La
influencia de algunos nutrientes o de las condicio-
nes nutricionales sobre la dindmica ribosémica,
asi como en procesos de hiperplasia e hipertrotia
celular han sido estimados a través de valores de
RNA, DNA o del ratio proteina/DNA, respectiva-
mente.

Los sistemas subcelulares como las mitocon-
drias, los lisosomas, el niacleo, etc., se han selec-
cianado especificamente para caracterizar las fun-
ciones individuales de diferentes minerales,
vitaminas v otros nutrientes (dcidos grasos, ami-
noacidos, etc.), dado que algunos componentes ¥
senales dieténicas pueden controlar la expresion de
proteinas a traves de determinados procesos trans-
cripcionales v postranscripcionales. Por ejemplo,
los acidos grasos, el dcido retinoico v el colecalci-
terol tienen receptores nucleares especificos, Co-
mo respuesta a la activacion del ligando, los re-
ceptores interaccionan con secuencias especificas
de reconocimiento del DNA de un gen en particu-
lar, provocande la estimulacion o inhibicion de la
tasa de transcripeion de dicho gen. Datos recientes
sugieren también que los hidratos de carbono v

BIOLOGIA MOLECULAR EN LA
INVESTIGACION NUTRICIONAL

El enfoque de la biologia molecular ha permitido
numerosos descubrimientos jn witro que implican
funciones de los nutrientesin wvoa nivel genético.
La reaccion en cadena de la polimerasa [PCR en
ingles) permite la amplificacion de DNA mediante
termocicladeres y los estudios de transfeccion
implican la insercion de DNA en células para exa-
minar las funciones y el metabolismo de los
nutrientes. De hecho, lineas celulares especificas
gue no pueden expresar un gen en parficular pue-
den ser transfectadas con DNA conteniendo el
promotor de dicho gen o incluso el propio gen,
para poder estudiar las interacciones de diversos
nutrientes sobre la expresion de ese gen en con-
creto. En cualquier caso, la funcion de los nutrien-
tes a nivel celular y genetico debe ser mas estu-
diado y proporcionar resultados en profundidad.
La regulacion genetica a traves de la Nutricion se
ha comprobado en diferentes tejidos y celulas ais-
lados, utilizando los indicadores y marcadores
mas apropiados para los niveles de expresion
genética del RNA, cuya informacion puede multi-
plicarse a traves de "microarrays” in vivo.




los acidos grasos poliinsaturados pueden regular
el contenido citosdlico de transcritos especificos
mediante la regulacion de algunos de los procesos
implicados en la maduracion del RNA mensajero.
Otro ejemplo seria la traduccion del mRNA de la
ferritina v la estabilidad del mRNA del receptor
de la transferrina, cuva regulacion se ha demos-
trado recientemente condicionada por la concen-
tracion de hierro en el citosol. De un modo simi-
lar, otras areas de la investigacion molecular
frecuentemente aplicadas por los investigadores
nutricionales son la medida de la abundancia de
mRMNA, la caracterizacion de factores de trans-
cripeion nuclear v el reconocimiento de secuencias
especificas de DNA v polimorfismos implicados
en la etiologia de enfermedades nutricionales.

MODELOS ANIMALES
EN INVESTIGACION NUTRICIONAL

Los animales se emplean como proveedores
de productos biologicos como hormonas, anti-
cuerpos, etc., pero también existen modelos para
el estudio de respuestas v procesos bioldgicos re-
lacionados con la nutricion. Por tanto, diversos
sistemnas animales se han empleado para medir la
utilizacion v el destino de los nutrientes ademas
de investigar las funciones de los nutrientes. Por
consiguiente, una parte de nuestros conocimien-
tos en relacion a la nutricion derivan de la expe-
rimentacion animal, que son frecuentemente ex-
trapolados al hombre. Por tanto, en numerosas
ocasiones el animal sirve como sustituto del hom-
bre v se refiere al mismo como modelo animal.

La significacion de los resultados derivados de
los experimentos con animales depende de la se-
leccion de un modelo animal adecuado, los cuales
se han caregorizado en cuatro grupos: modelos
amimales individuales (por ejemplo, administra-
cion o ausencia de un nutriente ): modelos anima-
les espontaneos (por ejemplo, modelos genéticos
de intolerancia de nutrientes); modelos negarivos
(por ejemplo, animales insensibles a la carencia de
vitaminas como la vitamina C); v modelos huér-

:

fanos (por ejemplo, animales con un genotipo es-
pecifico homologo al presente en humanos). En
cualquier caso, la extrapolacion de datos desde los
animales a los humanos deberia realizarse siempre
con prudencia, al igual que deberia llevarse a cabo
la seleccion de animales basindose en considera-

Capitulo 9. Investigacion en nutricidn m

ciones éticas, cientificas y practicas. La variabili-
dad intrinseca en las respuestas de los animales se
puede reducir unlizando cepas i1sogénicas, selec-
€10n genética, v seleccionando animales especifi-
camente libres de algun patogeno, asi como reali-
zar un control ambiental ¥ nutricional, seleccionar
una muestra uniforme, aclimatar a los animales,
seleccion imparcial v muestreo apropiado.

L
ETICA DE LA INVESTIGACION \7
ANIMAL

El uso de animales se debe realizar siguiendo las
regulaciones apropiadas para experimentacion
animal que estén en vigor, segln la legislacion
local, nacional o internacional [Acta de crusidad
hacia los animales, Acta de bienestar animal,
Guias para la experimentacion animal, Directivas
europeas, etc.), las cuales implican la existencia
de instalaciones adecuadas, alojamiento y cuida-
dos dignos, alternativas a procedimientos de
anestesia y eutanasia de los animales, registro,
abastecimiento de animales y requlacion par par-
te de Comités de Etica de Investigacion.

Las ratas al destete o las sexualmente maduras
de diferentes cepas son los modelos animales mas
utilizados, aunque también se han alimentado ra-
tones, pollos, cerdos de guinea, perros, ovejas, cer-
dos, truchas, bueyes o primates, entre otras espe-
cies, con fines de investigacion nutricional en todo
el mundo. La seleccidn de animales especificos pa-
ra utilizar en ensayos depende de la disponibilidad
de especies, la facilidad para alimentarlas en con-
diciones de cautividad, la facilidad de manteni-
miento, si se ha utlizado previamente para estu-
dios similares v la posibilidad de extrapolar los
resultados a otras especies.

La composicion del alimento o el contenido en
nutrientes del mismo se determina mediante la res-
puesta de los animales a su ingesta en relacion al
peso corporal, crecimiento de Grganos v tejidos
o/y otros criterios particulares como la prevencion
o tratamiento de determinados sintomas, el nivel
de nutrientes especificos en sangre u orina, etc. La
utilidad de los ensavos con animales esta limitada
debido al elevado coste, trabajo v tiempo, aunque
la principal ventaja es que proporcionan pruebas
reales sobre la existencia de respuestas biologicas.
En el diseno v desarrollo de estudios con alimen-
tos en modelos animales, es importante asegurarse
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de que las condiciones experimentales son idénti-
cas para todos los animales. Por tanto, el equilibrio
endocrino, maduracion, edad v el estado nutricio-
nal previo se deberian tomar en consideracion ade-
mas de realizar el muestreo aleatoriamente, esta-
blecer criterios de tamano muestral v conocer las
caracteristicas del modelo animal.

La ingesta de alimentos es otra de las informa-
ciones que se pueden obtener a partir de los ensa-
yos con amimales, lo cual puede contribuir a expli-
car distintos resultados realizados en diferentes
condiciones experimentales. El balance metabolico
es el resultado de la ingesta menos el rendimienta,
v refleja la canndad de un determinado nutriente
retenido por el organismo, pero también refleja po-
sibles cambios en la composicion corporal, los cua-
les pueden ser valorados mediante métodos quimi-
cos directos o a través de métodos indirectos (por
ejemplo, la conductividad eléctrica o energética).

En los estudios nutricionales, las dietas de los
animales de laboratorio se clasifican, en funcion
del grado de refinado de los ingredientes, como
dietas naturales (formuladas con maiz, legumbres
v vegetales, pescado, erc.), dietas quimicas (solo
con productos quimicos) v dietas purificadas
(combinando ingredientes naturales, productos
quimicos y nutrientes refinados). Las variaciones
en la composicion de la dieta son a menudo la cla-
ve para el diseno de experimentos nutricionales.
En este contexto, se pueden aplicar distintos regi-
menes de alimentacién a los animales de labora-
torio siguiendo criterios cientificos: ad libitum,
donde los animales tienen libre acceso a la comi-
da, o alimentacion controlada, donde los animales
pueden comer una cantidad limitada de comida
(alimentacion restringida) o donde los animales
reciben tanta comida como pueden comer (ali-
mentacion forzada). Un forma especifica de ali-
mentacion restringida es la alimentacion pareada
(pair-fed), en la que se mide la ingesta de unos ani-
males control para igualar la ingesta del grupo de
experimentacion al dia siguiente. La ingesta o el
abastecimiento de nutrientes se puede realizar de
forma oral, intravenosa, intraperitoneal o median-
te herramientas especificas {sondaje, estereotaxis,
etc.). Del mismo modo, la alimentacion especifica
con una seleccion de alimentos o ingredientes,
pueden llevar a la obtencion de modelos especiti-
cos inducidos por la dieta de obesidad (dieras de
cateteria) o hipercolesteralemia (dietas ricas en
grasas saturadas,...).

Los ensavos de digestibilidad en experimentos
animales pretenden evaluar la porcion de alimento

o de nutriente consumido que no es excretado a
traves de las heces y que se asume que ha sido di-
gerido por el animal. En este contexto, la digesti-
bilidad aparente de un macronutriente se puede
calcular del siguiente modo:

|Imacronutricnte - macronutriente, )/

| x 100

slimenta

macronutricntc altiasktis

La digestibilidad real, sin embargo, toma en
consideracion las sustancias secretadas en el intes-
tino ¥ que no se reabsorben, v se estima de este
modo:

macronutricnte = |macronutricnte

alimenta alimenta

— macronutricntc = 100) / macronutricnte

secretaddo alimentn

En un ensavo de digestibilidad, una medida
precisa de la ingesta de alimento v de la elimina-
<ion por hecesforina es muy importante, Para este
tipo de ensayos, los animales se deben instalar en
jaulas metabalicas o en otros artilugios que ase-
guren la validez del ensavo. Para experimentos lle-
vados a cabo con aves, la determinacion de la di-
gestibilidad es complicada dado que la excrecion
de orina v heces es simultanea. En algunas circuns-
tancias, debido a la falta de equipamiento adecua-
do o a la naturaleza del ensayo, se pueden utilizar
marcadores no digeribles.

El crecimiento v la composicion corporal tam-
bien se emplean con frecuencia como criterios pa-
ra la evaluacién de la utilizacién de nutrientes.
Una curva de crecimiento se representa interpo-
lando los cambios en el peso corporal frente al
tiempo, aportando informacion sobre el resultado
general de una exposicion nutricional, la cual se
puede complementar mediante la estimacion de
las rasas medias absoluta y relativa de crecimien-
ta, equivalencias en crecimiento segun la edad,
ete. Actualmente se dispone de equipos de densi-
tometria (DXA) y resonancia magnética nuclear
(RMN) para evaluar la composicion corporal de
pequenos animales.

Otras aproximaciones buscan principalmente
establecer los cambios en el contenido de nutrien-
tes en el organismo de los animales como respues-
ta 4 una dieta o una comida que contiene el nu-
triente o el alimento estudiado. Mientras que los
niveles de nutrientes en los cuerpos de los anima-



les sacrificados se pueden medir de forma directa,
practicamente todas las medidas de los niveles de
nutrientes en animales vivos dependen en gran
manera de métodos indirectos. Existen basica-
mente dos aproximaciones para la estimacion de
los cambios en el contenido de nutrientes en ani-
males vivos. La primera aproximacion implica la
medida de los cambios de peso (ganancia o pérdi-
da), directa ¢ indirecta, producidos en el animal.
Los ensayos realizados en animales enteros, ba-
sindose en esta aproximacion, para el analisis de
la proteina dietética ¥ la energia incluyen el ratio
de eficacia de la proteina (PER, en inglés), ratio
de proteina neta (NPR | y ensayos multinivel como
los ensayos de razon de la pendiente v energia neta
(NE, en inglés). La segunda aproximacion para la
estimacion de los cambios en ¢l contenido de nu-
trientes del cuerpo implica medidas de la ingesta
y salida de nutrientes del cuerpo a través de los es-
tudios de balance. Los ensayos con animales ba-
sados en esta aproximacion para el analisis del
metabolismo proteico y energético incluyen los
balances de nitrogeno y de energia, el valor biolo-
gico (BV, en inglés), unlizacion neta de la proteina
(NPU) v energia neta (NE).

Otras estrategias, conocidas como ensayos de
deplecion-replecion se basan en la induccion de
una deficiencia, la cual es seguida por la monito-
rizacion de la recuperacion de niveles basales.
Otra medida del valor energético de un alimento
es la energia metabolizable, que corresponde a la
energia digerible de una comida menos la energia
de esa comida que se ha perdido a traves de la ori-
na ¥ los gases combustibles.

La sangre total o una fraccion de la misma
{leucocitos, eritrocitos, etc.) son materiales de
biopsia para la evaluacion nutricional que se em-
plean habitualmente para estimar los niveles de
un nutriente o sus metabolitos, aunque otros Hui-
dos como la orina, saliva v el liguido amniotico,
u otras muestras, como el pelo, piel, unas, muco-
sas, etc., también se pueden analizar, Los analisis
de laboratorio de estas muestras pueden aportar
informacion especifica v valiosa sobre la utiliza-
cion v funciones de los nutrientes. Un procedi-
miento alternativo consiste en analizar la tasa de
excrecion urinaria, que refleja el contenido del
cuerpo o el tamano del tejido de almacenamiento.
La excrecion urinaria de algunos aminoacidos co-
mo la 3-metlhistidina o la hidroxiprolina son in-
dicadores de la degradacion de proteinas mioti-
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brilares o de la degradacion de colageno, respec-
rivamente.

Algunos examenes funcionales informan so-
bre el impacto de la nutricion global para que las
células, tejidos v drganos puedan realizar las fun-
ciones biologicas dependientes de nutrientes es-
pecificos. Los niveles plasmaticos de minerales,
vitaminas v sus metabolitos suelen ser buenos in-
dicadores de la ingesta de nutrientes, asi como la
excrecion urinaria de los mismos. Ademas, los ni-
veles circulantes de hemoglobina, el hematocrito,
las proteinas plasmaticas, insulina, glucosa, cuer-
pos cetonicos y otras moléculas presentes pueden
contribuir a obtener informacion sobre ¢l destino
de un determinado nutriente. Otros analisis con-
llevan el analisis de la produccion anormal de me-
tabolitos o los cambios en la actuvidad de deter-
minadas enzimas v componentes de la sangre
dependientes en un nutriente especifico. Estos en-
savos pueden medir funciones fisiologicas que se
ven afectadas por nutrientes especificos y que
contribuyen al conocimiento cualitativo y cuan-
ttativo de rutas metabolicas especificas. Algunos
de los factores que pueden confundir en la inter-
pretacion de los analisis de laboratorio son la re-
gulacion homeostatica, las varaciones diurnas,
enfermedades, edad, sexo v la interaccion de nu-
trientes, asi como las caracteristicas del metodo
analitico.

El recambio y el deposito de nutrientes en los
animales han sido convenientemente estudiados
utilizando marcadores isotopicos que se han ad-
ministrado en alimentos marcados, y por técnicas
de medida de la composicion corporal con apara-
tos simples o mas sofisticados (ultrasonidos,
bioimpedancia, etc.), mientras que las aproxima-
Clones en Inmunocompetencia proporcionan in-
formacion sobre las propiedades funcionales de
algunos nutrientes, principalmente en animales
deficientes o deplecionados. Los valores de con-
sumo de oxigeno vy produccion de CO, aportan
datos utiles sobre el metabolismo energético (tasa
metabolica basal, termogenesis inducida por ali-
mentos, etc.), si se emplea un equipamiento v unas
instalaciones adecuadas. Por consiguiente, la oxi-
dacion de macronutrientes (grasas, carbohidratos,
etc.) se puede evaluar mediante el calculo del co-
ciente respiratorio (CR = consumo de COJO,)
ademds de aplicar ecuaciones especificas para ¢l
aporte energetico de cada sustrato. La temperatu-
ra corporal v la medida de disipacion de calor



m Parte I. Fundamentos tedricos

también pueden aportar informacion valiosa so-
bre el metabolismo de nutrientes v el estado nu-
tricional en situaciones de infra o sobrealimenta-
cion asi como del gasto energético.

Las especies de animales modificados genética-
mente son cada vez mas habituales en la investiga-
ci6n en nutricion, Tanto la presencia de un potente
promotor unido a un gen de interés como la dele-
cion de un gen determinado mediante el bloqueo
de una secuencia de exones, a través de modelos
transgénicos ofrecen nuevas perspectivas para el es-
tudio de las funciones de los nutrientes. El modelo
transgenico en €l que un gen determinado ya no se
expresa se conoce como modelo krock-out. Por
ejemplo, el receptor activado de proliferacion de
los peroxisomas alta (PPARa) no se expresa en un
modelo knock-out de raton, produciendo como re-
sultado una acumulacion de grasa. Dichos modelos
representan un interesante escenario para encontrar
respuestas a cuestiones basicas en todo el organis-
mo, Ademas de modelos knock-out o de sobreex-
presion de genes del animal completo, es factible
crear estos modelos donde el evento genético se
produzca de modo aislado, en uno o mas drganos.

La seleccion del examen de laboratorio que de-
be ser empleado en modelos ammales deberia tener
en cuenta la precision, exactitud, especificidad ana-
litica v sensibilidad, el valor predictivo v su validez.
Todas las técnicas pueden estar sujetas tanto a erro-
res aleatorios como sistematicos de medida. El per-
sonal que va a utilizar estos procedimientos debe
ser formado para utihzar tecnicas validadas y pro-
tocolizadas, las cuales deben estar continuamente
monitorizadas mediante procedimientos de calidad
apropiados. Los requerimientos dietéticos v las
pautas éticas se deberian tener siempre en cuenta.

ESTUDIOS NUTRICIONALES
EN HUMANOS

Gran parte de los experimentos nutricionales
v la metodologia de investigacion descrita para
modelos animales se puede aplicar en seres huma-
nos. Sin embargo, en determinadas ocasiones se
prefieren los estudios con animales por razones
practicas, aunque en otras es necesario llevar a ca-
bo el estudio directamente en humanos, debido a
la dificultad en la extrapolacion de datos. En am-
bos casos, se deben seguir v cumplir las regulacio-
nes v pautas éticas adecuadas.

Por tanto, los estudios de digestibilidad v ba-
lance de nutrientes deberian realizarse en huma-

nos, para evaluar especificamente la utihizacion de
alimentos v las funciones de los nutrientes. Otras
aproximaciones experimentales cuyo objetivo es
identificar el destino de los nutrientes y cuantifi-
car la velocidad de diferentes rutas metabolicas se
han beneficiado por la creciente aplicacion de iso-
topos estables como marcadores cinéticos en la
utilizacion de nutrientes. La mayoria de los ele-
mentos existen en una forma estable con una
abundancia natural muy baja, como por ejemplo
el ¥C, "N, IH, 0, Zn, etc., los cuales se pue-
den utilizar como rrazadores cuando se incorpo-
ran a ciertas moléculas o sales en alto grado. La
ventaja evidente de la utilizacion de 1s6topos es-
tables es que los métodos no invasivos son cada
vez mas requeridos ericamente, y ademas no pro-
ducen radiaciones 1onizantes, aungue su determi-
nacion requiere equipamientos de espectrometria
de masas, v numerosos isotopos estables son aun
muy caros. Las aplicaciones que ofrecen los 1s6-
topos estables se han explotado desde hace poco
tiempo en los estudios de los ciclos de nutrientes,
compaosicion corporal y metabolismo energerico,
pero también para estudiar la utilizacion de vita-
minas y minerales. En los tltimos anos, los méto-
dos de doble marcaje para estimar el gasto ener-
getico en humanos han recibido mucha atencion
como complemento de las medidas de calorime-
tria directa e indirecta, sobre todo en condiciones
de vida libre. Tambien se puede obtener informa-
cion adicional sobre el gasto energético mediante
la monitorizacion del ritmo cardiaco, cuestiona-
rios validados de actividad fisica y protocolos de
bicarbonato marcado. El uso de unidades meta-
balicas v un control estricto de indicadores meta-
bolicos es necesario en algunas situaciones expe-
rimentales. La medida exacta de la ingesta
energetica a través de diferentes aproximaciones
también es de alto interés en los estudios metabo-
licos, asi como el control del apetito con escalas
validadas.

Los datos de ingesta de alimentos se obtienen
para numerosos fines, incluyendo la estimacion de
la adecuacion de dietas individualizadas y para
grupos de poblacién, v la investigacion de las re-
laciones entre la dieta, la salud v el estado nutn-
cional, asi como para la evaluacion e implemen-
tacion de programas nutricionales v otros temas
de salud piblica.



La estimacion de la ingesta dietética conlleva
la recogida de informacion sobre la cantidad de
alimentos consumidos y, usande los valores de las
tablas de composicion de alimentos, el calculo de
la energia v el contenmido de nutrientes de dichos
alimentos. Por tanto, el consumo dietético de los
individuos o grupos, se convierte en ingesta de nu-
triente mediante bases de datos de alimentos v, en
s caso, programas informaticos adecuados. De
hecho, en los dltimos anos se ha desarrollado una
serie de programas informiéticos para ordenador.
El registro preciso v la evaluacion de la ingesta
dietética es una diticil tarea en la evaluacion nu-
tricional, debido a influencias de tipo psicologico
(sub o sobreestimacion de la ingesta), la memoria
de los sujetos v la variabilidad en el contenido de
nutriente en un mismo alimento. Los métodos
mas habituales para la esiimacion de la ingesta de
alimentos son el recuerdo de 24 horas, registro es-
timado de alimentos, registro de pesada precisa de
alimentos, la historia dietética y el cuestionario de
frecuencia de consumo de alimentos, los cuales
tienen diferentes aplicaciones v limitaciones.

Existen numerosos mérodos aceptables para
la determinacidn de los requerimientos de nutrien-
tes en funcion de la edad, el género, el nivel de ac-
uvidad fisica y el estado de salud. Las encuestas
poblacionales se pueden emplear para evaluar la
ingesta de nutrientes v relacionar la prevalencia
de sintomas clinicos especiticos de deficiencias ali-
mentarias con la ingesta del nutriente estudiado.
La determinacion de niveles séricos y excrecion
urinaria de determinados nutrientes, junto con la
ingesta dietética pueden resultar ttiles para esta-
blecer los requerimientos nutricionales, asi como
la dererminacion de actividades enzimaricas. Los
estudios nutricionales mas sofisticados tambien
suelen incluir el estudio de la secrecion de nutrien-
tes a través del sudor y el pelo. Los estudios de ba-
lances son otra aproximacion, en la cual los indi-
viduos presentes en la unidad metabolica son
alimentados con cantidades graduales de un nu-
triente en particular. Un balance neutra (cero) o
ligeramente positivo puede ser considerado como
el requerimiento nutricional 6ptimo. Sin embargo,
el desarrollo de este npo de estudios es caro v se
corre el riesgo de no evaluar la distribucion del
nutriente entre los diferentes organos. Los estu-
dios gue utilizan voluntarios en condiciones de vi-
da libre son muy utiles, ya que los individuos son
capaces de participar en sus actividades habituales
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v pueden aportar mavor entendimiento, desde un
punto de vista practico.

El suministro de dietas experimentales a vo-
luntarios seleccionados o a poblaciones en condi-
ciones de vida libre requiere el asesoramiento die-
tetico de personal entrenado. Una dieta normal
aporta cantidades suficientes de todos los nutrien-
tes esenclales teniendo en cuenta los requerimien-
tos especificos de la fase del ciclo vital en que se
encuentran los voluntarios. Las dietas modifica-
das se basan en las dietas normales, v estan dise-
fiadas para cubrir las necesidades de una determi-
nada situacion, lo cual puede implicar cambios en
determinados nutrientes, su valor energético, su
consistencia ¥ su preparacion, Los niveles de nu-
trientes especificos aportados por una dieta mo-
dificada deben ser etiquetados como altos, bajos,
controlados, restringidos o libres en comparacion
con una dieta normal. Cuando se debe limitar la
cantidad de un nutriente determinado, el contenido
de la dieta debe estar perfectamente especificado
(por ejemplo, 20 g de proteina y 0,5 g de sodio).
Las dietas con fines terapéuticos o de investiga-
cion deben ser descritas, siempre que sea posible,
en términos cualitativos y cuantitativos que no de-
jen espacio para la mala interpretacion.

El impacto de la ingesta de alimentos sobre la
salud y el rendimiento nutricional se determina de
torma adecuada a través de marcadores antropo-
métricos, bioquimicos, dietéticos y clinicos del es-
tado nutricional.

Valoracion antropométrica
y de la composicion corporal

La valoracion antropometrica v de composi-
cion corporal es un elemento importante de la
evaluacion nutricional, cuyos métados se han tra-
tado exhaustivamente en el Capitulo 7. La fala
de un crecimiento apropiado puede ser un sinto-
ma temprane de nutricion inadecuada. Otras me-
didas, comao la relacion altura-peso, circunferencia
de cabeza v espesor de la piel reflejan el estado nu-
tricional actual v se utilizan para valorar las reser-
vas energeticas del organismo, La altura v el peso
son medidas habituales, pero debido a que su sig-
nificacion e importancia no se aprecian, es habi-
tual que se midan descuidadamente, incorrecta-
mente o de forma inconsistente. Para los ninos, la
altura v el peso se registran como percentiles, que
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reflejan el porcentaje de la poblacion total de ni-
nos del mismo sexo v edad que presentan esa mis-
ma o inferior medida, asi el crecimiento del nino
puede ser monitorizado para cada edad mediante
las curvas de crecimiento.

Otros indicadores, como la envergadura de los
brazos v la circunterencia de la cabeza, reflejan ge-
neralmente problemas no nutricionales, mas que
problemas nutricionales. El espesor de la piel es
una medida de la grasa subcutanea que se esta em-
pleando cada vez mas segin aumenta el interés por
la valoracion de los almacenes de proteina y grasa
corporal por parte de los profesionales de la salud.
Se puede obtener informacion antropomeétrica adi-
cional por la circunferencia del brazo medio supe-
rior, la cual, combinada con el pliegue tricipital
proporciona una mejor estimacion del estado nu-
tricional respecto a la energia v la proteina. Tam-
bien se han desarrollade numerosas formulas para
determinar la grasa corporal como porcentaje del
peso corporal mediante los datos antropométricos.
El indice de la altura también se ha empleado para
determinar la cantidad de musculo esquelético que
existe, el cual es un indicador de las reservas pro-
teicas del organismo, aunque su interpretacion se
debe realizar con algunas reservas.

La determinacion en laboratorio de la compo-
sicion corporal incluye varios métodos tanto de
analisis quimico como del cuerpo. La grasa cor-
poral también se puede estimar de modo indirecto
mediante el indice Quetelet o por el indice de ma-
sa corporal (IMC).

Los procedimientos unlizados para evaluar la
antropometria v la composicion corporal presen-
tan ciertas limitaciones. Por ello, la seleccion de
cualquier metodo depende de los objetivos del es-
tudio, el coste, la conveniencia, el equipamiento
disponible v la experiencia técnica, asi como la sa-
lud del sujeto y la precision y exactitud necesarias.

Los metodos basados en modelos bicomparti-
mentales (por ejemplo, la grasa corporal y la masa
libre de grasa) incluyen la medida del agua corpo-
ral total, contenido de potasio total, densitome-
tria, conductividad eléctrica total del cuerpo v la
impedancia bioelectrica. Estos mérodos no son
adecuados para pacientes con privacion nutricio-
nal cronica, ya que en estos casos las asunciones
basicas del modelo bicompartimental no son
apropiadas. Estas técnicas incluyen anidlisis por
activacion de neutrones para la proteina v los mi-
nerales, v dilucion isotopica para el agua corporal

total. La grasa corporal se puede calcular restando
la proteina, minerales v el agua del peso total de
un individuo.

Medidas bioquimicas

Los datos bioquimicos relacionados con el es-
tado nutricional se pueden obtener por analisis del
plasma, hematies, células blancas, orina o tejidos
comao el higado, hueso, pelo o unas, existiendo nu-
merosas tecnicas y procedimientos que permiten
realizar una evaluacion del estado nutricional re-
tlejando tanto la ingesta reciente como la realiza-
da a medio v largo plazo (Tabla 9-1).

La herencia genética probablemente intluye
en el perfil nutricional bioquimico, el cual tam-
bién se ve intluido por factores dietéticos y am-
bientales. El nivel de un nutriente en el cuerpo
tambien se ve afectado por el género vy la edad
del individuo. Por consiguiente, cuando se esta-
blecen los valores de referencia para los datas
nutricionales bioquimicos se proporcionan valo-
res diferenciados para algunos nutrientes. Sin
embargo, en muchas ocasiones no existe un valor
detinitivo para un analisis bioquimico determi-
nado que diferencie entre una persona con defi-
ciencia para ese nutriente y una persona no defi-
clente.

La sensibilidad de un analisis a los cambios en
el estado de un nutriente en particular es iImpor-
tante, va que el valor bioquimico para un nutrien-
te puede verse influido por la ingesta o por los ni-
veles corporales de otro nutriente. En resumen, un
buen examen bioquimico del estado nutricional
deberia ser sensible a los cambios nutricionales v
verse mimimamente influido por otros factores co-
mo el ejercicio, la presencia de infeccion, estrés fi-
sico o emocional, o traumas,

Hay disponible una serie de analisis de funcion
(Tabla 9-2) que determinan la influencia del esta-
do nutricional del individuo sobre el rendimiento
fisiologico del orgamismo. Los datos indicadores
de la funcion inmunologica tambien se pueden
considerar valiosos marcadores de la utilizacion
de nutrientes.

Otros examenes funcionales del estado nutri-
cional se basan en la integridad estructural (fragili-
dad capilar y eritrocitaria, herida-curacion experi-
mental, peroxidacion de lipoproteinas —respiracion
etano/pentano—); transporte (absorcion intestinal,
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Tabla 9-1. PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA EVALUACION NUTRICIONAL

Vitaminas
Vitamina & Retinol plasmatico, vitamina A plasmatica [principalmente ésteres|
Vitamina D 23-hidroxicolecalciferol y vitamina D en plasma
Vitamina E Ratio vitamina E/colesterol plasmatico
Vitamina K Tiempo de coagulacion y vitamina K en plasma

Vitaminas familia B [general

Vitaminas familia B |especificas]:

Tests de activacion de enzimas de hematies; niveles de vitaminas
en plasma, hematies y orina

- Tiamina Niveles de tiamina y de trancetolasa en hematies
- Riboflavina Activacion de glutation reductasa eritrocitaria
- Vitamina B, Piridoxil fosfato en plasma, acido piridoxico en orina y transaminasas
en celulas rojas
- Folatos Folatos en suero o hematies
- Vitamina B,, Vitamina B, sérica
Vitamina C Vitamina C en plasma u orina
Minerales

Sadio y potasio
Calcio y magnesio

Miveles en orina
Miveles en orina

Hierro Ferritina sérica, protoporfirina eritrocitaria, saturacion de trasnferrina,
hemoglobina, etcetera

Zinc Zinc plasmatico

Cobre Superdxido dismutasa en hematies

Manganeso, cromo, etcétera Niveles en plasma

Flier y cloro Niveles en orina

Yodo Miveles plasmaticos de hormonas tiroideas

Selenio Niveles en orina, plaquetas, pelo y ufias de los pies.
Glutation peroxidasa eritrocitaria

Azufre Miveles en orina

Fosfatos Niveles en orina

Hidratos de carbone
Glucosa

Lipidos
Acidos grasos

Miveles en orina y plasma, indice glucémico

Colesterol ésteres en plasma, fosfolipidos de membranas celulares
y tejido adiposo [largo plazol

Colesterol Miveles plasmaticos, LDL/HOL colesterol
Proteinas
dminoacidos Niveles de urea en orina, concentracion de aminoacidos en plasma

y arina

y gustativa, patron de sueiio); y finalmente hemo-
dinamica v capacidad de rendimiento (desarrollo
de tareas v resistencia, volumen de oxigeno acumu-
lado v frecuencia cardiaca).

transporte plasma/tejidos); hemostasis (tiempo de
protrombina, agregacion plaguetaria); reproduc-
cion (recuento de espermatozoides); funcion ner-
viosa (adaptacion a la oscuridad, agudeza olfativa
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Tabla 9-2. EJEMPLOS DE ANALISIS FUNCIONALES

Medida de productos metabdlicos inusuales
en sangre y arina debidos a una ingesta
inadecuada de nutriente.

Medida de los cambios en componentes sanguineas
y actividades enzimaticas dependientes
de un nutriente especifico.

Examenes in wvitro de funciones in vive.

Respuestas inducidas y tests de carga in viva.

Respuestas aspontaneas in vivo.

Respuestas de desarrollo y crecimiento,

En este contexto, se ha postulado que la can-
tidad de nutrientes esenciales y no nutrientes en la
dieta esta relacionado con los indicadores bioqui-
micos, funcionales v nutricionales del organismo,
Sin embargo, el estudio de marcadores bioquimi-
cos como predictores de la ingesta dietética de nu-
trientes estd atn en una fase temprana y en mu-
chos casos requiere una validacion adecuada, Por
tanto, los procedimientos de estudio utilizados de-
ben ser lo suficientemente sensibles, robustos y li-
bres de fluctuaciones o interferencias como para
ser validos v precisos.

La utilizacion de materiales de referencia v
procedimientos de validacion, asi como una cui-
dadosa seleccion de aspectos relativos a la vana-
cion temporal en los indices del estado bioquimi-
co, funcional y clinico, es necesaria para ofrecer
datos precisos v fiables. Por otro lado, se deberian
reconocer v definir otros factores como el estado
fisiologico, la velocidad de transporte intestinal,
control de interferencias, etc., ademas de las va-
riaciones intersujeros, mteracciones entre nutrien-

Excrecion elevada de acido xanturénico en casas
de deficiencia de vitamina B,.

Hemoglobina en sangre total para el estade de hierro;
actividad de la glutation peroxidasa eritrocitaria

para el selenio; actividad de la glutation reductasa
eritrocitaria para la riboflavina; transquelotasa

eritraocitaria para la tiamina.

Quimiotaxis leucocitaria para energia proteica

y deplecidn de zinc y hierro; test de la supresion
de a uridina para vitamina B, y folatos.

Hipersensibilidad retardada para la estimacion
de la energia de proteinas y el zinc; respuesta
dosis-dependiente relativa para vitamina A;
test de carga de histidina para el folato;
carga de triptofano para la vitamina B,

Adaptacion a la oscuridad y agudeza gustativa
para vitamina A y zinc; funcion muscular para
privacion de energia proteica.

Maduracion sexual para el zinc; velocidad

de crecimiento para energia proteica, zinc o iodina;
capacidad cogmitiva para-el hierro.

tes, interferencias con no nutrientes ¥ circunstan-
cias tisiopatologicas especificas (embarazo, lactan-
cia, enfermedad,...). Los biomarcadores se obtie-
nen generalmente de muestras fecales, urinarias y
sanguineas, aungue la informacion predictiva so-
bre la ingesta de nutrientes también se puede ob-
tener por la leche materna, saliva, biopsias de te-
jido graso, pelo, unas, etcétera.

Para la mayoria de minerales, las ingesta a cor-
to plazo suele ser facilmente predecible a través de
los niveles de excrecion urinaria, asumiendo que
la totalidad de la orina recogida puede ser adecua-
damente validada y los factores dietéticos sean ra-
zonablemente constantes. Existen pocos casos en
los que exista una concordancia perfecta entre la
ingesta de vitaminas v los biomarcadores plasma-

ticos de las mismas, aungue cada vitamina debe
constderarse independientemente. En cuanto a los

lipidos, los marcadores de ingesta habitual se li-
mitan al analisis de la proporcion de acidos grasos
en suero o plasma, ademas de en las membranas
plasmaticas de los adipocitos.



Adicionalmente, existen numerosos factores
(ingesta de fibra dietética, consumo de alcohol, ta-
baquismo) que pueden influir en la captacion v el
metabolismo de la grasa. La relacion entre la in-
gesta proteica v la excrecion urinaria de su mar-
cador (urea 0 aminoacidos) esta mas cercana que
para practicamente el resto de nutrientes (excepto
quizd para el sodio), asumiendo que el sujeto esta
equilibrado. Sin embargo, se necesita desarrollar
marcadores mas baratos para la evaluacion de la
ingesta de tibra v de energia para poder utlizarlos
en estudios epidemioldgicos.

Examen clinico

La evaluacion clinica consta de una parte de
exploracion tisica v de la realizacion de una his-
taria clinica. Se debe prestar especial atencion al
estado de piel, pelo, dientes, encias, labios, len-
gua y ojos, v en el caso de los hombres a los ge-
nitales, ya que estas zonas son las que muestran
los primeros signos de deficiencias nutricionales.
El pelo, la piel ¥ la baca son susceptibles de ex-
ploracion debido al rapido ciclo celular de los te-
jidos epiteliales v de la mucosa. Otras manifes-
taciones tempranas se pueden presentar en el
tracto gastrointestnal, como la diarrea produci-
da por cambios en el tracto o la mucosa. Los sin-
tomas clinicos de deticiencia nutricional se deben
confirmar siempre con datos bioquimicos v/o
dietéticos. Un sintoma clinico puede v suele re-
flejar la presencia de mds de una deficiencia nu-
tricional.

Gracias a la historia clinica se puede evaluar
cualquier cambio funcional o del comportamiento
en el sistema neuromuscular v cardiovascular que
puede no ser evidente para el facultativo, pero que
es importante para el paciente o su familia. El exa-
men clinico para la evaluacion nutricional de nu-
merosos hospitales incluve en la actualidad la de-
terminacion del gasto energético del paciente por
medicion de oxigeno consumido y produccion de
CO,, ademas de otras medidas de rutina como la
altura, el peso, pliegues, etcétera.

La informacién sobre la historia clinica se pue-
de obtener a traves de un cuestionario que el pa-
ciente debe rellenar, 0 a partir de los registros mé-
dicos, v puede ser util para investigar la etiologia
de la deficiencia de algin nutriente. Las inconsis-
tencias del examinador pueden ser otra fuente de
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error, pero esto puede ser minimizado proporcio-
nando entrenamiento y estableciendo los criterios
de diagnéstico, La evaluacion de la forma fisica v
la capacidad funcional es otra estrategia utilizada
en la evaluacion nutricional. De hecho, la capaci-
dad de realizar un trabajo fisico depende de la efi-
cacia de los sistemas cardiovascular, respiratorio
y neuromuscular, los cuales se ven afectados por
la ingesta de nutrientes v los cambios en ¢l peso
corporal. La capacidad fisica se puede estimar por
la captacion de oxigeno (VO, max) bajo condicio-
nes de mavor carga de trabajo en una bicicleta es-
tatica o en un andador mecanico, o alternativa-
mente en condiciones de ejercicio mas extremas.
La fuerza muscular v otros indicadores del estado
nutricional se pueden evaluar mediante manome-
tros eléctricos v electronicos, mientras que la fun-
<ion motora se ha analizado utilizando baterias

Ny

DERECHOS HUMANOS ?

Las investigaciones que implican sujetos huma-
nos deben respetar unas pautas éticas que pro-
tejan los derechos, la privacidad y el bienestar de
los mismos. La Declaracion de Helsinki, redac-
tada en 1944 por la Asociacion Médica Mundial,
que ha sido revisada posteriormente en Tokio
{1975), Venecia [1983) y Hong Kong (1987, siendo
las dltimas revisiones las de 1996, 2000 y 2008,
aungque no tiene un valor legal, ha sentado las
bases para las normas eticas que se han desarro-
llado en varios paises, y sigue sirviendo como
pauta etica en la investigacion mundial. Un panel
institucional local, generalmente conocido como
Comité de Etica de Investigacion o Comité de
Bioética, se encarga de revisar todos los protoco-
los de los estudios que implican investigacion en
humanos que se llevan a cabo en su zona, para
asegurar que se respeta la conducta ética y para
evaluar los potenciales riesgos y beneficios.

Una de las claves entre los principios para la con-
ducta etica es la responsabilidad del investigador
para explicar al potencial veluntario la naturaleza
del estudio, incluyendo los posibles riesgos e inco-
modidades que el o ella pueda experimentar. A
continuacion de la descripcion escrita y oral, el
voluntario es invitado a participar en el estudio. 5i
el o ella acepta, debe firmar un consentimiento
informado. Todes los comités de ética obligan a
garantizar la confidencialidad de todos los datos.
Los elementos especificos necesarios que se
deben incluir en el consentimiento informado sue-
len estar designados por cada comite de ética local.
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de pruebas motoras como sentadillas, arrancadas,
sprints, carrera de 50 metros, etcétera.

Otros test de funcionalidad, como la fuerza de
presion o la capacidad pulmonar pueden ser com-
ponentes Gtiles en la evaluacién nutricional, va que
los cambios en el metabolismo v la funcion pueden
producirse antes de que los cambios en la compo-
sicion corporal sean detectables mediante la antro-
pometria. La esnmulacion muscular eléctrica tiene
la ventaja de que no depende de un esfuerzo volun-
tarto. Los tests psicométricos también se han utili-
zado para evaluar el impacto de la nutricion sobre
la salud a través de un gran nimero de procedi-
mientos y examenes como los tests de inteligencia,
habilidades especificas, programas de desarrollo,

psicologia cognitiva v evaluacion neuropsicologica.

La informacion actitudinal suele ser interesan-
te en encuestas nutricionales. La fiabilidad, validez
y estandarizacion de las pruebas dependen de una
serie de factores, los cuales deben ser identitica-
dos, para poder obtener datos utiles, a traves de
entrenamiento personal, desarrollo de estudios pi-
loto, etc. Ademas, la informacion psicosocial con-
cerniente a la educacion, pracricas religiosas, es-
tatus economico, habitos tabaguicos u ortras

caracteristicas del estilo de vida pueden resultar
de utilidad para comprender las interacciones en-
tre la nutricion y la salud.

Los indicadores nutricionales ideales son
aquéllos que demuestran su exactitud en la eva-
luacin nutricional, son predictores precisos de los
resultados v pueden ser facilmente controlados
durante la recuperacion nutricional. Para aumen-
tar su valor predictivo, se han desarrollado indices
multiparamétricos. El indice pronostico nutricio-
nal (PNI) incluye la albimina sérica, transferrina
sérica, pliegue tricipital, e hipersensibilidad retar-
dada, y parece ser un prometedor elemento pre-
dictive del estado nutricional. Dado que la inter-
pretacion de numerosos indices de laboratorio
pueden confundirse con los efectos de procesos
patologicos, se ha desarrollado una aproximacion
basada tnicamente en la historia clinica v la ex-
ploracion fisica. Esta técnica, conocida como eva-
luacion global subjetiva, permita obtener una pre-
diccion valida y reproducible de la morbilidad en
pacientes quirargicos. También se han desarrolla-
do algunos minicuestionarios para poblacion es-
pecifica {ancianos, embarazadas, etc.), conocidos

como MNA, MUST, DETERMINE, etc.



CAPITULO 10

Diseno y analisis estadistico
en estudios de nutricion

( OBJETIVOS DEL CAPITULO R

1. Definir el concepto y las bases de los estudios cientificos.
2. Valorar las cualidades de los analisis utilizados en la investigacion.

3. Identificar los tipos de estudios de intervencion, asi como las ventajas
y los puntos criticos de cada uno de ellos.
4. Identificar puntos clave en el diseno de estudios de intervencion.

5. Describir y seleccionar los metedos adecuados para la investigacion
- de las relaciones causales en epidemiologia nutricional. )

INTRODUCCION

La investigacion cientifica es la bisqueda intencionada de conocimientos
o soluciones a problemas de caracter cientifico. La investigacion se puede
definir como un proceso sistematico, organizado ¥ objetivo. En este contexto,
la investigacion nutricional engloba rodos los avances relacionados, no solo
con las funciones de los nutrientes v la influencia a corto o largo plazo del
consumo de alimentos sobre ¢l organismo, sino también a los estudios de
composicion de alimentos, ingesta dietética v a la unlizacion de los alimentos
¥ NULFIENTES POr NUESIro Organismo.

El disenio de cualquier investigacion consta de una estructura general:

= Seleccion del tema de investgacion.

Formulacion de la hipotesis y los objetivos.

Preparacion de un protocolo de investigacion con lo métodos mas ade-
cuados explicados detalladamente.

El desarrollo del estudio bajo las condiciones mas controladas que sea
posible.

[nterpretacion de los resultados.

Y finalmente, la formulacion de una teoria.
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CARACTERISTICAS ? i
DE LA INVESTIGACION

* Proceso sistematico: a partir de la formulacion
de una hipétesis u objetivo de trabajo. se reco-
gen datos segun un plan preestablecido que,
una vez analizados e interpretados, modifica-
ran o afadiran nuevos conocimientos a los ya
existentes, iniciandose entonces un nuevo ciclo
de investigacidn. La sistematica empleada en
una investigacion es la del método cientifico.

* Proceso organizado: todos los miembros de un
equipo de investigacién deben conocer lo que
deben hacer durante todo el estudio, aplicanda
las mismas definiciones y criterios a todos los
participantes y actuando de forma idéntica ante
cualquier duda. Para conseguirlo, s impres-
cindible escribir un protocolo de investigacion
donde se especifiquen todos los detalles rela-
cionados con el estudio.

* Proceso objetivo: las conclusiones obtenidas
del estudio no se basan en impresiones subje-
tivas, sino en hechos que se han observado y
medido, y que en su interpretacion se evita
cualquier prejuicio que los responsables del
estudio pudieran hacer.

Otros aspectos importantes que se deben
tener en cuenta respecto al disefio de un estudio
es la adecuada seleccion de los analisis estadisti-
cos que se van a utihzar v la definicion de las
implicaciones éticas del estudio.

En este contexto, para la interpretacion de la
informacion disponible en investigacion se debe
considerar el papel del azar y la posible aparicion
de sesgos v desviaciones de resultados debidos a
la seleccion o a la informacion, ademas del efecto
que pueden ejercer los factores contundentes o la
interaccion con factores modificadores del efecto.
La asignacion aleatoria a los grupos de tratamien-
to puede facilitar la consecucion de una distribu-
cion equilibrada entre grupos. Por otro lado, los
disenios de estudios cruzados, donde cada indivi-
duo es control de si mismo, presentan ventajas v
limitaciones,

Un disenio optimo de estudio de investngacion
debe igualmente tener en cuenta ¢l metodo de
muestreo, ¢l tamano de la muestra estudiada, la
potencia estadistica del estudio v su duracion,
ademas del modelo de investigacion (formulacion
de hipotesis y teorias).

La metodologia de imvestigacion se puede
clasificar atendiendo a varios aspectos: ¢l objeti-
vo (investigacion bdsica o aplicada), la naturale-
za del estudio (descriptivo o analitico), el esce-
nario (trabajo de laboratorio o de campo), el
grado de control que ejerce el investigador sobre
las variables de exposicion del estudio (experi-
mental u observacional), estrategia de la recogi-
da de daros (historica/retrospectiva o prospecn-
va), tipo de daros v anilisis realizados (estudio
cualitativo o cuantitative). La calidad de las
medidas realizadas se definen en funcion de cua-
tro cualidades basicas: la validez, exactitud, fia-
bilidad y precision.

._i?’ N

* Lavalidez describe el grado en el que la infor-
macion obtenida a partir de los datos estd
garantizada cuando se tienen en cuenta los
métodos empleados, la representatividad de la
muestra estudiada y la naturaleza de la fuente
de datos. La validez se puede diferenciar en
validez interna [se toman en consideracion
como validas las inferencias referidas a la
poblacién estudiadal y validez externa [validez
de las inferencias encontradas a poblaciones
externas a les sujetos estudiados, y que por
tanto pueden ser ge

» Lz exactitud es un término empleado en la
descripcion del grado de aproximacidn de un
valor obtenido al valor real En general, se esti-
ma como la diferencia entre el valor obtenido y
el real.

* L3 fiabilidad o reproducibilidad se refiere a la
consistencia o repetibilidad de una medida.

» La precision se define como la cualidad de ser
nitidamente definido o establecido. De heche,
la precision viene indicada en acasiones por el
nimero de digitos significatives en la medida.

De un modo mas estadistico, la precision se
refiere a la reduccion en la aparicion de errores
aleatorios. Esta cualidad puede mejorarse bien
por el aumento del tamafio muestral, o bien por
el uso de un disefio mas eficaz. Por ejemplo, la
abtencion de un mavor equilibrio en la asignacion
de sujetos expuestos v controles en grupos, o un
mejor pareamiento en estudios de caso-control
generalmente ofrecen una precision mas alta sin
aumentar el tamano muestral del estudio.
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Tabla 10-1. ESTIMACION DE LA
SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

Test + A B
Test - c D
Sensibilidad =  Especificidad =
A/lA+C] D/1B+Di

Las medidas de sensibilidad y especificidad
estan relacionadas con la validez de un daro. La
sensibilidad se define como la proporcion de suje-
tos que presentan la condicion que se estudia que
han sido correctamente clasificados como que
presentan la condicion. La especificidad es la pro-
porcion de personas sin la condicion que han sido
correctamente clasificados como libres de esa
condicion, Es decir, la sensibilidad refleja los ver-
daderos positivos y la especificidad los verdade-
ros negativos (Tabla 10-1),

PRESENTACION DE LOS DATOS

La estadistica puede tener en la investigacion
en nutricion un papel descriptivo o inferencial.
Los métodos de estadistica descriptiva son una
herramienta poderosa para resumir o condensar
una gran cantidad de daros. Los métodos descrip-
tivos pueden acometerse mediante el calculo de
indices estadisticos (media, mediana, desviacion
estandar, etc.) o mediante el uso de procesos gra-
ficos, como son los histogramas, griaficas de dis-
persion, diagramas de cajas, etc. Algunos errores
ocurridos durante la recogida de datos se pueden
detectar tacilmente mediante representaciones
graficas como el histograma o el diagrama de
cajas. Estos dos graficos son utiles para describir
la distribucion de una variable cuantitativa, Las
variables nominales, tales como el género, v las
variables ordinales, como el nivel educativo, se
pueden representar de un modo simple mediante
proporciones tabuladas en categorias o interva-
los. Las variables continuas, como la edad ¥ el
peso, s suelen presentar mediante presentaciones
estadisticas que describen la frecuencia de distri-
bucion. Estos resumenes estadisticos incluyven

medidas de rendencia central (media y mediana)
y medidas de dispersion {varianza, desviacion
estandar, coeficiente de variacion). La desviacion
estandar es una descripcion de las caracteristicas
de la muestra y refleja la dispersion o vanacion
respecto a la media.

PRINCIPIOS DEL ANALISIS
ESTADISTICO: VERIFICACION

DE LA HIPOTESIS E INTERVALOS
DE CONFIANZA

Los mérodos estadisticos permiten comparar
grupos v estimar los paramertros del efecto, como
pueden ser las diferencias o los ratios entre las
estimaciones de cada grupo. La probabilidad per-
mite determinar si las diferencias encontradas
entre dos grupos pueden ser explicadas por el
azar o bien se deben a algun efecto ejercido por
los factores en estudio. Este procedimiento se
conoce como vertficacion de la hipotesis.

El primer paso que se debe dar en la verifica-
cion de la hipotesis es formular la hipotesis nula,
que suele formularse como la negacion de la hipo-
tesis de invesnigacion que el cientifico esta bus-
cando. Por ejemplo, si se pretende demaostrar que
en la poblacion europea adulta el descenso de
actividad fisica durante el tiempo de ocio ha con-
llevado una mayor prevalencia de sobrepeso/obe-
sidad, la hipotesis de estudio es que existe una
diferencia entre los adultos sedentarios y los acti-
vos con respecto al indice de masa corporal. La
negacion de esta afirmacion (que no existe tal
diferencia) seria la hipotesis nula.

En un segundo paso, hay que calcular la pro-
babilidad de que se hubieran obtenido estos
datos, o datos atin mas extremos, si la hipotesis
nula fuera cierta en la poblacion de la que se han
obtenido los participantes. Esta probabilidad se
suele denominar valor p, cuyo valor maximo es 1
v el minimo es 0.

L
. N b
VALOR p — PROBABILIDAD \‘
CONDICIONAL
Elvalor p es el nivel de confianza que tenemaos en
que los resultados obtenidos NO se deben al azar,
es decir, si p< 0,05, significa que existe menos
del 5% de probabilidades de que las diferencias
obtenidas se deban al azar.
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La condicién es que la hipotesis nula sea cier-
ta en la poblacion de la que salié nuestra muestra
de estudio. En cualquier caso, el valor p no expre-
sa la probabilidad de que la hipotesis nula sea
cierta, error que se comete demasiado frecuente-
mente en la interpretacion de los valores p.

La verificacion de la hipotesis ayuda a decidir
st la hipotesis nula debe ser 0 no descartada. Un
valor bajo de p indica que los datos obtenidos no
son compatibles con la hipatesis nula. Un valor
de p mas alto indicaria, por tanto, que los datos
son compatibles con la hipotesis nula. Un test de
significacion de dos colas (bilateral) evalia las
diferencias en dos direcciones respecto de la hipo-
tesis nula (igualdad de medias), mientras que un
test unilateral o de una cola sélo es sensible a las
diferencias encontradas en una direccion.

Numerosos autores aceptan que un valor de
p inferior a 0,05 aporta suficiente evidencia para
rechazar la hipotesis nula. El uso de este punto
de corte para p significa que el analisis se estd uti-
lizando como proceso de toma de decisiones, pero
cuando se realiza esta decision, existe la posibili-
dad de cometer dos tipos de errores (Tabla 10-2).
El errisr de tipo | se detine por rechazar la hipo-
tesis nula cuando ésta es en realidad verdadera.
Este tipo de error se produce cuando se obtiene
un resultado significativo en la muestra de estudio
mientras que la hipotesis nula es cierta en la
poblacion general, Por otro lado, el error de npo
2 se produce al obtener un resultado no significa-
tive y por tanto se acepta la hipotesis nula cuando
en realidad no es cierta. Las probabilidades de
cometer un error de tipo 1 o de tipo 2 se denomi-
nan a vy [} respectivamente.

El poder de un estudio es la probabilidad de
obtener un resultado estadisticamente significati-

vo cuando existe un verdadero efecto de un deter-
minado tamano. El poder de un estudio no es un
unico valor, sino un intervalo de valores, que
dependera de la magnitud del efecto especifico.
Cuando se realiza de modo grafico la compara-
ci6n entre el poder estadistico v el tamano del
efecto se conoce como curva de poder estadistico.
El calculo del tamano muestral se basa en los
principios de verificacion de la hipatesis. Por con-
siguiente, el poder estadistico de un estudio para
detectar un efecto de una magnitud especifica es
complementario al valor de beta (1 —f). Cuanto
mas pequeno sea un estudio, mds pequeno serad
su pader. El calculo del tamano muestral necesa-
rio se percibe habitualmente como una tarea difi-
cil, pero es un hecho importante, va que se nece-
sita una relativa certeza de que el estudio sera lo
suficientemente amplio como para proporcionar
una respuesta precisa, antes de comenzar con la
recogida de datos.

La muestra necesaria para un estudio se puede
estimar teniendo en cuenta tres datos:

— La proporcion esperada en cada grupo de
estudio y, consecuentemente, la magnitud
esperada del efecto real.

— El error beta (o alternativamente el poder
estadistico) que aceptamos que tenga el
estudio.

— El error alfa.

El tamano muestral minimo necesario se
definiria, por tanto, como un subgrupo de la
poblacion sobre la cual se quiere contirmar una
hipotesis, que tendrd un tamano suficiente como
para descartar con un grado de certeza suficien-
te que las diferencias encontradas se deban al
AZAr

Tabla 10-2. DECISIONES CORRECTAS Y ERRONEAS EN LA VERIFICACION DE LA HIPOTESIS

Hipotesis
nula
Decision
Hipotesis
alternativa

Decision correcta
[probabilidad = 1 - a

Error de tipo 2
[probabilidad = pJ

Decision correcta
Ipoder estadistico = 1 - pl

Error de tipo 1
[probabiliad = a)
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El valor p ha sido objeto de abundante critica,
va que un valor de p inferior a 0,05 se ha utilizado
mal frecuente v arbitrariamente para diterenciar
un efecto real de una falta de efecto. Hasta la
década de los setenta la principal aplicacion de la
Estadistica en Nutricion v Epidemiologia nutri-
cional se centraba en los habituales tests de signi-
ticacion, tomando decisiones sobre si el azar
podia o no explicar los efectos observados, Sin
embargo, la estimacion de la magnitud de asocia-
cion causa-efecto es mas importante que la deci-
ston simple, ya que la estimacion incluye la eva-
luacion del intervale de valores validos para la
asociacion. Esto puede expresarse de un modo
mas amplio como el intervalo de confianza, que
indica con un cierto grado de certidumbre (gene-
ralmente 95%), el intervalo, incluvendo desde el
valor mas pequenio hasta el mas alto, en el cual es
plausible situar a la poblacion general, con la
hipotesis de que tinicamente una variacion alea-
torta ha creado discrepancias entre el valor real
en la poblacion v el valor medido en nuestra
muestra.

La descripcion v el analisis de datos en epide-
miologia nutricional se realizan a través de ditfe-
rentes procedimientos estadisticos (Tabla 10-3).
El criterio para seleccionar el mejor procedimien-
to para cada estudio se basa en la naturaleza de
la variable considerada como “resultado™ o
variable dependiente. Se pueden utilizar tres tipos
de variables dependientes: 1) variable cuantitati-
va (habitual); 2) cualitativa (habitualmente dico-
tomica); y 3) supervivencia o variable temporal.

La validez de la mayoria de los analisis habi-
tuales (Tabla 10-4) depende de las asunciones de
que {a) los datos son de distribucion normal v (b)
la variabilidad intragrupos (si se compara) es
similar. Los tests de este tipo se denominan “para-
meétricos” v son sensibles hasta cierto punto a las
violaciones de dichas asunciones. Alternativa-
mente, se pueden utilizar los rests “no parametri-
cos” o de distribucion libre, que no dependen de
una distribucion normal. Los tests no paramétri-
cos son también utiles para aphicar a datos reco-
gidos como variables ordinales, va que se basan
en valores de rango. En relacion a sus homaologos
parameétricos, los tests no paramétricos tienen la
ventaja de la facilidad, pero la desventaja es que
tienen menor poder estadistico, Una desventaja
adicional es que no permiten estimar intervalos
de confianza para la diferencia de medias.

Un problema comun en la investigacion nutri-
cional es el andlisis de la signiticacion maltiple.
Algunos de los métodos que se deben considerar
en estos casos son los analisis de varianza junto
con métodos de comparacion multiple especial-
mente disefados para realizar andlisis pareados,
como son los analisis post-hoc: procedimientos
del método de la minima diferencia significativa,
Bonferroni, Scheffe, Dunnet o el test de Duncan.
En casos de comparacion multiple con un nimero
importante de variables, se suele recomendar
aplicar correcciones estadisticas a las significa-
ciones encontradas, siendo las mas habituales la
de Bonferroni (mds restrictiva) o la Hochberg-
Benjamini (mas permisiva). El analisis de vanan-

Tabla 10-3. METODOS ESTADISTICOS HABITUALMENTE UTILIZADOS EN
EPIDEMIOLOGIA NUTRICIONAL

Media
Desviacion estandar

Cuantitativa [normal|

Cualitativa [dicotomical Proporciones

Emparejamientos

Supervivencia
de Kaplan-Meier
[producte-limite|

Estimacicnes/dispersiones

Test 112 grupos]
ANOVA [> 2 grupos)
Regresion y correlacion

Regresion multiple

|2 variables cuantitativas)

Chi cuadrada
Test exacto de Fisher

Malrices

Regresion logistica
multiple

Modelo de riesgos
proporcionales
[regresion Cox]

Test logaritmico
(Mantel-Haenszel)



L' Parte |. Fundamentos tedrices

Tabla 10-4. METODOS ESTADISTICOS HABITUALES EN COMPARACIONES BIVARIADAS
DE LAS MEDIAS

Muestras Testdelat Test U de Analisis de varianza Test de
independientes de Student Mann-Whitney {aNOVA) Kruskal-Wallis
Muestras Test tpareado Test de Wilcoxon  Analisis de varianza  Test de Friedman
relacionadas para medidas
pareadas repetidas y tests

za también se puede utilizar utilizando medidas
replicadas como variable continua.

La correlacion es el método estadistico reco-
mendado cuando se estudia la asociacion entre dos
variables continuas. El grado de asociacion se mide
generalmente mediante el coeficiente de correla-
cion de Pearson. Este calculo conlleva a un valor
entre —1 ¥ +1. El coeficiente de correlacion es posi-
tivo cuando los valores mas altos de una variable
se asocian con valores mas altos de otra variable,
mientras que serd negativo si una variable tende a
disminuir mientras que la otra aumenta. El coefi-
ciente de correlacion es una medida de dispersidn
de los puntos cuando representamos graficamente
dos variables. Cuanto mavor sea la dispersion de
los puntos, menor serd la correlacion. La correla-
cion implica una simetria entre dos vanables cuan-
ttanvas v no pretende describir su relacion. El
homologo no paramétrico del coeficiente de corre-
lacion de Pearson es la correlacion de categorias
de Spearman. Este es el tinico método no paramé-
trico que permite estimar intervalos de confianza.

Para describir la relacion existente entre dos
variables continuas, el modelo matematico mas
utilizado es el lineal, conocido como analisis de
regresion lineal simple. El anilisis de regresion se
suele utilizar no solo para cuanuhicar la asocia-
cion entre dos variables, sino también para reali-
zar predicciones basadas en la relacion lineal. En
la actualidad, los epidemiologos nutricionales uti-
lizan habitualmente los métodos estadisticos de
analisis multivariante (Tabla 10-3). Estos méto-
dos aportan una vision mas precisa de la relacion

factoriales

entre las exposiciones dietéticas y la ausencia de
las mismas con la aparicion de enfermedad u otro
resultado, a la vez que ajustan simultineamente
para diferentes variables y suavizan las irregula-
ridades que subgrupos pequenos pueden introdu-
cir en los procedimientos alternativos de ajuste,
como el analisis estratificado.

La mavoria de meétodos multivariantes se
basan en el concepto de la regresion lineal simple.
Una variable dependiente cuantitativa (resultado)
exphecada por la influencia de varias variables inde-
pendientes (exposiciones) son la base del modelo
de regresian multiple. Sin embargo, es habitual que
la vanable dependiente o el resultado sea dicoto-
mico (enfermedad/ausencia de enfermedad) y que
este resultado se explique por la exposicion a dife-
rentes factores independientes (dietéticos ¥ no die-
teticos). Fn el caso mas habitual, el mérodo multi-
variante que se debe aplicar es la regresion logistica
miltiple. Cuando, en un estudio prospectivo, se
toma en cuenta también el tiempo que tarda en
acontecer el efecto o la enfermedad, dando mas
valor a los casos tempranos que a los tardios, ¢l
método multivariante que se debe aplicar es ¢l
modelo de riesgos proporcionales (regresion Cox),
cuvo efecto es una variable en funcion del tiempo
que tarda en aparecer el efecto (Tabla 10-3).

DISENOS EPIDEMIOLOGICOS

La epidemiclogia es una ciencia relacionada
con la salud que estudia la distribucion y los
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determinantes de salud o enfermedad en las
poblaciones. La epidemiologia nutricional integra
los conocimientos derivados de la investigacion
en nutricion, de cara a poder evaluar las relacio-
nes dieta-enfermedad a nivel de poblaciones en
vida libre. La epidemiologia nutricional propor-
ciona evidencia cientifica para poder comprender
el papel de la nutricion en las causas y los meca-
nismos de prevencion de la enfermedad.

La exposicion, desde un punto de vista epide-
miologico describe el estilo de vida o los factores
ambientales que pueden ser relevantes para la
salud, mientras que el resultado o la consecuencia
s otro término genérico empleado para describir
los eventos relacionados con la salud o vanables,
que estan siendo estudiados en relacion al efecto
que produce una exposicion. En la epidemiologia
nutricional, la exposicion primaria de interés nor-
malmente es la ingesta dietética, mientras que las
medidas de las consecuencias normalmente impli-
can indicadores del estado nutricional (antropo-
metria, signos clinicos del estado de saludfenter-
medad, medidas biologicas o fisiologicas, o
habitos dietéticos). Las principales medidas para
determinar la frecuencia de un resultado utiliza-
das en epidemiologia son la prevalencia y la inci-
dencia.

La prevalencia de un resultado es la propor-
cion de sujetos en una poblacion que presentan el
resultado en un momento determinado. El nume-

rador de la prevalencia es el numero de casos exis-
tentes v su denominador es la poblacion total.

N casos
Prevalencia = —————
Poblacion total

La incidencia de un resultado es la proporcion
de nuevos casos que suceden en una poblacion
durante un periodo de observacion, El numera-
dor de la incidencia es el nimero de nuevos casos
desarrollados durante el periodo de seguimiento,
mientras que el denominador es la poblacion total
que estaba en riesgo al inicio del seguimiento.

MN." MUCYOS CAsos

Incidencia =
Pablacion en riesgo (al inicio)

Cuando se calcula con la expresion anterior,
la incidencia es una proporcion. Sin embargo, la
incidencia también se puede expresar como una

tasa (velocidad o densidad) incluyendo en el
denominador el tiempo durante ¢l cual cada per-
sona ha sido observada. En este caso se denomina
tasa de incidencia o densidad de incidencia, y se
expresa como el numero de casos nuevos por per-
sona y tiempo de observacion.

El primer paso critico en la investigacion epi-
demiologica se encuentra en el desarrollo de un
objetivo de estudio claramente definido. El
investigador debe tener un conocimiento solido
de la literatura cientifica relacionada v va pubh-
cada. El objetivo debe ser especifico (relacionan-
do EXPOSICIONEs Concretas con unas consecuer-
cias determinadas), factibles (debe ser posible
medir el nivel de exposicion y de la consecuencia
con la suficiente exactitud), v relevante (las
exposiciones concretas que se midan deben estar
relacionadas causalmente a las consecuencias,
las cuales seran por si mismas marcadores de
enfermedad). La comparacion y eleccion de los
diferentes disefios de estudio epidemiologico
dependen de las medidas de exposicion, medidas
de los resultados, coste y duracion esumada del
seguimiento,

Ademas, la interpretacion de los estudios epi-
demiologicos deberia estar enfocada a la identi-
ficacion y el control de las principales fuentes de
error v de su impacto sobre los resultados obte-
nidos.

La seleccion de un meétodo de estudio se ve
habitualmente influida por cuestiones pragmati-
cas como la facilidad de ejecucion, ademis de las
cuestiones éricas. Los estudios epidemiologicos se
pueden dividir en dos categorias principales: estu-
dios experimentales ¥ no experimentales (obser-
vacionales). Los estudios observacionales pueden
a su vez dividirse en estudios descriptivos y anali-
ticos, En un sentido amplio, un experimento de
epidemiologia nutricional es un conjunto de
observaciones, dingidas bajo circunstancias con-
troladas, en las cuales ¢l cientifico manipula las
condiciones para averiguar el efecto de dicha
manipulacion en las observaciones.

En la experimentacion biologica, no es posi-
ble para el cientifico tener un control completo
de todas las circunstancias relevantes, v la mani-
pulacion consistira en incrementar al maximo el
grado de variacion en el factor investigado. Lo
ideal seria obtener dos conjuntos de circunstan-
cias practicamente idénticas, donde todos los
factores sean iguales, Si se introduce posterior-



m Parte I. Fundamentos tedricos

mente una importante variacion en solo uno de
esos conjuntos, todas las diferencias observadas
entre los dos grupos se atribuirian causalmente
al unico factor que ha sido mampulado por el
investigador.

Los disefios experimentales epidemiologicos
son aquéllos en los que es el propio investigador el
que asigna la exposicion a cada sujeto. En estos
estudios, el tratamiento (0 exposicion) se asigna
con el objetivo de obtener el maximo grado de
comparacion entre los grupos tratados y los no tra-
tados en lo que se refiere a todas las demas carac-
teristicas de los sujetos distintas del tratamiento o
la exposicion de interés, En la investigacion en Epi-
demiologia el mejor camino para obtener conjun-
tos idénticos de factores y circunstancias es asignar
aleatoriamente a los sujetos al grupo de exposicion
o al grupo control. Este proceso se denomina alea-
torizacion, v todos los estudios aleatorizados son
disenos experimentales.

También se pueden disenar estudios experi-
mentales asignando a todo un grupo de poblacidn
diferentes exposiciones. Estos estudios se deno-
minan estudios comunitarios. Por ejemplo, si a
toda una localidad se le asigna un programa edu-
cativo sobre alimentacion sana v a otra localidad
vecina se le asigna el control (sin programa edu-
cativa), estariamos llevando a cabo un estudio
CoOmMuNItario siempre que eficamente sea COrrecto.
Sin embargo, cuando el niumero de unidades ale-
atorizadas es escaso, aunque cada umdad sea
grande, no podriamos asegurar que los grupos

comparados son iguales. En cambio, si la aleato-
rizacion se ha realizado sobre una base individual
v la muestra total es suficientemente grande, un
esquema aleatorio cumphra generalmente su
objetivo v distribuira los participantes en grupos
esencialmente homogéneos, tanto respecto a los
factores medidos como a los no medidos. Este
equilibrio hace que los grupos sean comparables
directamente y garantiza la validez de las inferen-
cias causales extraidas a partir de un diseno alea-
torizado (aleatorizacion individual).

En general, los experimentos proporcionan la
evidencia mas fuerte para determinar el efecto de
una exposicion sobre el resultado. Los estudias
experimentales son, inferencialmente, los disenos
mas potentes para demostrar la causalidad, pero
pueden surgir problemas éticos, ya que el esque-
ma de asignacion aleatoria se emplea no para
avudar al paciente, sino al experimento. Los suje-
tos se exponen unicamente para cubrir las necesi-
dades del protocolo del estudio y no las necesida-
des individuales de cada participante. Por tanto,
los experimentos aleatorizados con humanos solo
se pueden llevar a cabo siguiendo requerimientos
éticos estrictos, No es permusible realizar experi-
mentos en los que la exposicion sea potencial-
mente danina. Por tanto, v bajo estas condiciones,
deben emplearse los disenos de estudios no expe-
rimentales [observacionales). La eleccion del dise-
no en epidemiologia nutricional requiere tener en
cuenta el escenario, la utilidad, las ventajas v las
limitaciones (Tabla 10-5).

Tabla 10-5. OPCIONES DE DISENO DE ESTUDIOS EN EPIDEMIOLOGIA NUTRICIONAL

Ensayo Prevencion secundaria  Asociacion La mayor evidencia Baja validez externa
de intervencion participantes tratamiento-resultado  de causalidad y Problemas éticos
enfermos) validez interna Coste elevado
v bajo potencial
de parcialidad
Estudio de campo  Prevencign primaria Asaociacion Evidencias de Muestras muy grandes
[participantes sanos| expasicion-aparicion tausalidad fuertes, y periodos de
de enfermadad alta validez interna sequimienta largos
f bajo potencial Baja validez externa
de parcialidad Solo se pueden

evaluar relaciones
nutriente-efacto

Los costes mas
elevados
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Tabla 10-5. OPCIONES DE DISENO DE ESTUDIOS EN EPIDEMIOLOGIA NUTRICIONAL fcont.)

Estudio
comunitario

Cuasi-
experimental

Cohortes

Caso-control

Transversal

Aleatorizacion
de grupos [pueblos,
escuelas, etc))

Estudia de intervencion
|no aleatorizada)

Participantes
inicialmente
clasificados como
expuestos o no
expuestos y sequidos
durante un pericdo
de tiempo para
nbservar la incidencia
del resultado

La exposicion se
compara entre sujetos
con o sin el resultado
buscada

La exposicion pasada
y las consecuencias
se astudian
simultaneamente
M una muestra
representativa
de la poblacion

Evaluacion
de intervenciongs
comunitarias
o actividades
educativas

5i los grupos

pequefios y grandes
se aleatorizan,
mismas ventajas
que los ensayos
experimentales

Asociacion causa-efects  Elevada viabilidad,

asignacicn
de exposicion
na aleatorizada

mas aplicables
¥ exposicion
controlada por el
investigador

Asociaciones dieta-salud  Bajo potencial

La herramienta
observacional mas
importante que se tiene
en Epidemiologia
nutricional

Asociaciones dieta-salud
Herramienta analitica
practica
en Epidemiologia
nutricional

Estimacion
de la prevalencia de
enfermedad
o exposicion
Evaluacion poblacional
en programas de salud
Moniterizacicn
de tendencias si se
realizan estudios
periadicos

de parcialidad

y capacidad para
estudiar exposicianes
raras, patrones
dieteticos complejos
y resultadas
miltiples de una
sola exposicion

Permite estimaciones
directas de riesgo
y tasas

Minimas problemas
eticos

Posibilidad de estudiar
resultados o efectos
raras, multiples causas
potenciales de un solo
efecto, no existen
problemas de perdida
de voluntarios durante
el sequimienta,
bajo coste

Minimaos problemas
gticos

La mas alta valided
externa

Coste relativamente bajo

Problemas eticos
minimaos

Posibilidad de recager
un amplio espectro
de informacion relativa
a la dietay a la salud

Baja validez interna
si el numero
de unidades
aleatorizadas es bajo

Dificultad para encontrar
grupos comparables
Elevado potencial
de parcialidad
Tendencias escondidas
pueden alterar
los resultados

Muestra grande
y periodo de
seguimiento muy largo

Imposible investigar
acontecimentos raros

Parcialidad por bajo
seguimiente, necesario
participantes
colaboradares

Coste elevado

Riesgo de parcialidad
en el recuerdo de la
exposicion yen la
participacion de los
contrales

Imposible estudiar
exposiciones raras y
multiples acontecimientos
de una sala expasicion
Imposibilidad de estimar
tasas y riesgos

Dificultad de evaluar
la secuencia temporal.:
baja capacidad para
interferencias
causales, potencial
parcialidad
en participacién
¥ respuesta
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Tabla 10-5. OPCIONES DE DISENO DE ESTUDIOS EN EPIDEMIOLOGIA NUTRICIONAL fcont.}

Ecologico Las unidades de estudic  Monitorizacion de Los estudios mas La mas alta probahbilidad
s0n grupos, no tendencias a lo largo rapidos y baratos de encontrar parcialidad
individuos del tiermpo, Buena calidad incorregible

comparacion de descriptiva Suviabilidad depende
disparidades de la disponibilidad
de datos agregados

Epidemiologia no experimental
(observacional)

Los nutricionistas y epidemidlogos intentan si-
mular los experimentos con disenos observacio-
nales cuando dichos experimentos no son factibles
o serian poco éticos. En las investigaciones expe-
rimentales, las exposiciones son asignadas a los
sujetos por el investigador, mientras que en los es-
tudios observacionales el investigador no tiene
control sobre la exposicion, ya que en estos estu-
dios no experimentales los sujetos, mediante su
modo de vida, se asignan objetivamente al grupo
de expuestos o al grupo control (Fig. 10-1). En los

estudios observacionales el investigador se apro-
vecha de los “experimentos naturales”, donde la

exposicion solo aparece en grupos defimdos.

preexistentes

Los disenios observacionales pueden a su vez
clasificarse en cuatro subgrupos principales: estu-
dios de cohortes, caso-control, transversales y
ecologicos. Entre estos subtipos, las principales
diferencias vienen dadas por el momento en el
que se tomaron medidas de exposicion v de resul-
tados. Los estudios de cohortes miden la exposi-
cion en el presente v los resultados se establecen
en el futuro: en los estudios de caso-control el
resultado se mide en el presente, v se establece la
exposicion anterior; mientras que en los estudios
transversales (de prevalencia) se miden tanto la
EXPOSICION COMO SUS CONSECUENnclas en tiempo
presente ¥ en el mismo momento.

Los estudios epidemiologicos también se pue-
den clasificar en relacion a si las medidas de expo-
sicion y efecto se han realizado en poblaciones o

Experimental

Observacional

Aleatorizacion

[ ENSAYO CLINICD |
[ ESTUDIO DE CAMPO |
[ ESTUDIO COMUNITARIO |

L5t

LNO|—»f

ENSAYO DE INTERVENCION |

COHORTE

[_caso-conTROL |

| TRANSVERSAL lprevalencial |
| ECOLOGICO [correlacionl |

Figura 10-1, Clasificacion de los disefios epidemiolégicos.
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en individuos, Las investigaciones observacionales
en las que [a unidad de estudio v analisis no es el
individuo, sino un grupo de poblacion entero, se
llaman estudios ecologicos. En los estudios ecolo-
gicos, se comparan las medidas de exposicion
recogidas v agregadas rutinariamente a nivel de
hogar, local, regional, nacional o internacional,
con los resultados agregados a ese mismo nivel.
Por ejemplo, si las tasas de mortalidad para el can-
cer de colon en varios paises se dibujan trente a la
ingesta media de grasa saturada en esos mismos
paises v se calcula la correlacion entre ambas
variables, se esta realizando un estudio ecologico.

Los estudios que consideran al individuo
como unidad de seguimiento son siempre preferi-
bles, ya que en estudios individuales es posible
relacionar la exposicion con el efecto de forma
directa, previniendo numerosas desviaciones v
riesgos que pueden invalidar los hallazgos de
estudios ecoldgicos. Una de las principales venta-
jas de los estudios individuales frente a los estu-
dios ecologicos es que permiten la estimacion
directa del riesgo de enfermedad en funcion del
nivel de exposicion.

Los estudios ecologicos evaliuan la ingesta die-
tética de un modo menos preciso, va que usan el
consumo medio como valor de exposicion para
todos los individuos en los grupos que se compa-
ran, provocando un elevado potencial de desvia-
cion en la estimacion de las asociaciones entre die-
ta y enfermedad. Los estudios ecologicos, tambien
denominados estudios de correlaciones, pueden
comparar indicadores de la dieta total v el estado
de salud o enfermedad dentro de una misma
poblacion a lo largo del tiempo para observar ten-
dencias seculares, o para comparar las tasas de
incidencia de enfermedad y los patrones de ingesta
dietética de grupos migratorios con respecto a
pablaciones comparables en su pais actual v en el
de origen. Las comparaciones ecologicas han sido
importantes para formular hipotesis de asociacio-
nes entre dieta v enfermedad, sin embargo no son
utiles para establecer relaciones causales.

Las encuestas transversales proporcionan una
“instantanea” de datos epidemiolégicos descrip-
tivos respecto a la nutricion, identificando las ne-
cesidades nutricionales de una poblacion y crean-
do las bases para la promocion de la salud v
programas de prevencion de enfermedades en un
momento determinado de tiempo. Los estudios de
cohortes son generalmente longitudinales v pros-

pectivos, con sujetos a los que se sigue a lo largo
del tiempo durante un periodo definido previa-
mente, para evaluar la aparicion de enfermedad.
En algunos casos también pueden ser retrospecti-
vos (cohortes historicas), con grupos identificados
al inicio de la exposicion en el pasado y posterior-
mente seguidos desde ese momento hasta el pre-
sente para establecer la presencia o ausencia de
enfermedad. La viabilidad de cohortes retrospec-
nivas depende de la disponibilidad de datos de ca-
lidad en archivos va existentes. Los costes de in-
vestigacion asociados a disenos de estudios de
cohortes significan que dichos estudios son menos
habituales que otras aproximaciones. No obstan-
te, el sustancial esfuerzo que significa desarrollar
grandes estudios de cohortes en epidemiologia nu-
tricional, ha comenzado a materializarse en las
dos ultumas décadas.

En los estudios de caso-control los sujetos son
identiticados v reclutados en base a la presencia
o ausencia de enfermedad o la variable del estado
de salud/nutricion de interés. En un diseno ideal,
los controles se seleccionan al azar de [a misma
base de datos que los casos, aplicandose en cada
grupo wdenticos criterios de inclusion y exclusion,
La presencia de exposiciones dietéticas especificas
u otros factores que tengan un interés etiologico
en esos sujetos se suelen establecer a traves de
entrevistas, cuestionarios o por la revision de las
historias clinicas. Dentro del marco general de los
estudios de caso-control, existen diferentes opcio-
nes relativas al diseno del estudio v la seleccion
de controles,

Por ejemplo, los controles deben estar parea-
dos con los casos a mivel individual en base a la
edad, género v otras variables que se cree que pue-
den atectar al nesgo de padecer la enfermedad. El
pareado elimina la vanabilidad entre casos vy con-
troles respecto a las variables del pareado v, por
tanto, proporciona mayor eficacia en el analisis,
Sin embargo, el pareado no puede controlar los
efectos contundentes de los factores de riesgo
observados en la relacion. Los estudios caso-con-
trol son, con diferencia, los disefios mas viables de
todos los estudios analiticos en Epidemiologia,
pero su aplicacion sobre temas de interés para los
nutrictonistas es hmitada por la propia v singular
relacion entre la nutricion y la enfermedad.

La pasibilidad de llegar a comprender bien una
comparacion transversal de exposiciones dieténicas
entre casos v controles es limitada debido a la posi-
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bilidad de que los patrones dietéticos de los sujetos
havan cambiado desde el momento en que la dieta
fue un factor importante en el desarrollo de la
enfermedad. Los estudios retrospectivos de caso-
control intentan superar esta limitacion estimando
la ingesta pasada a través de cuestionarios de fre-
cuencia de consumo o métodos de historia dietéti-
ca. Uno de los problemas es que ¢l recuerdo de la
dieta pasada en el grupo de casos se puede ver
influido por el estado presente de su enfermedad.

Un factor importante a la hora de decidir
entre un diseno de caso-control o de cohortes es
conocer si la exposicion o el resultado que se bus-
ca son raros (muy baja incidencia). Si el resultado
es raro, se prefieren estudios de caso-control, ya
que en un estudio de cohortes se necesitaria una
muestra muy amplia para obtener el suficiente
nimero de sujetos con diferentes niveles de expo-
sicion. S1 la exposicion es rara (escasa), son pre-
feribles los estudios de cohortes. Dado que los
estudios ecologicos se basan en datos agregados,
generalmente recogidos de grandes grupos de
poblacion (pueden llegar a ser daros de todo un
pais), son utiles para estudiar tanto exposiciones
como efectos, tanto raros como comunes, en una
tase preliminar de la investgacion.

Los estudios de cohortes permiten evaluar
numerosos efectos, mientras que los estudios de
caso-control estan restringidos al estudio de un
solo efecto, aunque en éstos ultimos se pueden
estudiar varias exposiciones. 51 se necesita una
medida absoluta del efecto de una exposicion, el
unico diseno apropiado es un estudio de cohor-
tes, ya que los estudios caso-control no pueden
estimar incidencias. Los estudios transversales
inicamente pueden estimar prevalencias. Gene-
ralmente, los estudios de cohortes son caros y se
necesita mucho tiempo para completarlos, aun-
que no siempre ocurre asi. Los estudios caso-
control son normalmente mas baratos v se ter-
minan antes.

Epidemiologia experimental

La epidemiologia experimental intenta des-
arrollar estudios controlados, en los cuales es el
propio investigador el que asigna la exposicion.
Sin embargo, los estudios en humanos implican,
al contrario que en los estudios con modelos ani-
males, aspectos y factores que el investigador es

incapaz de controlar, En especial cuando estos
estudios se llevan a cabo con poblacion en con-

diciones de vida libre, Esta area de la Epidemio-
logia esta dominada por dos disefios de estudio:
los ensayos aleatorizados controlados v los estu-
dios cruzados. En estos estudios los sujetos son
aleatoriamente asignados bien al grupo de
expuestos o al grupo control (no expuestos),
generalmente denominados grupo de tratamien-
to v grupo placebo, respectivamente. El placebo
es una sustancia indistinguible de la de trata-
miento v permite tanto a los investigadores
como a los sujetos del estudio estar “cegados™
ante el tratamiento, ya que no conocen cual es
la sustancia activa v cual el placebo. Los cam-
bios en los indicadores del estado de salud y de
enfermedad se comparan entre los dos grupos al
final del experimento para identificar el efecto
de la exposicion,

Los estudios ¢ruzados funcienan, en epide-
miologia nutricional, con las mismas bases que
los estudios de medidas repetidas en la invesnga-
cion basica. Todos los sujetos del estudio reciben
tanto el rratamiento como el control durante peri-
odos iguales de tiempo, con un periodo de lavado
entre tratamientos v el orden en el que se admi-
nistra el tratamiento o el placebo es asignado al
azar para cada sujeto del estudio. Los disenos cru-
zados son apropiados unicamente para estudios
con tratamientos cuvos efectos no duran en el
tiempo, lo cual limita bastante su utilidad en la
Epidemiologia nutricional.

En general, los disenos de estudios de Epide-
miologia experimental son adecuados para identi-
ficar relaciones causales entre exposiciones deter-
minadas v los indicadores de salud o enfermedad.
La aplicacion de estos métodos esta limitada, sin
embargo, por la dificultad en el control de las ex-
posiciones v por el enorme coste asociado a los en-
sayos en poblaciones dirigidos a moditicar riesgos
de enfermedad o enfermedades cronicas. Probable-
mente es mas factible aplicar disenos experimen-
tales para contrastar los efectos de dosis farmaco-
logicas de nutrientes especificos o de componentes
de alimentos cuyas exposiciones pueden ser mas
tacilmente controlables. Esta aproximacion ha si-
do cada vez mas empleada durante la dloma deé-
cada para evaluar los efectos de micronutrientes
especificos [beta-carotenos, alfa-tocoferol, acido
félico v otros minerales v vitaminas) en estudios
aleatorizados de gran escala.
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Estos estudios mantienen la validez interna
mas elevada entre los disenos epidemiologicos v,
por tanto, proporcionan la evidencia mas convin-
cente para constatar relaciones causa-efecto. Sin
embargo, corren el riesgo de carecer de capacidad
de generalizacién (por ejemplo, tener poca vali-
dez externa) v su aplicabilidad en poblaciones de
vida libre puede resultar pobre en el grado que
los patrones de ingesta de alimentos no corres-
ponden a nutrientes aislados, sino al consumo de
comidas mas complejas. Ademas, el tiempo de
induccion necesario para valorar el efecto de una
causa determinada puede ser mas largo que el
tiempo de observacion del ensayo aleatorizado y,
por tanto, excluir la capacidad del ensayo de esta-
blecer la relacion causal.

Los estudios cuasi-experimentales son aque-
llos en los que la asignacion de la exposicion esta
controlada por el investigador, pero los sujetos
no se distribuyen en grupos al azar. En ocasiones
se les denomina ensayos de intervencion. Cuando
(nicamente s¢ compara un micronutriente frente
a placebo, el ensayo se considera ensayo simple,
mientras que los ensavos multiples o factoriales
son aquellos disefios que compara varios micro-
nutrientes frente a un placebo. En un diseno fac-
torial 2 x 2 dos tratamientos se evaltan simulta-
neamente a través de cuatro grupos (tratamiento
A, tratamiento B, tratamiento A + B v placebo).

Algunos ensayos aleatorizados se denominan
ensayos de prevencion primaria, mientras gque
otros se denominan ensayos de prevencion secun-
daria. Los ensavos de prevencion primaria son
aquéllos llevados a cabo en individuos sanos, con
el objetivo de prevenir la aparicidn de enferme-
dad. Por ejemplo, en el “Estudio de Prevencion
del Cancer del Alfa-tocoferol, Beta-carotena”
casi 30.000 participantes fueron aleatoriamente
asignados a recibir suplementos de alfa-tocoferol,
de beta-caroteno, ambos o placebo, para prevenir
la aparicion de cancer de pulmon {diseno factorial
2 x 2). Todos los participantes estaban libres de
esta enfermedad al inicio del estudio v fueron
seguidos durante varios anos para evaluar la inci-
dencia de cancer de pulmon. Esto es un ejemplo
de estudio de prevencion primaria, también lla-
mado estudio de campo.

Los ensayos de prevencion secundaria se rea-
lizan entre pacientes que yva sufren una enferme-
dad determinada y que son asignados aleatoria-
mente a un grupo de tratamiento o placebo para

prevenir acontecimientos adversos. Por ejemplo,
en el “Estudio del Corazon de Lyon™, los pacien-
tes fueron aleatorizados en dos grupos con dis-
tintos patrones dietéticos después de haber sufri-
doinfarto de miocardio. El acontecimiento no era
la aparicion de enfermedad, sino la incidencia de
remfarto o muerte cardiaca durante el periodo de
segiimiento.

Otros metodos epidemiologicos

También se han realizado estudios epidemio-
logicos para evaluar las actitudes de los consumi-
dores hacia v sobre los alimentos, la nutricion,
patrones fisicos v la salud, para proporcionar a
los actores politicos, los investigadores y la indus-
tria alimentaria datos utiles para promocionar
mensajes saludables respecto a la relacion entre
la alimentacion o la ingesta de nutrientes v las
enfermedades cronicas. Estas encuestas buscan
informacion sobre las influencias en la eleccion
de alimentos, determinantes de salud, criterios
relativos a la percepcion de la alimentacion salu-
dable, fuentes estables de informacion nutricio-
nal, beneticios esperados v barreras para la imple-
mentacion de una dieta sana, de cara a poder
identificar los conocimientos del consumidar,
actitudes v creencias respecto a las interacciones
alimentacion-salud y para promover mensajes
educativos sobre nutricion mas enfocados a la
poblacion diana,

El papel de los metaanalisis en la combinacion
sistematica de los resultados publicados sobre
ensayos aleatorizados se ha convertido en algo
habitual, pero su lugar en la Epidemiologia obser-
vacional ha sido controvertido, a pesar de su
amplio uso en las Ciencias Sociales, Algunos auto-
res defienden que combinar los datos de ensavos
aleatorizados es util, va que la potencia estadistica
se eleva sin comprometer la validez, ya que los
grupos comparados han sido aleatorizados, pero
en la Epidemiologia observacional el asunto de la
validez esta muy determinado por la parcialidad v
los factores de confusion mas que por las limita-
ciones de la potencia estadistica. Por tanto, la
mavor precision estadistica obtenida mediante la
combinacion de datos puede resultar erronea, va
que la validez de los hallazgos puede seguir siendo
nula. Una alternativa a la combinacion de datos
epidemioldgicos publicados es la creacion de un
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fondo comun y el analisis de los datos primarios
de todos los estudios disponibles sobre un tema
concreto v que retnen los requisitos especificados.
En teoria, lo ideal seria conseguir la colaboracian
de todos los investigadores originales, que estan
familiarizados con los datos y sus limitaciones.
Este tipo de estudios, junto con la combinacion
de los datos originales de varios estudios son la
base de los denominados analisis combinados o
proyectos de conjunto (metaanalisis).

En un analisis combinado, el rango de facto-
res dietéticos que se pueden estudiar puede ser
considerablemente mayor que en los analisis se-
parados, va que en un estudio aislado se tienen
pOCos sujetos en ingestas extremas, v a veces por-
que estos estudios variaran en la distribucion de
tactores dietéticos. Las ventajas de los andlisis
combinados en Epidemiologia nutricional son tan
sustanciales que estos analisis se estan convirtien-
do en una practica habitual para temas importan-
tes, como la relacion ingesta de alcohol v el can-
cer de mama, la talla y el cancer de mama o las
bebidas alcohalicas v la enfermedad coronaria.

El analisis de datos epidemiologicos necesita
que se consideren cuidadosamente los criterios de
calidad aceptable de los datos, pero también so-
bre la presentacion de variables independientes
categorizadas o continuas, v la aplicacion de pun-
tuaciones empiricas. El estudio de analisis de sub-
grupos (anidados), interacciones y correcciones
de errores son otros temas de interés. Otras limi-
taciones de estos analisis es establecer las necesi-
dades de tamano muestral para considerar el es-

tudio representative, el cumplimiento, las inexac-
titudes en la informacion recogida en estudias
retrospectivos v los efectos confundentes de facto-
res asociados.

L

PERSPECTIVAS EN EL FUTURD ?

El futuro de la investigacion en nutricion debe
pasar por el desarrollo de nuevos métodas de
estudio de los procesos mediante los cuales las
células, los tejidos y el cuerpo entero obtienen y
utilizan sustancias contenidas en alimentos y behi-
das, con el objetivo de mantener su estructuray
funciones de modo saludable. Contaran con espe-
cial atencion las estrategias basadas en la Biologia
maoleculary celular, enfocadas en tener una mejor
comprension de las bases genéticas de los resul-
tados relativos a la nutricion personalizada.

Tambien cabe esperar gue numerosos estudios
de cohortes de larga duracion, con decenas de
miles de participantes; aporten informacion
valiosa sobre el papel de la nutricion en la pre-
vencion de enfermedades, pero también sobre la
regulacién nutricional de numerosas enfermeda-
des a traves de medios dietéticos y conociendo
las relaciones gen-nutriente y gen-ambiente.
Ademas, la recopilacién de datos de numerosos
estudios de cohortes puede proporcionar una
herramienta muy poderosa para evaluar los
beneficios de una dieta sana. El interés creciente
en una aproximacion de patrones dietéticos, en
lugar de la clasica aproximaciéon de nutrientes
aislados se reflejara en las proximas decadas en
epidemiologia nutricional.
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PRACTICA 1

Determinacion de la energia

bruta de un alimento mediante
bomba calorimetrica adiabatica

P. Quintero del Rivero y E 1. Milagro Yoldi

INTRODUCCION

La cantidad total de energia que aporta un ali-
mento depende de los nutrientes energéticos que
lo componen v puede determinarse mediante el
cilculo de su calor de combustion, siendo éste la
cantidad de calor liberado cuando se quema u oxi-
da de forma completa una determinada masa, a
presion ¥ temperatura constantes. Asi, la cantidad
de calor producido por un alimento durante este
proceso se denomina energia bruta.

Por su parte, dicho calor de combustion
puede ser determinado a través de un calorimetro
de volumen constante, Este dispositive mide el
calor producido al quemar completamente una
muestra de alimento en una atmosfera con ex-
ceso de oxigeno (bomba calorimérrica). El calor
del alimento es absorbido por un velumen de
agua conocido, siendo este aumento de tempera-
tura del agua equivalente a la energia bruta del
alimento.

Esta técnica se basa en la Primera Ley de la
Termodinamica, que afirma que la energia ni se
crea ni se destruye sino que pasa de una forma a
otra. En el caso de los alimentos, la ecuacion que
responde a esta ley es la que hace referencia a la
combustion de los nutrientes:

MNutrientes + O, — CO, + H,O + Energia

El calor bruto de los diterentes macronutrien-
tes, obtenido a partir de un calorimetro, es el si-

gulente:

Hidratos de carbono: 3,9-4.2 keallg.
Lipidos: 9,2-9,5 kcal/g.
Proteinas: 5,2-5.9 keal/g.

Alcohol: 7,1 keal/e.

Sin embargo, estos valores no son los que se
encuentran en las tablas de composicion de ali-
mentos va que éstos hacen referencia a la energia
metabolizable, que es aquella que queda disponi-
ble para cubrir las funciones y necesidades meta-
bolicas. Asi, por ejemplo, la oxidacion de las
proteinas a nivel celular es incompleta porque se
produce también urea y amoniaco como produc-
tos finales, por ello su valor en bruto es superior
a 4 kcal por gramo.

OBJETIVO

El objetivo de esta practica és determinar, me-
diante un calorimetro de volumen constante, la
cantidad total de energia (energia bruta) que apor-
tan diferentes tipos de alimentos.

PROCEDIMIENTO
Fundamento

El calorimetro es un recipiente adiabarico que
contiene una cubeta metalica con una canndad
conocida de agua (normalmente 2 litros), en cuyo
interior se introduce la camara de reaccion
(bomba calorimétrica) dentro de la cual se pone
una cantidad determinada de la sustancia cuyo
valor calorico se desea estimar. Se introduce oxi-
geno dentro de esta camara y por medio de unos
electrodos ¥ un alambre de ignicion se produce la
combustion de dicha sustancia. Finalmente, el
calor producido por la reaccion eleva la tempera-
tura del agua, la cual es medida por el termome-
tro. Partiendo de esta elevacion de temperatura v
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5. Introducir el soporte con el crisol en el inte-
nior de la camara de reaccion v cerrar con la

tapa de rosca herméncamente (siempre a ma-
no) (Fig. P1-2).

= 6. Introduar el oxigeno en la bomba, abriendo
con cuidado la valvula de la botella hasta lle-
Suministrador gar a 20 atmosferas.

eléctrico . Llenar la cubeta metalica con 2 litros de agua
destilada a temperatura ambiente.
8. Poner la cubeta metalica en el recipiente adia-
barico.

9. Introducir, usando unas pinzas, la bomba ca-

4 lorimétrica dentro de la cubeta meralica.

Figura P1-1. Bomba con accesorios 10. Conectar en la parte superior de la bomba
los cables que suministran la energia eléc-

conociendo la capacidad calorifica del equipo (la e ) .

cual debe ser restada), se obtiene la energia bruta L. Colocar la tapa con el agitador del recipiente

de Ia sistancia adiabirico e insertar el termomerro (Fig, P1-3).

12. Encender el agitador.

13. Empezar a leer la temperatura del agua cada

30 segundos hasta obtener dos mediciones

iguales consecutivas (T,).

Bomba calorimétrica

Material y equipos

* Calorimerro de volumen constante con acce- 14, Encender la fuente de coriente para provocar
sorios (Fig. P1-1). y i fies >
o 3 lit 'Tb—if tilad la combustion de la muestra.
itros de agua destlada. .
e Botella d Bt 15. Anotar la temperatura cada 30 segundos
otella de oxigeno. :
i hasta obtener dos mediciones consecutivas
* Alambre de ignicion de 10 em por muestra, Sesinles
* | gramo de acido benzoico, o ; .

E : ' 16. Desconectar el agitador y la fuente de co-
* | gramo de aceite de oliva. ke
* | gramo de harina de trigo. )

B 5 17. Desconectar los cables de los electrodos v re-
¢ Prensador para pastllas, . e x4
L tirar la bomba calonimetnica con las pinzas.

ermometro. . :

0 Mmms 18. Abrir la valvula de la bomba para eliminar ¢l

s exceso de presion.

Protocolo

Primero se debe realizar la prueba con | gramo
de acido benzowo, sustancia que se utiliza como pa-
tron para caleular la capacidad calorifica del equi-
po, y posteriormente los alimentos que se quieran
medir. Independientemente de la sustancia a utilizar,
el procedimiento se realiza de la siguwiente forma:

Electrodos

Alambre

Pastilla

1. Pesar 1 gramo de la sustancia a urilizar, En caso Crisol
de ser un liquido coger | mililitro v, a poder ser,
calcular su peso en la balanza,

2. Para muestras solidas, hacer una pastlla con
el prensador.
3. Poner el gramo de sustancia en el crisol.

4, Atar firmemente ¢l alambre de ignicion a los
electrodos de la bomba asegurandose que togue
la pastilla por la parte superior, Figura P1-2. Bomnba calorimetrica
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Prensador
de pastillas

Interruplor
del agitader

|

Recipiente
adiabatico

Figura P1-3. Equipo en operacion.

19, Desenroscar la tapa de la bomba y abrirla.

20, Medir la longitud del alambre de ignicion no
quemada,

21. Lavar la bomba y el crisol con agua destlada.

Calculos

* Comparar los valores experimentales obtenidos
con los datos teoricos.

¢ Explicar las causas de las diferencias entre los
valores obtenidos por el calorimetro v los de las
tablas de composicion de alimentos.

Determinacion de la capacidad calorifica
del equipo:

C =(Q xm )/ (m xAT)

Ll Ly

PRESENTACION DE RESULTADOS

donde:

Q... =6318cal
m_=masa del alimento.

m, = masa del agua.

AT = diferencia de temperatura.

*En nuestro caso, el valor del calor especifico del
equipo es de 1,22 callg °C.

Determinacion del valor calorico
del alimento:

Q= (AT xm, x C":mrﬂ -g-¢,-¢)/m

donde:

AT = diferencia de temperatura.

m, = masa del agua,

m_ = masa del alimento.

n . 5

¢, = calor producido por la combustion del
alambre (2,3 cal/em).

e, = calor producido por formacion de sulfirico®,

e, = calor producido por formacion de nitrico®,

* En el caso de los alimentos con muy bajo conte-
nido en proteinas, estos valores pueden ser exclui-
dos de la ecuacion.

BIBLIOGRAFIA

Chang R (2008). Primera ley de termodinamica, Fisico-
quimica. McGraw-Hill Interamericana, México,
Moreno F (2000}, Encrgia, nutricion v dictética para tec-
nologos de alimentos. Dhaz de Santos, Madrid,
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PRACTICA 2

Digestion de nutrientes:
amilasa salival

B. Marcos-Gomtez y M. . Moreno-Aliaga

INTRODUCCION

Una de las tunciones fundamentales del apa-
rato digestivo es transformar los alimentos inge-
ridos en estructuras sencillas capaces de ser
absorbidas a nivel intestinal.

La digestion de los carbohidratos ingeridos co-
mienza en la boca a través de una enzima hidrolasa
denominada amilasa salival (@-amilasa) o también
conocida como ptialina o nalina (Fig. P2-1). Se
produce principalmente en las glandulas salivares
(sobre todo en las glandulas pardtidas) v en el pan-

Figura P2-1. Estructura macromolecular de la amilasa
salival humana.

creas v su funcion es la de digerir el glucogeno y el
almidon para formar azucares simples.

La a-amilasa es capaz de romper los enlaces
it {1 — 4) internos, perono los a {1 — &) ni los @
{1 —= 4) terminales ni préximos a las ramificacio-
nes. Por tanto, los productos resultantes son mal-
tosa y otros polimeros pequenos de glucosa, que
contienen de 3 a 9 moléculas de ésta (maltotriosa
v a-dextrinas limite, que son los productos rami-
ficados de la molécula de almidan). Su pH dptimo
de actuacion estd entre 6,7 v 7,0 v es activada por
la presencia de iones cloruro.

Aungque el alimento permanece en la boca du-
rante un corto periodo de tiempo, la accion de la
amilasa salival continua hasta que el pH acido del
contenido estomacal la inactiva, de manera que
hasta este momento la enzima hidroliza de un 30
a un 40 % de los almidones de la dieta.

almidion g maltosa + maltotriosa + dextrinas

A nivel intestinal actia otra amilasa de origen
pancreatico ¥ con una actividad semejante a la sa-
lival, rindiendo productos de degradacion simila-
res. Estos productos sufren finalmente la accion
de las disacaridasas del barde en cepillo de los en-
terocitos que liberan monosacaridos capaces de
ser absorbidos.

OBJETIVO

El objetivo de esta practica es determinar cua-
litativamente la actividad de la a-amilasa salival.
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PROCEDIMIENTO
Material y equipos

Muestras

* Saliva.

Equipos

* Bano rermostanco.
* Mechero.

Material

¢ Tubaos de ensayo,
* Papel de filtro.

¢ Embudo.

* Pipetas.

Reactivos

* Solucion de almidon al 0,5%.
* Solucion de Lugol:
- 16,6 IK.
~125¢l..
— ¢.s.p. OO mL agua.
* Fehling A: 17,34 g SO Cw/100 mL agua.
® Fehling B:
— 173 g tartrato sodico potasico,
- 50 g NaOH.
— c.s.p. 500 mL agua.

Fundamento

El almidon es el polisacando de reserva mas
abundante en los vegetales. Esta constituido por
una mezcla de:

— a-amilosa {10-20%): una cadena lineal de unas
200 unidades de D-glucosa, unidas por enlaces
af(l —4).

- Amilopectina (80-90%): cadena lineal de D-
glucosa con enlaces a (1 — 4), con numerosas
ramificaciones unidas a la cadena principal por
enlaces a (1= 6),

La a-amilosa en agua presenta una ordena-
cion espiral caracteristica, con 6 o 7 residuos glu-
costlo por vuelta de espiral, En esta hélice los
grupos hidroxilo quedan hacia fuera, mientras
que en el interior se disponen los grupos hidrofo-

bos. En este interior es donde se incluve el vodo,
formando un complejo de intenso color azul que
permite la idennficacion positiva de trazas de al-
midon.

La amilasa salival o prialina actia sobre el al-
midon de los alimentos liberando aziicares reduc-
tores.

El poder reductor que pueden presentar los
azucares proviene de su grupo carbonilo, que
puede ser oxidado a grupo carboxilo con agentes
oxidantes snaves. S el grupo carbonilo se encuen-
tra combinado, no puede presentar este poder re-
ductor.

Los azucares reductores, en medio alcalino,
son capaces de reducir el 1on Cu®* de color azul a
Cu* de color rojo. Para ello, el grupo carbonilo
del azucar se oxida a grupo carboxilo. En medio
tuertemente basico, presencia de NaOH, ¢l ién
Cu* formaria Cu(OH), insoluble, por ello se
anade tartraro sodico potasico que actia como es-
tabilizador al formar un complejo con el Cu®,

En consecuencia, se podra demostrar la accion
de la enzima amilasa salival sobre el almidon,
comprobando que los productos resultantes de la
accion enzimatica son reductores ¥ no dan la re-
accion del vodo.

Protocolo

1. Se colocan en una gradilla cuatro tubos de en-
savo v se numeran adecuadamente (1, 11, 111,
V), tras lo cual se anaden 2 ml. de la solucion
de almidon al 0,3% a cada uno de ellos.

. Al tubo numero I se le anade una gota de solu-
cion dilmda de Lugol (una parte de Lugol v dos
de agua) v se anota el resultado.

3. Al tubo numero I1 se le anade 1 mL de solucion
de Fehling A v otro de Fehling B, v tras calen-
tar en el mechero se anota el resultado obser-
vada.

4. A los tubos 11 ¥ IV se les anade una pequena
cantidad de saliva. Para ello, tras enjuagar la
boca, se masnca un trozo de papel de filtro
para esnmular la salivacion. Los liquidos se-
gregados se vierten a un embudo con un hltro
humedecido colocado sobre los tubos de en-
sayo Il v IV. Tras ello, dichos tubos se incu-
ban durante 15-20 minutos en un bano entre
35-40 °C. Transcurrido este tiempo se sacan
del bafo y se dejan enfriar. A continuacion,

Pt
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al tubo 111 se le anaden unas 3 o 4 gotas de
solucion diluida de Lugol v se observa el re-
sultado. Por otra parte al tubo 1V se le anade
1 mL de solucion de Fehling A v otro de B, v
tras calentar a la llama se anota el resultado
observado.

Interpretacion de los resultados

La hidrélisis del almidén por la a-amilasa sa-
lival queda demostrada cuando la prueba de iden-

PRESENTACION DE RESULTADOS

tificacion del almidon con la solucion de Lugol
pasa a ser negativa, mientras que la prueba de
Fehling pasa a ser positiva, indicando la aparicion
de azucares reductores.

BIBLIOGRAFIA

Cox MM, Nelson DL (2009}, Lehninger: principios de
bioguimica (5.7 ed). Omega, Barcclona,

Guyron AC, Hall JE (2006). Tratado de Fiologia Médica
(11." edi. McGraw-Hill Interamenicana, Madnid.

Tubo |:

Tubo II:
Tubo I

Tubo IV:
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PRACTICA 3

Absorcion

INTRODUCCION

La absorcion intestinal de los nutrientes que
proceden de los alimentos se lleva a cabo me-
diante una serie de mecanismos que permiten el
paso selectivo de los distintos solutos desde la luz
intestinal hacia la sangre.

La principal via de absorcion de nutrientes es
la transcelular, estando implicadas varias protei-
nas transportadoras localizadas en las membranas
apical v basolateral de los enterocitos. Los diver-
sos transportadores se diferencian en su depen-
dencia del Na* o He, selectividad por sustrato y
caracterisricas cineticas.

El paso de la glucosa v galactosa desde la luz
intestinal hasta la sangre incluye al menos dos
componentes de transporte, un transporte satu-
rable v active (transportador Na*-glucosa,
SGLT1) y otro lineal pasivo va que, a altas con-
centraciones de sustrato, el transporte no podria
ser explicado sélo por la actividad de SGLT1, ya
que al ser de alta afinidad v baja capacidad, el
transportador se encontraria saturado. No obs-
tante, de forma habitual la absorcion de glucosa
v galactosa requiere un transporte activo que su-
pone la union de dos moléculas de Na* por cada
molécula de glucosa. El transportador los intro-
duce en la célula utilizando el gradiente electro-
quimico de sodio, que es mantenido por la
bomba Na*K/ATPasa, localizada en la mem-
brana basolateral de los enterocitos, La salida
hacia la sangre de estos azicares se da a favor de
pradientes de concentracion mediante el trans-
portador facilitative GLUT2.

Los métados experimentales para el estudio
de la absorcion intestinal incluyen tanto técnicas

intestinal de azucares

C. Fanjul Gonzalez y M. P. Lostao Crespo

in vttro (sacos intestinales evertidos de Wilson-
Wiseman, anillos de intestino evertidos de
Crane-Mandelstam, unlizacion de preparaciones
de enterocitos aislados, de vesiculas de mem-
brana apical o basolateral, etc.), como técnicas
in ivo. Esta altima técnica, que serd la que des-
cribiremos a continuacion, esta encaminada a
mantener las condiciones del animal lo mas pro-
ximas a las fisiologicas a lo largo del experi-
mento, a fin de obtener datos que respondan lo
mas fielmente posible a la realidad. Consiste en
el estudio de la absorcion de un sustrato por un
segmento de intestino, aislado mediante una ca-
nula de entrada vy otra de salida, por el que se
bombea la solucion de estudio.

OBJETIVO

El abjetivo de la prictica es el estudio de la ab-
sorcion intestinal de glucosa en vevuno de rata m
vivo v su inhibicion por la florricina, inhibidor del
transportador SGLT1 de alta atinidad, que com-
pite con el azucar por su lugar de union al trans-
portador.

PROCEDIMIENTO
Fundamento

Se perfunde una solucion hisiologica con el
azucar a estudiar por un asa intestinal seleccio-
nada al efecto, La desaparicion de dicho azacar
perfundido refleja la absorcion de que ha sido ob-
jeto por parte del intestino.
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Material y equipos

Animales de experimentacion

Rata en avunas,

Material

"« & & & & = 8 »

Material quirdrgico ¢ hilo.
Canulas.

Placa de Petri.

Pinzas de cocodrilo v de Pean.
Tabhllas de diseccion.
Esparadrapo.

Jeringa de 10 mL,

Pipetas de 10 v | ml.,

Pie, pinza v nuez.

Vasos de precipitado,
Marraces atorados de 100 mL
Gradilla con 12 tubos.

Reactivos

Anestésico: clorhidrato de metedomidina (DOM-
TOR?, Plizer) v ketamina (IMALGENE 500%,
Merial). En una proporcion 1:4, a una dosis de
0,5 mL de la mezcla por cada 200 g de peso.
Solucion de glucosa 2 mM en suero fisiolégico.
Solucion de glucosa 2 mM vy florrizina § x 104
M en suero fisiologico.

* NaCl 0,9% (suero fisiologico).
* Reactivo de Somogyi (c.s.p. 1.000 mL):

- 4g50,Cu 5 HO.

24 g CO, Na, anhidro.

16 g CO HNa.

12 g tartrato sodico-potisico.

180 g SO, Na, 10 H,O.

Reactivo de Nelson (c.s.p. 1.000 mL):

— 50 g molibdato amanico.
- 42 cc SO H..
- 6 g AsO HNa, 7TH 0.

Protocolo

L.

Se anestesia al animal mediante inveccion in-
tramuscular. Una vez anestesiado, se sittia so-
bre la tablilla de diseccion, fijandolo por las ex-
tremidades mediante esparadrapo, de modo
que quede expuesto el abdomen. A continua-
cion, se practica una laparatomia, operacion

|

que consiste en abrir el abdomen por su linea
media. Para ello se realiza un corte longitudinal
en la piel de unos 3 cm, ¥ se practica una inci-
sion de unos 2 cm en la pared abdominal si-
guiendo la linea alba, lo que permite visualizar
las asas intestinales.

Humedecidos los dedos indice v pulgar de
ambas manos con suero hisiologico, se identi-
fica el principio del yeyuno (la region duodenal
del intestino forma un asa situada en torno a
la region gastrica) v se selecciona una longitud
de vevuno de unos 20 cm pasando una liga-
dura en ambos extremos, que se deja sin cerrar.
A continuacion, se ligan distalmente los vasos
sanguineos que irngan dichos extremos para
evitar hemorragias (Fig. P3-1). Mediante unas
tijeras finas se da un corte parcial v oblicuo (en
pico de Haura) en el extremo inicial del asa ais-
lada, por la zona menos vasculanizada.
Seguidamente se introduce dentro del intestino
una canula de entrada que se asegura mediante
la ligadura proximal y queda orientada en el
sentido distal. Se hace lo mismo en el extremo
distal del asa seleccionada, colocando la cinula
en sentido contrario (Fig. P3-1). Queda asi ais-
lada un asa intestinal con una canula de en-
trada v otra de salida. Se introduce ¢l asa
cuidadosamente en la cavidad abdominal, la
cual se cierra con la pinza de cocodrilo, v se
cubre con una gasa humedecida con suero fi-
siologico, dejando asomar las canulas.

. La canula de entrada se conecta mediante un

tubo de goma a una jeringa que se mantiene ver-
tical por medio de un soporte (pie). La cinula de
salida se conecta con otro tubo (Fig. P3-2). Para
limpiar el asa intestinal, se van introduciendo
por la jeninga unos 25 mL de suero hsiologico a
37 °C hasta que se observa que el liguido de sa-
lida, que se recoge en un vaso de precipitado,
fluve regularmente v es totalmente transparente,
Ello indica que no se han formado burbujas de
aire dentro del asa (que deben evitarse) v que el
lavado del intestino ha sido suficiente.

A continuacion, se deja caer la columna de li-
quido de la jeringa v, cuando su menisco al-
canza la marca ImlL de la jeringa, se pinza |a
canula de salida asegurandose de que la co-

lumna liquida no descienda (Fig. P3-2).

. Se dejan transcurrir 10 minutos en esa situa-

cion antes de empezar las absorciones sucesi-
vas, a fin de estabilizar el intestino con el suero
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Figura P3-1. Canulacion del asadein-
testino seleccionada. lzquierda: ligadu-
ras de los vasos sanguineos. Derecha:
ligaduras para sujetar las canulas.

fisiologico. Debe controlarse que la tempera- st longitud. Esta medida debe realizarse de modo
tura rectal del animal se mantenga a 37 °C, que el asa quede suspendida en el aire. Se sujeta
abrigandolo o utilizando una lampara, si fuera por una de las canulas soportando ¢l peso de una
necesario. pinza de Pean colocada en el otro extremo, v con
6. Transcurridos los 10 minutos, se acopla un avuda de una regla se mide la longitud del intes-
matraz de 100 mL a la canuladesalida yen la tino. El valor obtenido se muluplica por 0,6 para
jeringa, utilizando una pipeta, se introducen obtener con buena aproximacion la longitud real
10 mL exactos de suero tisiologico a 37 °C con del asa en el animal in sifu.
glucosa 2 mM. A continuacion, se abre la ca- 9. A continuacion, se procede a la valoracion del
nula de salida v se deja que la solucion entre en azicar mediante el método de Nelson-50-
el intestine hasta que el nivel de la columna li- mogvi, realizando todas las determinaciones
quida de la jeringa quede al nivel de 1 mL, mo- por duplicado.
mento en el que se clerra de nuevo la canula de La glucosa es un azucar reductor de manera
salida. Durante esta operacion, el efluvente se que reduce en caliente el Cu** a Cu*. Este Cu*
recoge en el matraz que recibe el tubo de salida es inestable ¥ se transforma en Cu, 0. Al anadir
v se esperan 10 minutos. Ahora el intestino reactivo de Nelson (que forma complejos con
contiene glucosa, disuelta en suero hsiologico, el Cu*) se obtiene una coloracion verdosa cuya
que se va a absorber. intensidad es proporcional a la concentracion
7. Terminado este perindo de absorcion, se anade de glucosa.

suero fisiologico a 37 °C a la jeringa, se abre
la canula de salida y se hace pasar un total de
unos 30 mL de suero fisiologico, sin quitar el
matraz, para asegurarse de que roda la glucosa
del asa intestinal ha sido arrastrada. De nuevo,
se enrasa la jeringa a | mL, se cierra la canula
de salida, se retira el matraz v se sustituye por
otro matraz limpio para la segunda absorcion.
Para esta segunda absorcion se anaden 10 mL
de la solucion fisieldgica con glucosa 2 mM
que contiene también florricina 5 = 107 M, ¥
se procede de la manera descrita para el ante-
rior periodo de absorcion.,

8. Terminado el experimento, los matraces utiliza-
dos, que contienen el liquido que ha llenado el
asa intestinal durante ambos periodos de absor-
cion, se enrasan a 100 mL con agua destilada v
se agitan. Posteriormente, se separa del cuerpo el
asa intestinal con sus dos canulas, cortando el in- Figura P3-2. Dispositive experimental para los estu-
testino proximal y distalmente a ellas, para medir  dios de absorcion intestinal.
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Parniendo de la solucion de azicar utilizada,
de concentracion 2 mM, se hacen los siguien-

tes tipos de patrones:

I. 6 mL de glucosa 2 mM y H.O hasta 100
mL (solucion 0,12 mM)
II. 8 mL de glucosa 2 mM y H,O hasta 100
mL (solucion 0,16 mM)
[l. 10 mL de glucosa 2 mM y H,O hasta 100
mL (solucion 0,2 mM)

10. Se agitan bien los matraces correspondientes.
Con una pipeta de 10 mL se llevan a tubos de
ensavo alicuotas de 1 mL, por duplicado, tan-
to de los matraces con las diluciones patro-
nes, como de cada uno de los matraces en los
que se ha recogido la solucion que ha pasado
por el intestino. En un tubo vacio, que servira
de blanco, se anade 1| mL de agua desnlada.

11. A continuacion, a cada tubo se le anade 1 mL
de reactivo de Somogyi v se colocan todos los
tibos, incluyendo el blanco, en un baio de
agua hirviendo durante 10 minutos.

12. Transcurrido ese nempo, se sacan los tubos
del bano y se colocan en un bano de agua fria
durante § minutos. Después se anade a cada
tubo 1 mL de reactivo de Nelson y se agitan
hasta que desaparezca la efervescencia. Luego
se adicionan 10 mL de agua destilada v se agi-
tan los tubos por inversion. Por ultimo, se de-
termina la absorbancia del color de cada tubo
utilizando un espectoforometro a una longi-
tud de onda de 610 nm.

Calculos

Los patrones [, Il y HI contienen 12 pmoles,
16 pmoles v 20 pmoles de glucosa por 100 mL,
respectivamente.

PRESENTACION DE RESULTADOS

En un papel milimetrado se sittian en abscisas
los pmoles de glucosa v en ordenadas las absor-
bancias leidas en el colorimetro (media de los du-
plicados para las soluciones tipo correspondien-
tes), lo que permite trazar la recta patron.

Las lecturas de las soluciones problema, por
extrapolacion en la recta patron obtenida, permi-
ten conocer la cantidad de azicar contenida en los
correspondientes matraces de 100 ml, que es pre-
cisamente la que no ha sido absorbida por el in-
testino.

La cantidad de azicar absorbida por el intes-
tino sera la diferencia entre la canndad rotal de
azucar que habia en los 10 mL de solucion inicial
perfundida por el intestino (20 pmol) v la que ha
quedado en la solucion tras la absorcion.

La absorcion se expresa en:

pmol inicial = pmaol final

pmol absarbido/cm/min =
longitud {cm) x 10 min
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Observar la diferencia entre la cantidad de azicar que el intestino ha absorbido en ausencia y presencia de flo-
rricina. Expresar el efecto inhibidor debido a dicha sustancia en porcentaje (% absorcion).

Comentar los resultados obtenidos y posibles incidencias en la realizacion de la practica.
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PRACTICA 4

Determinacion del indice glucemico
de los alimentos

I. Diez Lépez y M. T. Macarulla Arenaza

INTRODUCCION

La ingestion de los distintos alimentos que
contienen carbohidratos provoca efectos diferen-
tes en la respuesta glucémica, es decir, en el grado
en el que se eleva la concentracion de la glucosa
sanguinea tras su consumo v en el tiempo que
transcurre hasta volver a alcanzar los niveles ba-
sales. Para cuantificar esta respuesta, Jenkins y
col. (1981) disenaron el Indice glucémico (1G, o
Gl por Glycenic Index).

El IG de un alimento se define como “el area
bajo la curva del incremento de glicemia durante
un periodo de tiempo tras la ingesta de ese ali-
mento (normalmente 2 h), comparada con la res-
puesta a una cantidad equivalente de hidratos de
carbono en un alimento estindar (normalmente
pan blanco) o glucosa™, y se expresa en porcen-
taje. Por tanto, cuanto mavor sea el IG, mayor v
mas rapido serd el aumento de glucemia tras la in-
gestion de ese alimento y viceversa.

El IG no depende de la cantidad de carbohi-
dratos del alimento, sino de la velocidad a la que
se digieran v absorban, lo que a su vez depende de
la forma quimica de éstos (complejos vs sencillos,
relacion amilosa/amilopectina del almidon), con-
tenido en fibra (canndad v tipo), contenido en pro-
teinas vy grasa, tamano de particula, grado de
gelatimizacion del almidon, procesado térmico, etc.

Segun este indice, los alimentos se clasifican en
“alimentos de 1G bajo™ (= 55%), “medio™ (56-
69%) o “alto” (= 70%:). Esta clasificacion es atil
para elegir preferentemente alimentos con 1G bajo
como fuente de carbohidratos en el diseno de die-
tas para diabéticos, pero también se emplea con
otros fines (tratamiento de la obesidad, actividad

deportiva, etc.), e incluso estd en estudio su apli-
cacion en la prevencion de ciertas enfermedades
como la cardiopatia coronania.

Sin embargo, el IG no es el anico factor que
determina hasta qué punto el consumo de un ali-
mento eleva la glucemia, puesto que tambien in-
tluye la cantidad de carbohidratos aportados. Por
ello, para el diseno de dietas es mas util el con-
cepto de Carga glucémica (CG, o GL por Glyce-
mic Load), que se refiere a una porcion concreta
de alimento v se obtiene al multiplicar el 1G del
alimento por la cantidad de carbohidratos dispo-
nibles en dicha porcion, dividido por 100, Por
tanto, el concepto de CG implica tanto la calidad
como la cantidad de los hidratos de carbono.

OBJETIVO

El objetivo de esta practica es determinar las
diferentes respuestas glucémicas a la ingesta de
distintos alimentos ricos en hidratos de carbono v
calcular sus respectivos indices glucémicos.

PROCEDIMIENTO
Fundamento

Tras la ingesta de un alimento, la digestion v
absorcion de sus carbohidratos provoca el incre-
mento de la glucemia hasta el momento en que se
ve contrarrestado por la insulina segregada por el
pancreas. La medicion sertada de la glucemia post-
prandial tras dicha ingesta, comparada con el in-
cremento de glucemia inducido por la ingesta de
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una cantidad de glucosa equivalente, permite
calcular el indice glucémico de dicho alimento.

Material y equipos

Material

Balanza.

Agitador.

Vasos de precipitados,

Glucometros v tiras reactivas de glucosa.
Dispositivos de puncion y lancetas.
Tablas de composicion de alimentos.

Reactivos

* Glucosa.
¢ Alimentos ricos en hidratos de carbono.

Protocolo

I. Se seleccionan varios voluntarios sanos que
deben estar en ayuno previo de 10-12 h, no
haber realizado una actividad fisica intensa el
dia anterior y permanecer en reposo durante
todo el estudio, v se distribuyen en tres grupos:
G (glucosa), Al (alimento 1) y A2 (alimento 2).

2. Se les mide a todos ellos la glucemia basal (G )
siguiendo las instrucciones de los glucometros.

3. Unlizando las tablas de composicion de ali-
mentos, ¥ temiendo en cuenta la porcion co-
mestible v el contenido en carbohidratos, se
calcula la cantidad de cada alimento en estudio
que aporte 50 g de carbohidratos.

4. Los individuos del grupo G ingieren 50 g de
glucosa disueltos en 300 mL de agua, mientras
que los de los grupos Al vy A2 ingieren las can-
tidades de alimento calculadas, acompanadas
de 300 mL de agua.

. Se mide la glucemia de cada individuo a diferen-
tes nempos (15, 30, 45, 60, 20 y 120 mun), y se
traza en papel milimetrado su curva de glucemia
(tiempo en abscisas v glucemia en ordenadas).

=)

Calculos

Para cada individuo se caleula el incremento
de glucemia de cada muestra (DG ) restandole el
valor de la glucemia basal: DG = G -G .

Para cada uno de ellos se calcula ¢l Area bajo
la curva (AUC, por Area Under the Curve) si-
guiendo el método trapezoidal (Fig. P4-1).
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Figura P4-1.

El AUC es igual a la suma de las dreas de los
triangulos y trapecios delimitados por la curva de
glucemia y la glucemia basal (G,), por tanto, AUC

=A+B+C+D+E+F donde:

A=AG, x 1572
C = (AG,, + AG,,) x 1572
E = (AG,, + AG,,) x 3012

B = (AG,, + AG,) x 1572
D = (AG,, + AG,) x 1572
F = AG,, x T2

siendo T, el tiempo transcurrido entre el ultimo
valor de AG > 0 y el momento en el que la curva
de glucemia se cruce con el valor basal G, 5 no
se cruzan, es decir, st AG, > 0, F no serd un tridn-
gulo sino un trapecio, luego su drea serd (AG_ +
AG,, ) = 3072,

Se calculan las AUC medias de cada grupo
(AUC,, AUC, y AUC).

El IG de cada alimento se calcula aplicando la
formula:

1G (%) = (AUC ,ILJLUC,I.I = 100

Sabiendo el tamano de la racion habitual (g)
de los alimentos utilizados, se puede calcular la
cantidad de carbohidratos disponibles en la mis-
ma (g), v con ella su carga glucémica aplicando la
frmula;

CG = 1G x carbohidratos por racion/100
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PRACTICA 5

Valoracion del gluten en los alimentos

INTRODUCCION

La entermedad celiaca (EC) consiste en una in-
tolerancia a las proteinas del gluten presente en los
cereales trigo, centeno, cebada, avena y sus varie-
dades (triticale <hibrido de trigo y centeno—, kamut,
espelta) gue cursa con una atrofia severa de la mu-
cosa del intestino delgado superior. Dicha atrofia
produce una malabsorcion de macro ¥ micronu-
trientes, cuya repercusion clinica depende de la edad
v la situacion fisiopatologica del paciente, Esta in-
tolerancia es de cardcter permanente, es decir, se
mantiene a lo largo de toda la vida y aparece en su-
jetos genéticamente predispuestos a padecerla.

El gluten es la fraccion de proteinas de los ce-
reales que es insoluble en agua y en soluciones sa-
linas. Contiene dos fracciones proteicas: gluteninas
v prolaminas y se acepta que la fraccion toxica del
gluten para los individuos celiacos son las prola-
minas, que constituyen aproximadamente el 50%
de la composicion del gluten. El enfermo celiaco
es sensible, por tanto, a las prolaminas del trigo
(gliadinas), centeno (secalinas), cebada (hordei-
nas), ¥ probablemente, avena (aveninas). Diversos
estudios han puesto en entredicho la roxicidad de
la avena, aunque aun no se dispone de estudios
concluyentes.

El tnico tratamiento para la EC es la elimina-
cion del gluten de la dieta, consiguiendo asi una re-
mision total de los sintomas. Es necesario tener en
cuenta que este compuesto se utiliza muy habitual-
mente en la industria alimentana y que aparece en
el etiquetado bajo diversos ingredientes como, por
ejemplo, sémola, proteina vegetal, extracto de
malta, levadura, especias, aromas, amilaceos, fibra
o espesante. De este modo, alimentos que natural-

E. Simon Magro

mente son libres de gluten, como pueden ser carnes,
lacteos o pescados, por ejemplo, pueden presentar
canndades significativas de esta prolamina.

Para poder llevar a cabo un cumplimiento de
una dieta sin gluten (DSG) se debe tener en cuenta
la clasificacion general de alimentos segiin su con-
tenido en gluten (Tabla P3-1). En relacion al eti-
quetado, el reglamento europeo (Reglamento CE
41/2009) indica que los productos alimenticios
destinados a la poblacion celiaca podran denomi-
narse “productos exentos de gluten” cuando con-
tengan menos de 20 mg/keg o ppm v, “productos
de contemido muy reducido de gluten™ para aque-
llos que tengan menos de 100 mg/kg o ppm.

OBJETIVO

El objetivo de esta practica es evaluar el con-
tenido en gluten en productos alimenticios que,
por su etiquetado nutricional, composicion y/u
origen, se consideran exentos o de contenido muy
reducido en gluten.

PROCEDIMIENTO
Fundamento

Para la realizacion de esta técnica de inmunoen-
sayo enzimatico tipo sandwich de doble anticuerpo
se puede unlizar el kit basado en la unlizacion del
anticuerpo monoclonal RS que permite la derec-
cion simultanea de las gladinas, secalinas y horde-
inas (las proteinas del gluren del tngo, cebada v
centeno respectivamente, solubles en alcohol) de
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Tabla P5-1. CLASIFICACION DE ALIMENTOS ATENDIENDO A SU CONTENIDO EN GLUTEN

Caracteristicas de estos grupos
de alimentos

Aquellos que por naturaleza no
contienen gluten

Aguelios gue por naturaleza no
contienen gluten, pero pueden
incorporarlo por el proceso

Aquellos productos elaborados a
partir de los cereales prohibidos
para los celiaces

tecnolagico o por contaminacion

cruzada

Tipos de alimentos incluidos
- Leche y derivades: quesas,
reguesdn, nata, yogures

naturales, cuajada

= Todo tipo de carnes y visceras
frescas, congeladasy en
conserva al natural

- Embutidos: cecina, jamén
serrano y jaman cocido de
calidad extra

- Pescados sin rebozar,
mariscos ¥ las conservas
al natural o en aceite

= Huevos

- Verduras, hortalizas
y tuberculos

- Legumbres, Frutas

— Arroz, maiz, tapioca y sus
derivados

- Azicar y miel

- Aceites y mantequillas

- Café, infusiones y refrescos
de naranja, limén y cola

— Vinas, bebidas espumosas

- Frutos secos crudos

- Sal, vinagre de vino, especias
2N rama, en grano y todas
las naturales

- Pates

para pizzas

de magquina

alimentos. Consta de 96 pocillos distribuidos en
12 tiras de 8 pocillos cada una, y cada pocillo esta
tapizado con un anticuerpo antiprolamina, Como
patron de las prolaminas se emplea la ghadina y se
estima que las prolaminas corresponden al 50% de
las proteinas que componen el gluten. El limite
de cuannficacion del kit es de 3,1 mg/kg de gluten.

Antes del inicio del andlisis se debe contar con
todo el material fungible v equipos necesarios
para su realizacion,

Asimismo, antes de manejar los reactivos y las
muestras a ensayar, para evitar riesgos de conta-

- Embutidos: choped,
mortadela, chorizo, morciila,
salchichas, etcétera

- Quesos fundidos, de untar
de sabores, especiales

- Conservas de carne,
albéndigas, hamburguesas

- Conservas de pescado en salsa,
con tomate frito

- Salsas, condimentos
y colorantes alimentarios

- Sucedaneos de cafe, chocolate
y cacao y otras bebidas

- Frutos secos tostados o fritos
con harina y sal

- Caramelos y golosinas

- Algunos tipos de helados

- Sucedaneos de chocolate

- Pan, harina de trigo, cebada,
centena

- Bollos, pasteles y tartas

- Galletas, bizcochos y productos
de reposteria

— Pasta alimenticia: fideos,
macarranes, tallarines, atc,

- Higos secos

- Bebidas destiladas
o fermentadas a partir de
de cereales: cerveza, agua
cebada

- Productos manufacturados
en los gue entre en su
composicion cualquiera
de las harinas ya citadas
y en cualguiera de sus formas:
almidones, feculas, semolas,
proteinas

= Obleas de la comunion

minacion, el analista se debera hmpiar las manos
con agua ¥ jabon. A continuacion limpiara la po-
vata del laboratorio con solucion hidroalcoholica
{etanol al 60-80%, aproximadamente).

Material y equipos
Material

* Los reactivos del kit asi como las tiras con los
pocillos necesarios para la realizacion del analisis
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se mantendrin a temperatura ambiente al menos
30 minutos antes de su utilizacion (Tabla P5-2).
¢ Etanol absoluto PA (Panreac 121086).
* Agua destulada.
e Frasco lavador, probetas, envases de vidno con
tapon de rosca y material de vidrio.
¢ Tubos de polipropileno de 10 ml con y sin tapa.
¢ Esparulas, cuchillos, njeras, mortero con maza.
¢ Papel absorbente.

Equipos

¢ Balanza analitica.

e Micropipetas de rango variable (50-250 ul y
100-1.000 ul} ¥ una micropipeta multicanal.

* Lector ELISA.

¢ Picadora u homogenizador de alimentos.

* Bafo termostatico,

e Centrifuga.

* Vortex.

Reactivos

Deben prepararse diariamente antes de su un-
lizacion los siguientes reactivos:

¢ Etanol al 80% cada dia de anilisis: por cada
100 mL de solucion hidroalcohdlica a preparar,
se deben anadir 80 mL de etanol absoluto ¥
completar con agua destlada.

* Solucion de lavado incluida en el kit Ingezim
Gluten se debe diluir 25 veces, es deair, diluir
un volumen de solucion concentrada en 24 vo-
lumenes de agua desnlada.

¢ Diluvente para las muestras incluido en el kit
Ingezim Gluten se debe diluir un volumen de so-
lucion concentrada en 4 volimenes de agua des-
rilada.

Protocolo

Para la determinacion del contenido en gluten
de alimentos, el método analitico mas extendido
que, ademas, es el recomendado por la AOAC
(AOAC 979.09) v por el Codex Alimentario (ALL-
NORM 08/31/26-Apéndice I11), es la técnica de
ELISA o enzimo inmunoanalisis, Se recomienda el

uso del anticuerpo monoclonal RS de Meéndez,
que reconoce el epitopo QQPFP, secuencia ami-

Placas de microtitulacion (8 x 12 pocillos]
recubierta con el AcM antigliadinas, secalinas
y hordeinas

Control positivo y negativo de gliadina

Estandar europeo de gliadina a las
concentraciones:
25 ng/mL, 12,5 ng/mL, 6,25 ng/mL, 3,12 ng/mL
y 1,56 ng/mL

AcM antigliadinas, secalinas y hordeinas
conjugado con peroxidasa

Tampaon de extraccion
Solucion de lavado
Diluyente

Sustrato [TMB)

Solucion de frenado (H,50,, 0,5 M

Tabla P5-2. COMPONENTES DEL KIT INGEZIM GLUTEN (3.0.GLU.K2)

Listas para su uso

Listos para su uso

Listos para su uso

Listo para su uso

Listo para su uso

Diluir con agua destilada 1:25
Diluir con agua destilada 1:5
Listo para su uso

Lista para su uso
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noacidica muy repetida en las proteinas de los ce-
reales prohibidos para el celiaco.

Identificacion de las muestras

En el cuaderno de laboratorio debera apun-
tarse la relacion de muestras a analizar de forma
que aparezcan codificadas con un numero (del 1
al 42, como maximo). Este numero se empleara
para rotular los tubos del ensayo, diseiio de la
placa y lectura e interpretacion de los resultados.
Esta etapa asi como la de preparacion de las mues-
tras se realiza en una zona separada de la zona de
analisis, para evitar riesgos de contaminacion,

Preparacion de las muestras

Se debe conseguir una muestra homogénea v
representativa del producto a analizar, Para obte-
ner una homogeneizacion adecuada, se siguen di-
ferentes rratamientos en funcion de la matriz y
consistencia del producto,

Extraccion del gluten de la muestra

Se pesan 0,25 gramos de muestra de alimento
molido o triturado en un tubo de polipropileno,

()
EJEMPLOS DE TIPOS

DE HOMOGENEIZACIONES Lb_J

- Productos de consistencia media [carnicos,
productos de panaderia y pasteleria o similar]

o dura [pastas alimenticias, frutos secos o si-
milares): se selecciona una porcién reprasen-
tativa del producto y se homogeniza en la
picadora de alimentos.

- Productos de consistencia dura o gomosa (por
ejemplo, caramelos, gominolas, pilderas): se
trocean en un mortero utilizando la maza o con
una tijera hasta consequir pequefas fracciones
de producte.

- Productos liquidos y de baja consistencia (de-
rivados lacteos o untables): se agita y/o re-
mueve vigorosamente el producto antes de
coger la muestra

- Harinas y productos en polve: se remueve con
una espatula antes de coger la muestra,

se anaden al tubo 2,5 mL del tampon de extrac-
c1on y se mezcla en el vortex durante 10-20 se-
gundos,

Seguidamente, los tubos se incuban a 50 °C
en el bano termostitico durante 40 minutos.
Transcurrido ese tiempo, se anaden 7,5 mL de
etanol al 80%, se vortea durante 30-40 segundos
v, seguidamente, se incuban 1 hora en el bano rer-
mostatico a temperatura ambiente con agitacion
suave.

A continuacion, se centrifugan los mbos a
2.500 g durante 10 minutos a temperatura am-
biente (20-25 “C). Tras la centrifugacion, las
dos tases, solido v liquido, deben estar bien se-
paradas.

El sobrenadante obtemido de la centrifugacion
de las muestras se utiliza para su analisis mediante
el método ELISA. Para ello, se toma una alicuota
del sobrenadante que se pasa a tubos limpios de
polipropileno v se diluve 1/50, empleando el dilu-
vente incluido en el kit y siguiendo la siguiente
torma de dilucion: 50 pl. de sobrenadante +
2.450 pl. de diluyente.

Ensayo inmunoenzimatico
de las muestras

Antes de comenzar el ensavo, se debe confir-

mar que los reactivos se han equilibrado a tempe-
ratura ambiente durante, al menos, 30 minutos ¥
que se han preparado las soluciones de lavado y
de diluyente. Asimismo, se diseiia la distribucion
de los estandares de ghadina y muestras siguiendo
el sigmiente esquema (Tabla P5-3):

Tabla P5-3. DISTRIBUCION DE LOS
CONTROLES, PATRONES Y MUESTRAS EN LA PLACA

C- M3 M3

C+

156 15 Mé M4
31z 312 M5 M5
6,25 625 Mb Mé
125 125 M7 M7
25 25 Ma Ma
M1 M1 M7 M7
M2 M2 M10 M10

T Mmoo 0 m o
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Se comienza dispensando los estandares o pa-
trones de gliadina v controles en los pocillos de la
placa ELISA. Se anaden 100 pL de control positi-
vo ¥ control negativo en los pocillos Al y A2 res-
pectivamente v el mismo volumen de 5 concentra-
ciones del estandar de ghadina europeo (25; 12,5;
6,25; 3,12 v 1,56 ng/mL) por replicado en orden
ascendente, lgualmente, se anaden en el resto de
pocillos 100 pL de cada una de las muestras (M1,
M2, M3, etc.) diluidas al 1/50.

Entonces, se incuba la placa 1 hora a tempe-
ratura ambiente protegida de la luz. Trascurrido
ese tlempo, se vuelca rapidamente la placa en el
fregadero para vaciar su contenido, evitando asi
la transterencia de contenido entre pocillos.

A continuacion, se lava la placa con la solu-
cion de lavado anadiendo a cada pocille un volu-
men superior a 350 pl, se agita ligeramente y se
vacia su contenido rapidamente. Se golpea la pla-
ca baca abajo sobre una capa de papel absorbente
hasta eliminar toda la solucién de lavado. Este
proceso se debe repetir cinco veces en total.

Antes de eliminar el contenido del ultimo la-
vado, asegurarse de tener preparado el reactivo a
utilizar inmediatamente, puesto que no debe man-
tenerse la placa en seco. A continuacion, se ana-
den 100 pl del anticuerpo monoclonal (AcM)
conjugado en cada pocillo unlizando la pipeta

multicanal v se incuba una hora a temperatura
ambiente (20-25 "C) protegida de la luz.

Entonces, se lava de nuevo cinco veces segun
procedimiento descrito v se anaden 100 pl de sus-
trato TMB por pocillo, manteniendo la reaccion 10
minutos a temperatura ambiente. Los pocillos que
contengan gluten se tornan en color azulado.

Por ultimo, para finahizar la reaccion, se ana-
den 100 pL de solucion de frenado, siguiendo el
mismo orden en el que se anadio el sustrato. La
solucion de los pocillos se torna amarilla.

La lecrura de la placa se realiza a una absor-
bancia de 450 nm en un lector ELISA. El test se

considera valido cuando la absorbancia del con-

trol positive sea superior al punto del patron 25
ng/mL v el control negativo sea inferior al punto

del patran de 1,56 ng/mlL.

Calculos

Se recogen los datos obtenidos del lecror
ELISA en una hoja Excel, v a partir de los valores
de absorbancia (que se sittan en el eje de abcisas,
x) v de los estandares de gliadina (que se sitdan
en el eje de ordenadas, ¥}, se obtiene una curva
patron que se corresponde con una funcion poli-
nomial de segundo grado v se presenta en un gra-

fico (Fig. P5-1).

Curva patrones gliadina

y = 4,360 %' - 0,352x + 1,211

R*=0,%99

Z

o

e

e

0,000 1,000 1.500

2,000 2,500

Absorbancias 450 nm

Elaboracion de curva patrones
Absorbancias| Patrones gliadina 30,00
n=450 nm ngmlL -
‘E‘ 25,00
0,394 1,36 )
0,593 3.12 i 20,00
1,034 &,29 .E
1,261 12.50 B 1
2,22 25,00 g o
0,078 Control - §
5 10,00
k=
.‘E
] 5,00 /
0,00
0,000
Recta calibrado
factor 1 factor 2 factor 3
= 4,960 0,352 1,21 0,999
aa bh e

Figura P5-1. Ejemplo de resultados de curva de calibrado de estandares de gliadina.
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Los valores de la curva obtenida tendran los
siguientes componentes:

y=aaxxt+bbxx+ e,

ademas del dato de coeficiente de correlacion R2,
Sustituyendo los valores de absorbancia obre-
nidos por las muestras analizadas (x, x,, x,....),
se consigue los valores de concentracion (v, y,,
Yipers):
La concentracion real de ghadinas en una
muestra se calcula mediante la formula:

b = € x [ x40/ 1.000

Donde:
C: es la concentracion de ghiadina [ng/ml.] (obte-
nida en la curva).

D: es la dilucion de la muestra (1:50).
40: es el tfactor de dilucion resultante de la extrac-

cion, va que se pesan 0,25 g v se obtiene un
volumen final de 10 mL (10 mL/0,25 g = 40
ml/g).

PRESENTACION DE RESULTADOS

1.000: factor de conversion para pasar de ng/mL

a ppm.
vy la expresion de las unidades se obtiene asi:

ppm = (ng/mL) x D x (mL/g) / (ng/ng)
= pe/e = metke
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Para convertir el valor de ppm 0 mg de ghadina‘kg de muestra detectadas en ppm o mg de gluten
kg de muestra, se aplica el factor de conversion 2, basindose en la aceptacion de que las gliadinas re-

presentan el 50% de las proteinas presentes en el gluten. Los resultados por debajo del limite de cuan-
tificacion se expresan asi: < 3,1 mg gluten/kg muestra.

Se deben rellenar toda la informacion que se recoge en las siguientes tablas P5-4 y P5-5.

Tabla P5-4. RESULTADOS DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS POR LA TECNICA ELISA
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Tabla P5-5. ALIMENTOS CON RIESGO DE CONTENER GLUTEN

Cita un alimento con mayor riesgo de contaminacion
con gluten de las siguientes malrices

Cita seis denominaciones de ingredientes en el
etiquetado donde puede aparecer gluten oculto”

—.
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PRACTICA 6

Adipocitos y adipoquinas:
cultivo primario de adipocitos de rata

P. Pérez-Matute, S. Lorente-Cebrian y M. |. Moreno-Aliaga

INTRODUCCION

El tejido adiposo, ademas de ser el principal
reservorio energetico del organismo, interviene en
otros procesos, como son la termorregulacion, la
proteccion mecanica v el aislamiento térmico.
Desempena ademas importantes funciones endo-
crinas v es fuente de celulas madre adultas, Desde
el punto de vista histologico, el tejido adiposo es
uno de los considerados tejidos conectivos o con-
juntivos laxo v puede presentarse en dos formas:
tejido adiposo blanco vy tejido adiposo pardo o
marron. Ambos estan bajo la influencia del sis-
fema nervioso simpatico, participando de manera
conjunta en el metabolismo energético. No obs-
tante, existen importantes diferencias morfologi-
cas, anatomicas v funcionales entre ellos.

El tejido adiposo blance constituye el sistema
de reserva energética mas importante de los orga-
nismos superiores, ya que en sus células se alma-
cena el exceso de energia en forma de triglicéridos,
permitiendo su rapida movilizacion para ser utili-
zada en cualquier momento. Esta caracteristica
supone un factor determinante para la superviven-
cia de las especies, ya que asegura una continua
disponibilidad de energia, independientemente de
los recursos disponibles en el medio.

Una vez que el rejido adiposo esta completa-
mente formado, los adipocitos, células de gran ta-
mano (120 micras), representan entre uno y dos
tercios del mismo. El niicleo de los adipocitos es
periférico v el citoplasma se halla ocupado casi en
su totalidad (70-80%) por una gran gota lipidica
(adipocitos uniloculares). Las restantes células del
tejido adiposo son precursores de los adipocitos
con distintos grados de diferenciacion, células san-
guineas, endoteliales y macrofagos.

La idea rradicional que se tenia del tepdo adi-
poso como reservorio pasivo para el almacena-
miento de energia ha dejado de ser valida desde
hace unos anos. En la actualidad, se conoce que el
tejido adiposo es capaz de expresar v secretar una
gran variedad de péptidos bioactivos denominados
adipaquinas que pueden actuar tanto a mivel local
(autocrino/paracrino) come sistémico {endocrino).
Un numero importante de estas adipoquinas son
secretadas por la fraccion adipocitaria del rejido
adiposo. Ademads de estas senales, ¢l tejido adiposo
también expresa importantes ¥ NUmMerosos recep-
tores. Por todo ello, podria decirse que el tejido
adiposo ademas de ser un organo necesario para
el almacenamiento y liberacion de energia, tam-
bién contiene la maquinaria necesaria para permi-
tir la comunicacion con distintos Grganos, incluido
el sistema nervioso central (SNC).

Ademas, la importante funcion endocrina que
desarrolla el tejido adiposo se pone de manitiesto
por las consecuencias hisiopatologicas que se de-
rivan tanto de un exceso como de una deficiencia
de dicho tejido. Asi pues, el estudio en profundi-
dad de la funcion endocrina y metabolica del tepi-
do adiposo blanco permitirda un mejor conoci-
miento de las consecuencias adversas que se
generan debido a ese exceso (obesidad) o deficien-
cia (lipoarrotia), permitiendo, por tanto, una bius-
queda mas tructifera del tratamiento de las enfer-
medades asociadas.

OBJETIVO

El objetivo de esta practica es el aislamiento v
cultivo en una matriz de colageno de adipocitos
primarios procedentes de la grasa epididimal de
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ratas macho con el fin de poder estudiar el meta-
bolismo de estas células en una disposicion lo mas
parecida a la fisiologica.

PROCEDIMIENTO

Material y reactivos

Animales de experimentacion

Se emplearan ratas macho de 250-280 gramos
de peso aproximadamente v mantenidas en con-
diciones de temperatura (22 = 2 °C) v humedad
constantes con ¢iclos de luz/oscuridad de 12 horas
v alimentadas con una dieta estandar v agua ad li-
bitum,

Las ratas que se utilicen en esta prictica han
de manipularse de acuerdo con las Guias Nacio-
nales e Institucionales de Cuidado y Uso de Ani-
males v con la aprobacion del Comité de Etica
para la Experimentacion Animal de la institucion
donde se lleve a cabo ¢l procedimiento.

Equipos

Campana de seguridad biologica.
Bano con agitacion,

Incubador para cultivo celular.
Centrifuga.

Auroclave.

Balanza.

Reactivos para soluciones

® Buffer Hepes-Fosfato:

~ Albumina sérica bovina fraccion V.
- NaCl.

~ CaCl2H,0.

- MgSO,7H.0.

- KH,PO,

- Na,HPO,

— Hepes IM.

- D-Glucosa.

* Medio de cultivo (Dubbelco’s Modified Eagle
Meduem = DMEM):

— Suero fetal bovino,
Penicilina/Estreptomicina.
Mistatina,

— Aminoacidos no esenciales,

® Otros reactivos y materiales necesarios:

— Colagenasa.
- Coligeno.

* Mmimon Essential Mediom (MEM ).

Placas de cultivo de 6 pocillos.

Placas de Petn.

Marenal de diseccion esterilizado.
Canulas de metal y gomas para revestirlas.
Jeringas de 10 mL.

Membranas de nailon de 400 pm.

Fundamento

El objeto de esta practica es el aislamiento de
adipocitos procedentes de la grasa epididimal de
ratas macho mediante una digestion con colage-
nasa. Los adipocitos aislados se cultivan poste-
riormente en una matriz de colageno con medio
DMEM hasta un periodo maximo de 96 horas
(limite de tiempo en el cual los adipocitos man-
rienen sus caracteristicas v fenotipo diteren-
ciado). Los adipocitos asi anclados en la capa de
colageno presentan una disposicion mas similar
a la fisiologica que cuando se cultivan en suspen-
ston, v permiten el estudio m vitro de los efectos
de diferentes farmacos, antioxidantes, macronu-
trientes, etc., sobre el adipocito maduro. Por ello,
tras ¢l tratamiento de los adipocitos con las sus-
tancias de interés, se puede recoger el medio de
cultivo y congelarlo a —80 “C para una postenor
cuantificacion de diterentes adipoquinas (leprina,
adiponectina, visfatina...) o metabolitos (glu-
cosa, lactato, glicerol) producidos o caprados por
los adipocitos v que pueden verse modificados
por los tratamientos llevados a cabo. Asimismo,
los adipocitos pueden ser guardados a =80 °C
para un posterior analisis de la expresion génica

1FiE, P6-1).
Protocolo
Preparacion de soluciones
Buffer Hepes-Fosfato
Para el cultivo de adipocitos procedentes de 4-

6 ratas se suelen preparar 500 mL de buffer hepes-
tostato de la siguiente composicion:



Préctica 6. Adipocitos y adipoquinas: cultivo primario de adipocitos de rata

Incubacian

"
Colagenasa {(lll::l 97 oC
—' B >

Adipocitos
aslados

Cuantificacyén de %U
adipoquinas "‘*\-...

Cuantificacidn de metabolitos
lglucosa, gliceral, etc.|

Grasa epididimal
de ratas Wistar

Alicuotas

/

24, 48,72y %6 h

95 h

Extraccion
del ARN Figura Pé-1. Esquema de la

* obtencion, aislamiento y cul-

tivo de adipocitos proceden-
tes de la grasa epididimal de
ratas macho asi como pos-
teriores analisis que pueden
llevarse a cabo

Expresion
génica

135 mM NaCl

22 mM CaCl,2H,0
1,25 mM MgSO,7H,0
045 mM KH,PO,
2,17 mM Na HPO,

10 mM Hepes IM

S mM D-Glucosa

2% BSA

I

I

|

I

Tras la mezcla se debe ajustar el pHa 7,2-7 4,
filerarlo a través de papel de filtro y finalmente es-
terilizarlo a través de un filtro de 0,2 pm de dia-
metro de poro.

Medio de cultivo

El medio de cultivo es DMEM bajo en glucosa
(1 /L) suplementado con suero fetal bovino (1%),
aminodcidos no esenciales (1%), nistatina (1%) v
penicilinafestreptomicina (1%).

A este medio se le pueden anadir diferentes
tratamientos (nutrientes, hormonas o farmacos)
objeto de estudio, mantemendo siempre un medio
control con la misma proporcion del vehiculo en
el que hava sido disuelta la sustancia de interés/es-
tudio.

Aislamiento de los adipocitos
Tras sacrificar las ratas, se extirpa el tejido

graso epididimal. El procesamiento de la grasa se
debe realizar a partir de ese momento en condi-

ciones de esterilidad, bajo campana de seguridad
biologica de flujo laminar previamente esterilizada
por exposicion a luz ultravioleta, El matenial de
diseccion ha de estar también estéril (autocla-
vado).

El tejido adiposo extraido se deposita en una
placa Petri con buffer hepes-fosfato atemperado
(37 °C). Tras pesar el tejido, se debe trocear con
njeras durante unos 90 segundos. A continuacion,
se procede a la digestion del tejido fragmentado
mediante incubacion con colagenasa (1.25 mg/mlL
por 0,5 g de tejido) a 37 °C durante 30-40 minu-
tos v con agitacion. Una vez transcurrido el
nempo de incubacion, se anade buffer hepes-tos-
faro (24 mL) con el fin de parar la reaccion enzi-
matica. Se filtra entonces la grasa digerida a través
de membranas de nailon de 400 pm de tamano de
poro para retener €l tepido no digerido v obtener
amicamente los adipocitos aislados. A continua-
cion, ¥ con el objeto de eliminar los restos de co-
lagenasa asi como los preadipocitos, se realizan
dos lavados con buffer hepes-fostato mediante
centrifugacion a 200 x g durante 6 minutos en
tubos Falcon de 50 mL. Se retira el infranadante
(contiene los preadipocitos) utilizando canulas de
metal revesndas de goma (va que el metal puede
favorecer la lisis de los adipocitos) v acopladas a
jeringas. El ultimo lavado se realiza con DMEM
y tras centrifugar en las mismas condiciones, se re-
tira de nuevo el infranadante v se anade DMEM
hasta 14-15 mL. Se incuban entonces las suspen-
siones de los adipocitos aislados a 37 °C v §%
CO, durante 30 minutos.
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Cultivo de los adipocitos

Una vez transcurridos los 30 minutos, se retira
el infranadante hasta alcanzar una relacion volu-
merrica de 2:1 de células/medio (las células se que-
dan siempre flotando en la parte superior) v se
mezclan cuidadosamente las células v ¢l medio
para conseguir una suspension celular homogénea.

Los adipocitos se cultivan preferiblemente en
placas de & pocillos en una marnz de coligeno.
Para ello, se anaden 150 pl. de cada suspension
celular a cada pocillo en los que previamente se
deben depositar 500 pl. de la solucién de colige-
no. Se mezclan girando v agitando curdadosamen-
te hasta conseguir una distribucion homogénea de
las células en la capa de colageno. Se introducen
las placas en el incubador (37 °C v 5% CO,) du-
rante 40 minutos hasta que se logra la solidifica-
cion de la capa de coliageno en la que quedan atra-
pados los adipocitos. A continuacion, se anade a
cada pocillo 2 mL de los medios correspondientes
(mantenidos a 37 °C y en atmostera de 5% CO,).

Una vez anadidos los medios, se introducen
las placas en el incubador durante ¢l periodo de
nempo deseado (0-96 horas). Una vez transcu-
rrido el tiempo de tratamiento adecuado se toman
alicuotas del medio v se congelan a =80 °C hasta
su posterior utilizacion para la determinacion de
diferentes adipoquinas secretadas por los adipo-
citos, asi como para la cuannificacion de los nive-
les de glucosa, lactato v glicerol presentes en el
medio.

PRESENTACION DE RESULTADOS

Ademas, transcurnido el periodo de trara-
miento v recogidas las alicuotas deseadas, se eli-
mina ¢l resto del medio de las placas de cultivo ¥
éstas se almacenan a —80 °C para la posterior ex-
traccion de ARN vy analisis de la expresion de
genes.
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El registro del peso de los ammales asi como de la grasa epididimal extraida v utilizada debe recogerse

de la siguiente forma:

MODELO 1. REGISTRO DE DATOS DEL ANIMAL DEL QUE SE PROCEDE
AL AISLAMIENTO Y CULTIVO DE LOS ADIPOCITOS EPIDIDIMALES
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Ya que el objeto del cultivo de los adipocitos en la matriz de coligeno es el estudio de los efectos i
vitro de diferentes tratamientos (farmacos, hormonas, nutrientes, etc. ), sobre la tuncion endocrina y me-
tabolica del adipocito, resulta de gran unhidad la realizacion de una rabla similar a la que se indica a
continuacion con el fin de registrar las posibles incidencias observadas en las placas asi como los valores
de los parametros a analizar.

MODELO 2. EJEMPLO DE UN REGISTRO DE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS ENSAYADOS
EN LAS PLACAS, LAS INCIDENCIAS DBSERVADAS AS| COMO LOS VALORES

DE LOS DIFERENTES PARAMETROS QUE SE DESEEN ANALIZAR

1 Control
2
3
&
]
&
Placa 2
1 Control
2
3
&
5
[}
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PRACTICA 7

Determinacion de la actividad
lipolitica in vitro

A. Lasa Elgezua y M. P. Portillo Baguedano

INTRODUCCION

La lipolisis hace referencia al proceso meta-
bélico por ¢l cual los lipidos acumulados en dife-
rentes depasitos grasos del organismo son hidro-
lizados hasta dcidos grasos y glicerol, con objero
de obtener sustratos para otras reacciones meta-
bolicas.

La completa hidrolisis de los trighicéridos da
como resultado tres moléculas de dcidos grasos v
una de glicerol, y esta mediada por: la trighcérido
lipasa o desnutrina (ATGL, adipose triglyceride li-
pase), que hidroliza fundamentalmente trigliceri-
dos; la lipasa sensible a hormonas (HSL), que tiene
baja actividad como triglicérido lipasa v degrada
fundamentalmente diglicéridos, v ¢) la monoglicé-
rido lipasa. Con la excepcidn de la actividad de la
monoglicérido lipasa, este proceso se encuentra
bajo la precisa regulacion de hormonas como las
catecolaminas (estimulacion adrenérgica).

Los efectos de la estimulacion adrenergica se
producen tras la union de las catecolaminas a los
receptores fi-adrenérgicos (1l v p2 en humanos v
i1, p2 v (3 en raton). Esta umdon permite su
interaccion con una proteina Gs, lo que produce
un incremento de la actividad adenilato ciclasa.
De este modo, se incrementa el nivel de AMP ci-
clico y se activa la proteina quinasa A (Fig. P7-1).
Pero ademas, las catecolaminas cuando se unen
a receptores a2-adrenérgicos, son capaces de in-
hibir la lipolisis. Tras esta union se produce la
interaccion con la proteina Gi, que inhibe la ade-
nilato ciclasa, reduciendo asi la concentracion de
AMPc. Las catecolaminas tienen por tanto un
efecto dual sobre la lipolisis, v su efecto lipolitico
depende del balance entre receptores adrenérgi-

cos by a (Fig. P7-1).

.
ATP AMPc -POE-3B c. smp
TG
PKA  PHKA-AMPc HELL
AG
& X
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AG
MG
L‘ AG
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.. y

Figura P7-1. Regulacion del proceso lipolitico por la
estimulacion fi-adrenergica en el adipocito.

El proceso lipolitico puede ser estudiado en
condiciones basales o estimuladas por medio de
sustancias lipoliticas de naturaleza diversa. Estas
sustancias pueden actuar en diferentes puntos de
la cascada lipolitica. Asi, los compuestos lipoliti-
cos frecuentemente utilizados son: isoproterenol
(ISO), un agonista f-adrenérgico; forskolina (FK),
un activador de la adenilato ciclasa; dibutiril-
AMP ciclico (DB-AMPc), un analogo del AMP ci-
clico, ¥ 3-sobutil-metil-xantina (IBMX), un inhi-
bidor de la enzima fosfodiesterasa.

OBJETIVO

El objetivo de esta practica es analizar la acu-
vidad lipolitica basal v estimulada por distintas sus-
tancias lipoliticas en adipocitos aislados de tejido
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adiposo de rata. Asimismo, se determina la dosis
ehicaz 50 (EC 50) para un determinado agente li-
politico, que es aquélla que consigue el 50% del
efecto maximo, por medio de los resultados obte-

nidos en la curva dosis-respuesta (Fig. P7-4).

PROCEDIMIENTO
Fundamento

El fundamento de esta practica es medir por
espectrofotometria la liberacion de glicerol como
indice de lipolisis en adipocitos aislados a partir
de repido adiposo de rata, Dicha valoracion se re-
aliza en condiciones basales y tras la estimulacion
de la cascada lipalitica.

La cuantificacion de ghicerol liberado se lleva a
cabo por la tecnica espectroforométrica de Wie-
land, basada en la siguientes reacciones (Fig. P7-2):

Material y equipos

Muestras bioldgicas

* Tepdo adiposo de rata.

Equipos

* Balanza analinca.

* Bafio con agitacion.

* Vortex.

¢ Espectrofotometro y cubetas.

Material

* Tieras.
* Pinzas.
* Placas de Petri.

® Jeringas de 50 mL en las que se ha eliminado la
parte opuesta al embolo.

¢ Jeringa de 10 mL con aguja larga.

* Vasos de plastico de 50 mL.

* Tubos de vidno de 50 mL.

* Tubos de ensayvo de plisnco de 5 v 10 ml.

* Filtros de nailon.

* Gomas.

o Micropipetas de 5-40 pl, 40-200 pl v 100-
1.000 pl.

* Puntas de micropipeta de 1.000 pl. con la punta
cortada.

* Pipetas de vidrio de 10 ml.

* Tubos Eppendort.

Reactivos

¢ Colagenasa A, procedente de Clostridium bis-
tolyticim, con actividad de 0,355 U/mg de lio-
tilizadao.

® Tampon Krebs-Ringer Bicarbonato Albumina
(KRBA): se debe preparar el mismo dia de la
determinacion para evitar alteraciones, con los
siguientes componentes ¥ en las proporciones
senaladas:

- Clorure sadico (NaCl) 0,154 M ..... 100 mL
- Cloruro potasico (KCI) 0,154 M.... 4 mL
— Clorure calcco diludratado

(CaCL2H,0) 0,11 M ..occorviciiiee 3ml
— Dihidrogeno fosfato potasico

(KHPO) 8,355 M I ml
— Sulfaro magnésico heptaludrato

(Mz50) D155 M .oiiniiisnsiini I ml
- Hidrogeno carbonato sodico

(NaHCO ) 0,155 M........ccceecaineee 21 mL
— Albumina bovina fraccion V........... 35
= GlUCOSA e e ceanesan e 108 mg

El pH se ajusta a 7,4 con HCI 1IN o NaOH 1IN.

Glicerokinasa
Glicerol + ATP

Glicerofosfato
deshidrogenasa
Glicerofosfato + NAD

» Glicerofosfato + ADP

»= [ihidroxiacetona fosfato + NADH

Figura P7-2. Reaccion del
glicerol para su cuantifi-
cacion. La hidrazina blo-
guea el grupo ceto y hace
la reaccion irreversible.
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* Diluciones seriadas de las sustancias lipoliticas:
se preparan disoluciones madre de agentes lipo-
liticos que se quieran ensayar a la concentracion
de 102 M. Se hacen alicuotas de 100 pL y se

congelan hasta el dia de su uso.

- FK (10°M) 41,1 mg/10 mL dimetilsulfoxado.

— IBMX (102 M) 22,2 mg/10 mL. H,0 destilada.

— DB-AMPc (102 M) 49,1 mg/10 mL H,O des-
tilada.

- 150 {10* M) 24,8 mg/10 mL Hz['.'.l desulada.

El dia del experimento se preparan, partiendo
de las disoluciones madre, las diluciones seriadas
de cada uno de estos compuestos desde una con-
centracion 102 M hasta 10* M (Fig. P7-3).

En cada tubo de lipolisis se colocan 10 pl. de
estas diluciones. Dado que ¢l volumen final de
cada tubo sera de 1.000 pl, las concentraciones
finales de las sustancias lipoliticas seran 100 veces
menores y, por tanto, se encontrarin en ¢l rango
de 10'M hasta 107" M,

Ejemplo:

Forskolina (10 M)j== = 500 pl. de tampon KRBA.
- 500 pL de disolucion de
adipocitos.
- 10 pl de FK 10 M.

¢ Tampon hidrazina. Puede prepararse con ante-
rioridad a su vso, guardindolo a 4 °C. Se pre-

para mezclando:

B, 2 (7. | SR PR TR Se
= TOERRITIL Cniisiivsvissiivisasobinmassssire 52 mL
- Cloruro magnésico (MgClL), 1 M.... 2mL
— Agua destilada c.5.p. cvicssnnicsnssnescaens 1L

Se ajusta a pH 9,8 con HCl 1 N o NaOH 1 N.

10 pl 10"
W0yl MWplL MWpl 1WEl 10l
NN NN
- ‘.I——'.. -~ | o = h ﬁ
|
o r"!_“": ! x|
102 107 107

Volumen total/tubo = 100 uL

® Mezcla reactiva. Se prepara en el momento de

usar, La composicion de la mezcla, por cada
uno de los tubos de ensavo, es la siguiente:

= Tampon hidrazina...........coovminsieiionns 1 mL
- Adenosin trifostato (ATP) .cocvviciinnenne 0,73 Mg
- Nicotin adenin dinucledtido (NAD)..... 0,375 mg
- Gliceraldehido deshidrogenasa (GDH).. 2,5 mL
- Glicerofosfokinasa (GK) ..cccniciinne 0,5 mL

El volumen final de mezcla reactiva, asi como
las cantidades de cada uno de los componentes,
se calculan mulnplicando las cifras anterior-
mente senaladas por el numero de tubos.
Disolucion madre de glicerol. Se prepara una
disolucion madre de glicerol de concentracion
1 M. Se emplea para preparar los patrones ne-
cesarios ¥ construir asi la curva patron de la re-
accion espectrofotométrica, en la que se halla
por interpolacion la cantidad de glicerol libe-
rado.

Figura P7-3. Modo de preparacion de diluciones seria-
das de cada agente lipolitico.

Reactivo de Dole. Para preparar este reactivo se
deben mezclar:

= P pRoPantl s 160 mL
— HEPLANO uveeeeeeerciecerrnsc s sssssnsnans 40 mL
_ HlsD‘ lllllllllllllllllllllllllllll ISR RIRERRRLN] 4m1r
* Heptano.
Protocolo

Esta técnica se compone de varias etapas, las
cuales se describen a continuacion:

Obtencion de adipocitos aislados

Tras el sacrificio de las ratas, se toma una
muestra de unos 5 gramos de tejido adiposa de
la localizacion anatomica que se desee. Se trocea
el tejido adiposo en una placa de Petni ¥ se intro-
ducen los fragmentos en el vaso de 50 mL con
30 mL de KRBA que contiene | mg/mL de cola-
genasa. Se colocan en un banio a 37 °C y agita-
cion fuerte durante 90 minutos. Se filtran los
adipocitos utilizando la jeringa cortada v el filtro
de nailon v se realizan 3 lavados con 15 mL de
KRBA cada vez para eliminar los restos de cola-
genasa.

Finalmente, se hace una dilucion de los adipo-
citos 1:10 con KRBA.
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Lipolisis

Se incuban los adipocitos en un medio biolo-
gico adecuado en presencia ¥ ausencia de los agen-
tes lipoliticos a ensavar (150, FK, DB-AMP¢ e
IBMX) a distintas concentraciones ¥ en agitacion
de acuerdo con el método de Rodbell. En este
tiempo, se produce la liberacion de los acidos gra-
sos v el ghcerol.

En cada tubo se piperean los siguientes reac-
tivos:

— 10 pL de cada agente hipolitico a la concentra-
cion correspondiente (excepto en los basales),

- 0,5 mL de rampon KRBA.

- 0,5 mL de disolucion de adipocitos.

Se ponen los tubos a incubar en bafo a 37
con agitacion suave durante 90 minutos v trans-
currido este tiempo se detiene la reaccion po-
niendo los tubos en bano de hielo.

Cuantificacion del glicerol

La cantidad de glicerol liberado al medio tras
la incubacion es una medida de la lipolisis produ-
cida.

Se preparan los patrones a partir de una dilu-
cion 1:1000 de la disolucion madre de glicerol (di-
solucion A).

Concentracion | Cantidad | Disolucidn | Agua
de glicerol de gliceral A desnilada

mM| {pmiales| {ul (ul)

Blanco 0 1] 100

Patron | 025 0,08 1] 150

Patrdn 11 0.5 (1N ] 104} {00
Patron Il 0,75 018 150 0
Patron [V | 0.2 200 -

Se toman muestras de 200 pL de cada uno de
los tubos en que ha remido lugar la lipolisis. Se
anade | mL de la mezcla reactiva, tanto a los
tubos problema como a los patrones. Se agita, v
se espera 40 minutos a temperatura ambiente,

Se leen las absorbancias en el espectrofotome-
tro a 340 nm. Estas lecturas corresponden al
NADH liberado en el transcurso de la reaccion,
que sera directamente proporcional al NAD con-
sumido v, por tanto, al glicerol presente en la
muestra,

Determinacion de los lipidos totales

La lipolisis producida durante la incubacion
depende de la cantidad de adipocitos presentes en
el medio. Para tener en cuenta este factor se rea-
liza la determinacion de los lipidos torales por ¢l
metodo gravimétnico de Dole v Meinertz.

Se escogen al azar 5 tubos en los que se ha rea-
lizado la hipolisis, una vez retirados los 200 pL, v
s¢ anade 1 mL del reactivo de Dole en cada uno
de los tubos. Se agita durante | minuto ¥ se deja
reposar 15 minutos.

Se adiciona 1 mL de heptano en cada wbo, Se
agita durante 1 minuto v se deja reposar 15 mi-
nutos. Se recogen 800 pL de la fase de heptano,
que es la que contiene los lipidos, v se ntroducen
en los tubos Eppendorf previamente pesados,

Se espera a que se evapore el hepm no, y se
viielve a pesar el recipiente con el residuo graso
no evaporado, calculando el peso de éste por di-
ferencia,

Calculos

Los pmoles de glicerol/100 mg de lipidos co-
rrespondientes a cada tubo se obtienen mediante
la siguiente ecuacion:

pmol gliceral/ pmal glicernl x 5
100 mg de hipidos =

mrg de lipidos x 1,5 x 1,25

w 100

Esta ecuacion es la resultante de un conjunto
de operaciones a realizar una vez conocida la can-
tidad de glicerol a partir del valor de absorbancia
y el peso medio de grasa de los 5 tubos escogados
al azar para el DOLE.

Es importante considerar que la canndad de
glicerol debe muluplicarse por 3, ya que corres-
ponde a una alicuota de 200 pl. procendente de
1.000 pL, volumen total del rubo donde se ha lle-
vado a cabo la reaccion de lipolisis. Por otro
lado, los mg de lipidos cuantficados por el
DOLE corresponden a 800 pL de la fase de hep-
tano que se ha retirado para esta medicion. La
cantidad de grasa perteneciente a todo el volu-
men de la fase de heptano sera 1,5 veces mavor
va que el volumen total es de 1.200 pl. de hep-
tano (reactivo Dole + heptano). Ademas, la can-



Practica 7. Determinacidn de la actividad lipolitica /n vitro E

Por dltimo, se debe multiphicar el contenido de
3,0 -
grasa total de cada tubo por 100 para poder ex-
s H presar el resultado final como pmoles de glicerol
275 T <l, - liberados/100 mg de lipidos.
ué;' 3 J'.i
Fom T
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Figura P7-4. Curva dosis-respuesta del isoproterenol.

tidad de grasa correspondiente a todo el volu-

mea de suspension de adipocitos en KRBA seri Zechner R, Kienesberger PC, Hacmmerle G, Zimmer-
1,25 veces mayor ya que ¢l volumen total es de mann R, Lass A (2009). Adiposc triglveeride lipase
1.000 pL y solamente se han utilizado 800 pL and the lipolytic carabolism of cellular far stores, |
para esta medicion, Lip Res 50:3-21.

PRESENTACION DE RESULTADOS

Los resultados se expresan como pmoles de gheerol liberados por 100 mg de lipidos durante los 90 mi-
nutos de incubacion,

Con los datos obtenidos para cada una de las concentraciones de cada agente lipolitico se construye una
curva en la cual se representa la concentracion de la sustancia frente a la actividad lipolinca (Fig. P7-4).
Asi, la dosis eficaz 50 (EC 50) del agente lipolitico sera aquella concentracion en la cual se obtenga el
50% de la respuesta lipolitica maxima de cada curva.

COMENTARIOS
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INTRODUCCION

La canudad de triglicéridos acumulados en el
tejido adiposo es el resultado del balance entre los
procesos de acumulacion, tales como la captacion
de dcidos grasos a partir de las lipoproteinas cir-
culantes v la sintesis de novo de dcidos grasos a
partir de precursores come la glucosa, v la movi-
lizacion, proceso conocido coma lipolisis,

En humanos, la lipogénesis de novo es una
ruta metabolica de gran importancia en el higado,
pero ne asi en el tejido adiposo. No obstante, en
los modelos de roedores (rata, hamster, raton)
muy utilizados en investigacidn y concretamente
en estudios sobre obesidad, es una ruta relevante
que contribuye en gran medida a la cantidad de
triglicéridos acumulados en el rejido adiposo.

Capacidad lipogénica

A. Zabala Letona y M. P. Portillo Baguedano

La primera reaccion de la lipogénesis esta cata-
hzada por la acenl-CoA carboxilasa (ACC) que por
medio de una reaccion irreversible da lugar a la for-
macion de malonil-CoA mediante la carboxilacion
de acetil-CoA en presencia de ATP. La ACC por
tanto catahiza la etapa limitante del proceso. El ma-
lonil-CoA tormado es el sustrato empleado por el
complejo multienzimianco acido graso sintasa
(FAS) para generar acidos grasos de cadena larga
(principalmente palmitato) en una secuencia de sie-
te reacciones y utilizando poder reductor en forma
de NADPH. El NADPH requerido para la biosin-
tesis de lipidos tiene dos posibles procedencias: el
ciclo de las pentosas fosfato, cuva enzima himitante
es la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (GePDH) v
la reaccion catalizada por la enzima malica (EM).
Por ello, se considera a estas cuatro enzimas las en-
zimas lipogénicas del organismo (Fig, P8-1).

Glucona-&-H u

UNER .

s G-P-gluconato

Glucolisis GoPOH

EM

Piruvato —e Acetil-Cod Oxalacetate —= Malato

%

Gt — =

mitacandria

| Via de las
: pentosas fosfato
|

p+ z -------
‘ MNAD ~a.
Piruvato Malata

LT Ribulosa-3-P

Acetil Cod

itrato —s Acetil-Cod \3-&':—“» Mataml Cof
C

MNADE

NADP*

Acida grase
FAS [16:0]

Figura PB-1. Lipogénesis de nove [modificado de Towle and Kaytor, 1997].
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OBJETIVO

El objetivo de la pricuca es la dererminacion
de la capacidad lipogénica en tejido adiposo de
rata mediante la cuantificacion de la actividad de
las dos enzimas principales participantes en esta
via, acetil-CoA carboxilasa (ACC) y acido graso
sintasa (FAS).

PROCEDIMIENTO
Fundamento

Dado que los enzimas lipogénicos se encuen-
tran en el citoplasma celular, en primer lugar se
procede a homogeneizar el tepdo adiposo en un
tampon de resuspension, ¥ a continuacion, me-
diante centrifugaciones seriadas, se separa el cito-
plasma de los adipocitos,

El procedimiento para valorar la actividad de
la acetil-CoA carboxilasa es utilizar bicarbonato
marcado con "*C (que ¢s el sustrato de la reaccion)
v medir la cantidad del mismo incorporado en el
malonil-CoA, lo gue perminio realizar un caleulo
de la actividad enziminca mediante la cuantitica-
cion radiactiva de "C (Fig. P8-2).

ATP ADP«P

CH-CO-5-CoA s “COH™_ .~ "C00-CH,-CO-S-Co
ACC

Figura PB-2. Reaccion catalizada por la acetil-CoA
carboxilasa (ACC).

Para medir la actividad del complejo multien-
zimatico dacido graso sintasa (FAS) se mide por ab-
sorbancia (A = 340 nm) el NADPH consumido a
partir de la siguiente reaccion (Fig, PS-3).

NADPH NADP"
HOOC-CH,-CO-S-CoA™~~___ /{H-IEH_.-EH)_-[‘.G-E-CDA

oy CaAsCO,sH,0

CH,-C0-5-CoA

Figura PB-3. Reaccion catalizada por la acido grase
sintasa [FAS).

Material y equipos

Muestras biologicas

Tepdo adiposo de rata.

Equipos

Homogeneizador.

Ultracentrifuga.

Balanza.

Agitador.

Bano con control de temperatura v agitacion.

Espectrofotometro.
Contador p de radiacovidad.

Material

Preparacion del homogenado de tepdo adiposo

* Tubos de vidrio v de ultracentrifuga.

Cuantificacion de proteinas

¢ Matraz aforado.
¢ Placas de 96 pocillos.

Valoracion de la actividad de la acetid-CoA
carboxilasa

* Tubos Pyrex.

* Cronometro.

Valoracion de la actnndad de la dado graso

sintasa

* Tubos Pyrex.

* Cronometro.

Reactivos

Preparado del hamogenado de tepdo adiposo

KCl.

MgCl,

Ditiotreitol.
N-acenilcisteina.

Tampon de resuspension:

- KCl 280¢g
- Mgcl 0,0508 g

3
"



= EDVEIORICIRON uias insinussisssannnisassusasiwions 00193 g
— N-acetileisteing ...ccniearnsiisnsissins 04080 g

Se ajusta a 250 mL de H,O destilada y pH = 7,6.

Cuantificacion de proteimas

Azul brillante de Coomasie G-250.
Etanol.

Acado fosfonico.

Seroalbumina bovina (BSAJ.
Reactivo de Bradtord (colorante):

— Azul brillante de Coomasie G-250... 100 mg
~-Fhanol 98 ki 50 mlL
~ Acido fosforico 85% piv....cceccennnn. 100 mL
— Agua destilada..... ajustar a 1 L. volumen final

Solucion stock de BSA: 10 mg de BSA en 10 mL

de agua destilada (1 mg/mL).

Valoracion de la activrdad de la acetil-CoA
carboxilasa

Trizma HCL

Trizma base.

NaHCO,

Titriplex III (EDTA).
MgCl,.6H,0.
MnCl.4H,0.

Citrato tripotasico.H 0.
HCI.

Seroalbumina bovina (BSA).
L-Glutation.

ATP.

Acenil-CoA.

Etanol absoluto.

Liqudo de centelleo.
“CO HNa (1 mCimol).
Tampén tnis pH 7,5 a 25°C (pH 7,2 a 37 "C):

= Trieme HC i 635¢g
- Trizma base......cccouseienssssrmssssansnesssnnns LIS g
L1 R T S ajustar hasta 1 L

Se ajusta ¢l pH a 7,5 a 25 "C.,

HCl 3 N: 26,5 mL de HCI al 35%/100 mL
(25,07 mL s1.es HCI 37%).

EDTA 2 mM: 75 mg/100 ml.

Disolucion tibia radiactiva "CO HNa (activi-
dad especifica = 0.4 mCi/mmol):

= 572 mg de NaHCO 4 10 mL de tampon tris
(pH 7,5). De esta disolucion se toman 1,83 ml.

Préctica 8. Capacidad lipogénica

(1,25 mmol) ¥ se le anade 250 pl de la fuente
radiactiva de “CO HNa (0,5 mCi).

Disolucion radiactiva (cantidades para 10 mues-
tras):

s BR R 1,67 mg
— MECLAH,O oo 4,50 mg
= GIATION. . sssssisissssaisissmisisasssssssiss 2pd ¥ ME
= Citrato potisico.H, 0 .cevveiveccene. 4,71 mg
~ EDTA 2 MM ceeoeeeeesannssnanns 0,14 mg
o P T i e s ssincnnntiuc st m i 11,08 mg
= AoetilCal Lnaniaiiaiens 1,38 mg
- Disolucién nbia de "*CO HNa....... 0,14 mL
— Tampon Tasa pH 7.5 .cviviininnnns 2,50 mL
Disolucion de incubacion del sobrenadante (ho-

mogenada):

s BEA 0 e 120 mg
= MnCl 6H,O coeiriccniiiiisinininisinnsicnsns 80 mg
= K IERTION . viaiinsossssinvenvmsasiasiansonis 184 mg
- Citrato potdsico.H, O i, 334 mg
— EDTA 2 mM...ociiinrmninnnisnnsnens 5 mL

-~ Tampon Tris a pH 7,5 ...... ajustar a 100 mL

Valoracion de la actividad de la deido graso

sintasa

* KH,PO,.

* FDTA.

* (Cisteina.

* Acenl-CoA.

® Seroalbumina bovina (BSA).

¢ Malonil-CoA.

+ NADPH.

* Disoluciones:
;- 1, 5 S 1M pH=6,5
- 50 mM
I s L e T 100 mM
m ORRICRA v oviniisrsmisnisssomsapansssioming 1,2 mM
= Seroalbumina bovina (BSA) .......... 6 mp/mL
— Malonil-CoA ... 7mM
= PEADIL s i sisia i nnnminnisien 24 mM

¢ Tampon de incubacion a partir de las disolucio-

nes anteriores (volumenes/tubo):

= PR s iy i 200 pL.
e 1 . 1 100 pL.
e DI e i AR SRR AR 200 pL
= B i B R R 100 pl
— Acetil-Co.iiiirinin s 100 ul.
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Protocolo

Preparacion del homogenado
de tejido adiposo

Se pesan 1,5 g de tepdo adiposo v se anaden 3
mL de tampon de resuspension, Se mezcla bien y se
centrifuga a 5.000 g, § min. Se retira la capa de
grasa (blanca) que queda en la fase superior ¥ se
trasvasa el resto a tubos de ultracentrifuga v centri-
fugar a 100.000 g, 40 nun a 4 "C. A continuacion
se recoge ¢l sobrenadante v se cuannfica la concen-
tracion de proteina por ¢l método de Bradford por
espectrofotometria. Finalmente, se hacen alicuotas
de los homogenados de modo que rengamos:

— para determinacion de actividad ACC: > 100 pg
proteina en volumen de 100 pl

— para determinacion de actividad FAS: > 750 pg
proteina en volumen de 500 pL

Cuantificacion de proteinas
[método de Bradford)

Se colocan 10 pl. de cada patron de la solu-
cion stock de BSA en cada pocillo de una placa de
96 pocillos con las concentraciones siguientes
(realizar duplicados por cada patron):

Concentracion | BSA solucion stock | Agua destilada
(mg/mlL.) (pl) {pL)
0 0 ]
0,25 2.5 T
.50 5 5
0,75 r. 1.5
1 10 ]

Se anaden a cada pocillo 10 pl. de muestra
(realizar duplicados para cada muestra). En prin-
cipio sin diluir, pero en ocasiones requieren dilu-
cion, se debe ir probando hasta ajustar la
absorbancia dentro de la recta patron.

Se agregan 200 pL del reactivo Bradford a
cada pocillo. Se incuba a temperatura ambiente
unos 20 minutos (no mas de una hora) v se mide
la absorbancia a $95 nm en un lector de micro-
placas (espectrofotometro),

Valoracion de la actividad
de la acetil-CoA carboxilasa

Se preparan los siguientes tubos en un bano de
hielo (volumen en pl.);

Disolucon | Tampon | Sobrenadante
de incubacion tris (homogenado)
il (uld) {pl)
Muestra 250 150 100
Blanco 250 250

Los tubos preparados se preincuban a 37 “C
en un bafio con agitacion durante 30 minutos
para activar la enzima. Se anaden a todos los
tubos 250 uL de la disolucion radiactiva (se imicia
la reaccion) v se incuban durante 2 minutos. A
continuacion se voelven a anadir 200 pl. de HCI
3 N para detener la reaccion (el HCI convierte ¢l
CO,H" en CO, gas que se libera). Se anaden 3 mL
de alcohol etilico v se evapora con burbujeo de mi-
trogeno en un bano a 37 "C,

Se disuelve el residuo seco en 0.5 mL de agua
destilada con la ayuda de un agitatubos. Se toman
0,4 mL de esta disolucion y se pipetean a un tubo
de centelleo v finalmente se anaden 5§ mL de li-
quido de centelleo v se agita vigorosamente,

Se cuantifica la radiactividad de los tubos en
un contador f.

Valoracion de la actividad
de la acido graso sintasa

En un bano de hielo se prepara una recta pa-
tron a partir de la disolucion madre de NADPH
(2,4 mM), el blanco v los tubos de las muestras
como se refleja en la sigwente tabla:

Tampdn de | Patrdn de Agua
incubacion NADPH | destilada
inl) (ul) {ul)

Blanco 700 - 1.280
Pl (60 nmol) 700 25 1.255
P {120 nmol) 700 50 1.230
PITl { 130 nmol) 700 73 1.205
PIV (240 nmol) 700 100 1.180
Muestra 700 125 1.15%

Se preincuban los tubos en un baio a 37 °C
durante 10-15 minutos. Se anaden 500 pl de
muestra a los tubos muestra. Se sacan del bano al
hielo ¥ se leen en el espectrofatometro (h = 340
nm) (estos tubos son los blancos-muestra).

Se anaden a cada tubo 20 pL. buffer malonil-
CoA v en ese momento comienza la reaccion, Se
incuba 4 min en banio a 37 "C y se sacan los tubos
a hielo (para detener la reaccion). Se lee la absor-
bancia en el espectrofotometro (A = 340 nm).



Calculos

Cuantificacion de proteinas
[método de Bradford)

Se traza la recta patron (concentracion de pa-
tron BSA en mg/mL frente a absorbancia) y se ob-

tiene la ecuacion de la recta. A continuacion, se
interpolan los valores de absorbancia de las mues-

tras en la recta patron para obtener las concentra-
ciones de proteinas correspondientes.

Valoracion de la actividad de la
Acetil-CoA carboxilasa

La actividad de la acetl-CoA carboxilasa se
expresard en nmoles de HCO, incorporados por
minuto y por mg de proteina, para lo que se em-
plean las siguientes conversiones:

1 Ci=222x10"% dpm

La radactividad especifica de la disolucion

madre = 0.4 mCymmaol

0.4 mCifmmol x 2,22 x 10" dpm/mCi
» 10" mmol/nmol = 888 dpm/nmol

| B (dpm muestra - dpm blanco) !
Actividad = x -
888 dpm/nmol Px)
| 5
X x
t 4
dpm: desintegraciones por minuto
Ci: curio

P: concentracion de proteinas (mg/ml.) prove-
nientes del homogenado del tejido adiposo

V: volumen del sobrenadante (mL) (0,01 mL)

t: tiempo de la reaccion (2 min)

5/4: se cogen 0.4 mL de un total de 0.5 mL

PRESENTACION DE RESULTADOS

Préctica 8. Capacidad lipogénica

Valoracion de la actividad de la dcido
graso sintasa

La acividad de FAS se expresa en nmoles de
NADPH consunidos por minuto y por mg de pro-
teina. Para ello, se realizan los siguientes calculos:

Se traza la recta patron (nmoles de NAPDH
frente a absorbancia) v se obtiene la ecuacion de
la recta.

A la absorbancia de cada muestra se le resta
la de su correspondiente blanco-muestra para ob-
tener la absorbancia real. Se interpola este valor
en la recta patron, obteniendo asi los nmoles de
NADPH consumidos para cada muestra y se di-
vide entre la concentracion de proteina, el volu-
men (0,5 mL) v el tempo (4 min) para poder
expresarlo por mg de proteina v min.
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Cuantificacion de proteinas [método de Bradford]

Muestra 1
Muestra 2
Muestra n

Tener en cuenta los célculos en caso de haber realizadao dilu-

cion de la muestra,
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Valoracion de la actividad de la acetil-CoA carboxilasa

Muestra |
Muestra 2
Muestra n

P: concentracién de proteinas Ima/mL] provenientes del ho-
mogenado del tejido adiposo

Valoracion de la actividad de la dcido graso sintasa

Muestra 1

Muestra 2
Muestra n

Abs: absorbancia,

COMENTARIOS
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Metabolismo hepatico del colesterol

INTRODUCCION

El colesterol es un lipido con multiples e im-
portantes funciones. Por un lado, es componente
de las membranas biologicas de células eucario-
tas del reino animal. En los individuos adultos,
mas del 90% del colesterol del organismo se lo-
caliza en las membranas, mientras que solo un
7% circula por plasma. La funcion del mismo en
las membranas celulares es la de regular su flui-
dez y su permeabilidad v, en consecuencia, su
funcion. Por otro lado, el colesterol es precursor
de otras biomoléculas importantes como son los
acidos biliares, las hormonas esteroideas v la vi-
tamina D.

Ademas, el colesterol es un iImportante pro-
tector cutaneo debido a que, junto con otras sus-
tancias lipoides que, como él, también se deposi-
tan en grandes cantidades en la piel, impide la
absorcion de sustancias hidrosolubles a través de
la misma, va que es inerte frente a dcidos v sol-
ventes que, de otra manera, podrian penetrar fi-
cilmente en el organismo. Ademas, estos lipidos
también evitan la evaporacion masiva de agua
por la piel.

Por ultimo, el colesterol es necesario para la
sintesis ¥ secrecion de lipoproteinas, ya que es
uno de los componentes de éstas. Debido a su ca-
racter hidrofobico, el transporte del colesterol v
triglicéridos en sangre se realiza mediante las li-
poproteinas, que contienen colesterol en diferen-
tes proporciones. Los depdsitos de colesterol libre
v estertficado detinen la actividad de enzimas cla-
ve en el metabolismo del colesterol, como son las

que mediremos en esta practica.

V. Navarro Santamaria y M. P. Portillo Baguedano

OBJETIVO

El objetivo de esta practica es evaluar algunas
rutas metabolicas involucradas en el metabolismo
hepatico del colesterol, a través de la medida de la
actividad de algunas enzimas clave en las mismas.

PROCEDIMIENTO
Fundamento

La actividad de las enzimas involucradas en
las diferentes rutas metabolicas que controlan el
metabolismo del colesterol se mide en unos orga-
nulos llamados microsomas.

La valoracion de la actividad de la hidroxime-
nl ghicaril coenzima A reductasa (HMGCoAR) se
realiza por radiometria. Para ello se desfostorila
la enzima con una fostatasa con el fin de generar
su forma activa. Despues se anade el sustrato mar-
cado con “C, que en presencia de NADPH se con-
vierte en acido mevalonico en medio acido. Para
separar el producto marcado del no transtor-
mado, se utiliza una columna de resina intercam-
biadora de 1ones.

La determinacion de la acil-Coa: colesterol
aciltransferasa (ACAT) se realiza mediante una
técnica radiométrica que unliza la oleoil-CoA
marcada con *C en la posicion 1. La enzima ca-
taliza la siguiente reaccion:

[MClacil-CoA (oleoil-Cod)

+ colesterol

— = ["Cleolesterol
oleats + CoA

La actividad de la colesterol éster hidrolasa
(CEH) se determina por cuantificacion del acido
oleico marcado que se libera de la hidrolisis del
sustrato |"*Cloleato de colesterol.
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|"Clolearo de colesteral ——m= colesterol 4 ['Cloleico

Esta dltima enzima tiene dos localizaciones:
microsomal y citosolica. Para conocer la actividad
de cada una de ellas, la determinacion ha de rea-
lizarse en la fraccion microsomal y en el sobrena-
dante de la extraccion de ésta, tal v como se
detalla mas adelante en el protocolo de extraccion
de los microsomas,

Material y equipos
Muestras bioldgicas

¢ | g de higado de hamster, rata o raton,

Equipos

¢ Ultracentrifuga (microsomas).

* Balanza (microsomas, ACAT, HMGCoAR.
CEH).

* Baio sonicador (CEH).

* Estufa (ACAT, CEH).

Material

¢ Vasos de precipitados (microsomas, ACAT,
HMGCoAR, CEH).

* Homogenizador de vidrio (microsomas).

* Hielo picado (microsomas, ACAT, HMGCoAR,
CEH).

¢ Microperfusores de 19 G v 25 G, pinzas v tije-
ras (microsomas).

® Tubos Eppendorf (microsomas).

® Pipetas Pasteur de vidno (microsomas, ACAT,
HMGCoAR, CEH).

* Soporte con pinzas (HMGCoAR).

Placa de plastico de silicagel para TLC (ACAT,

CEH).

Tanque para placas de TLC (ACAT, CEH).

Jeringa Hamilton (ACAT, CEH).

Papel de filtro (ACAT, CEH).

Viales de centelleo (ACAT, HMGCoAR, CEH).

Reactivos
Preparacion de microsomas hepdticos

* Tampon de microsomas:

- KH,PO, 50 mM (6,804 g/L).

— Sacarosa 100 mM (3,08 g/L.).

— Ditiotreitol (DTT) 0,5 mM (0,0771 g/L).
- EDTA 10 mM (3,684 g/1.).

- NaCl 50 mM (2,922 g/L).

Se ajusta el volumen a 1.000 mL con agua des-
tilada v el pH a 7,2 con NaOH.

Actindad de la bidroximetil glutanil CoA

reductasa (HMGCoAR)

Ligmdo de centelleo.

Ditiotreitol (DTT).

Fosfatasa alcalina npo 111

KH,PO, y K,HPO,

Albtimina sérica bovina (BSA).

KCL

3p-hidroxi-3f-menlglutaril-Coenzima A, DL-3-
[glutaryl-3-1*C] (10 pCy/0,5 mL).
3f-hidroxi-3f-menlglutaril-Coenzima A.
["H]acido mevalonico (0,25 mCi/0,5 mL).
Etanol absoluto.

HCI 10 N.

Resina AGIXSE BioRad.

Lana de vidrio,

Tampon A: el mismo que el tampon de micro-
somas pero con DTT 10 mM.

* Fostatasa alcalina:

— Deben anadirse 0,5 U por tubo, Si el envase
tiene 79,3 U/mg prot v 12,3 mg prot/ml, se
deberia anadir 5 pl en 195 pl de agua desn-
lada. Asi, se anaden 20 pl de esta disolucion
a cada tubo (10 tubos).

* Tampon Beg:

- KH,PO_: 204 mg/mL
- K,HPO: 261,2 mg/mL

® Mezcla de tampones: se mezclan 2 mL de A con
8 mL de Beg v se anaden 50 mg de BSA v 149
mg de KCL

¢ Control de la disolucion comercial de HMG-
CoA caliente (radiactiva): se toman § pl de la
disolucion comercial ¥ se cuenta la radiactividad
en 5 mL de liguido de centelleo, El valor debe
rondar los 220,000 dpm. i la disolucion madre
presenta una radiactividad de 10 pCi/0,5 ml
v una actividad especifica de 57,0 mCi/mmol,
cada nmol de producto se corresponde con un
contaje de 126.540 dpm. (1 Ci= 22210 dpm).

® Preparacion de la disolucion de HMG-CoA
tibia (mezcla de reactivo radiactivo ¥ no radiac-
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tivo): se pesan § mg de HMG-CoA frio v se di-
suelven en 5 mL de rampon Beg. Se toman
2,833 mL de esta disolucion y se afnaden 0,5 mL
de la disolucion caliente (10 pCi), asi tendremos
| nmol de “C y 18,6 nmoles de HMG-CoA
frio. El exceso se almacena en alicuotas a =20
*C. Para la determinacion se necesitan 20 pl
que contiene 125.000 dpm.

e NADPH: se necesitan 0,7 mg de NADPH por
tubo (30 pL). Para 10 muestras se pesan 0,0070
g en 300 pl. de agua destilada.

¢ Disolucion de '"H mevalonolactona (MVN): se
necesitan unos 10,000 dpm por tubo (20 ul).
Si la disolucion comeraial conniene 0,25 mCi/
0,5 mL (1 Ci = 2,22 x 10" dpm), para tener
10,000 dpm por tubo, tenemos que anadir
19,991 pl de etanol a 0,009 uL de la mevalo-
nolactona pura {10 pL en 22,21 mL de etanol),

¢ Disolucion de resina: se realiza una mezcla
fluida con agua destilada.

La disolucion de NADPH ha de hacerse el
mismo dia de la determinacion, El resto se prepara
el dia anterior.

Actividad de la acil-CoAzcolesterol
aciltransferasa (ACAT)

KH,PO, 100 mM pH 7,0.

Albumina bovina sérica (BSA) 60 pM.

Acetato de etilo/hexano (1:9) (viv).

Yodo solido.

Cloroformo/metanol (2:1) (v/v).

Oleato de colesterol frio (frio significa no mar-

cado radiactivamente).

e« KClO,1 M.

¢ Oleml-CoA frio.

* Oleoil-CoA [1-"'C] para cada muestra 60 pM,
12 nmol en 25 pl, 0,1-0,4 pCi.

* [9, 10-"H] oleato de colesterol para cada mues-
tra entre 15.000 y 30,000 dpm por cada 25 pl.
de cloroformo.

e Ligquido de centelleo.

¢ Preparacion del [1-"C]Oleail-CoA tibio: si el
envase original es de 50 pCi/mL, se debe ana-
dir 2,125 mL de Oleoil-CoA frio que contenga
700 pmoles en tampon fosfato o dH,0, Se al-
macena a =80 "C en alicuotas de 500 pl. que
son estables alrededor de 1 ano.

e Preparacion del [9, 10-"H] oleato de colesterol

tibio: debe prepararse la solucion comercial

para obtener una radiactividad final de entre
15.000 ¥ 30.000 dpm por cada 23 pl. de cloro-
formo. Ademas, la disolucion debe contener
tambien 5 pg de colesterol oleato frio por cada
25 pl. de cloroformo.

Se almacena a =20 “C, se descongela para cada
experimento a temperatura ambiente antes de su
uso v una vez termmado se vuelve a congelar.

Actiendad de la colesterol ester bidrolasa (CEH)

® Lecitina (100 mg/mL de cloroformo/metanol).

* Taurocolato sadico.

¢ |“Cloleato de colesterol (250 pCi; 56 mCimmol).

® Oleato de colesterol.

* Tampon imidazol-HCI 0,1 M pH = 6,8.

¢ Ligmdo de extraccion del oleico (375 mL de clo-
roformo; 423 mL de metanol; 300 mL de n-hep-
tano; 30 pL de dcido oleico [p = 0,89 g/mL]).

* Disolucion de sales (Na,BO, 50 mM/Na CO,
S0mM): 1 gde NaOH + 1,5 gde H BO, + 2,65
g Na,CO, en agua hasta 500 mL.

* Liguido de centelleo,

* Preparacion de liposomas (substrato): [“Cloleato
de colesterol:lecitina:taurocolato sadico en pro-
porcion molar 1:4,7:2,5. En un tubo de vidrio
se mezclan:

= 112 pL de lecitina (100 mg/mL cloroformo/
metanol).

— 72 uL de oleato de colesterol {30 mg/ml. to-

lueno).

168 pl de raurocolato sodico (25,6 mg/mlL

metanol).
150 pl. de ["*Cloleato de colesterol.

Se evapora a sequedad con corriente de N, Se
anade 8 mL de tampon imidazol-HCI 0,1 M.
Se sonica 30 min en bano de agua caliente a unos
50°C (10 min sonicando v § mun descanso, 3 veces)
y se centrifuga a 2.500 rpm 10 min (es estable
hasta 10 dias a 4 “C).

Protocolo
Preparacion de microsomas

Se pesa 1 g de higado bien troceado v se co-
loca en un homogenizador de vidrio que con-

tiene 5 mL de tampon de microsomas., Todo se
realiza en bano de hielo hasta el final para evitar
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la degradacion de las enzimas. S¢ homogeniza
bien v se trasvasa a un tubo de centrifuga. Se
limpia el homogeneizador con 2 mL de tampon
de microsomas frio y se afiade el mismo al tubo de
centrifuga.

El homogenado se centrifuga a 20.000 g du-
rante 20 min a 4 "C. Se recoge el sobrenadante ¥
este se centrifuga a 100,000 g durante una hora
a 4 "C. El nuevo sobrenadante se guarda para la
determinacion de la actividad de la colesterol
ester hidrolasa citosalica y el precipitado se resus-
pende en 6 mL de tampon de microsomas y se
vuelve a centrifugar a 100,000 g durante | hora
ad°C.

Se desecha el sobrenadante y el precipitado se
resuspende en 1,2 mL de rampon de microsomas.
Para la resuspension se utilizan microperfusores
de 19 y 25 G. Primero se pasa por el de 25 G tres
veces v despueés por el de 19 G tres veces, Una vez
resuspendidos, se hacen alicuotas en tubos Eppen-
dorf vy se almacenan a =80 "C hasta su utilizacion.

Dado que la actividad de las enzimas relacio-
nadas con el metabolismo del colesterol se expresa
referida a mg de proteina microsomal, es necesa-
rio cuantificar la cantidad de proteinas presente
en la muestra obtenida,

Tras diluir la muestra de microsomas 1:10 con
agua destilada, se sigue el método Bradford des-
crito en la priactica correspondiente a capaadad
lipogénica.

Actividad de la hidroximetil-glutaril
coenzima A reductasa ([HMGCoAR)

La muestra de microsomas se descongela el
mismo dia ¥ se deja en refrigeracion. Durante el
desarrollo de la técnica, las muestras se mantienen
en un bafio de hielo salvo en las incubaciones que
se indican a continuacion.

Se anaden 100 pL de tampon A a las muestras
v 150 pL a los blancos, vy 20 pl. de la fosfatasa
(0,5 U) a las muestras,

A continuacion, se afaden a las muestras 30 pL
de microsomas (conteniendo 130 pg de proteina
en rata o 300-400 pg de proteina en hamster). Si
fuera necesario se puede variar los volimenes de
tampon para afadir la muestra necesaria.

Se agitan los tubos, se ponen en un bafio con
agitacion durante 1 hora a 37 °C, y a continua-
cion se introducen en un bano de hielo,

Mas tarde se anade la HMG-CoA rbia (20 plL.,
19,6 nmoles/tubo) v 30 pl. de NADPH (0,7 g),
tanto a las muestras como a los blancos. Se agitan
los tubos, se ponen en un bano con agitacion du-
rante 10 min a 37 °C, y se introducen en un bano
de hielo de nuevo. A continuacion se anaden
30 pl. de HCI 10 N a todos los rubos, Se agitan
los tubos, se vuelven a poner en un bano con agi-
tacion durante 1 hora a 37 °C.

Posteriormente, se anaden 20 pL. de*H MVN
(10.000 dpm) a todos los tubos. Se dejan reposar
los tubos durante una noche (minimo) a tempera-
tura ambiente.

Despues es necesario realizar una cromatogra-
fia en columna de resina AG1-X8. Para ello, se
toman pipetas Pasteur de rama corta o cortadas
en las cuales se habra colocado previamente, con
avuda de una pipeta Pasteur de vidrio de rama
larga, una pequena bola de lana de vidrio. Se traza
una linea sobre cada pipeta, a una altura de 5 cm
sobre la lana. Se ponen las pipetas en un soporte
con pinzas (Fig. P9-1) y se coloca debajo un vial
para recoger el agua de preparacion,

Se hace fluir agua en cada pipeta a fin de im-
pregnar la lana. Antes de que todo el agua salga
de la pipeta, v con la avuda de otra pipeta Pasteur
cortada, se rellenan las pipetas con la resina (pre-

It

Figura P?-1. Montaje de la columna de resina AG1-X8,

Resina

Lana
de vidrio
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parada tomando una cantidad de la resina y mez-
clandolo con agua destilada) hasta la marca de los
5 ¢cm. A continuacion se anaden unas gotas de
HCI 10 N para facilitar el paso de la muestra a lo
largo de la columna. Se verifica la ausencia de fi-
suras en la columna o burbujas de aire debajo de
la lana.

Se deposita, con ayuda de una pipeta Pasteur,
gota a gota, v en la pared de la columna el conte-
nido total de cada muestra (250 pL) v se recoge ¢l
eluido en el vial de contaje 1. El contenido radiac-
tive no debe salir de la columna por el momento.
Se anaden 0,5 mL de agua desnlada y se recoge ¢l
eluido en el vial 2. Se eluye la mevalonolactona
(*H y "C) con 3 lavados de 0,5 mL de agua desti-
lada v se recogen el vial 3. Este vial contiene la ra-
diactividad. Se utiliza un dltmo vial (4), para
limpiar la columna con 1 mL de agua destilada,
para asegurarse de que en esta fase no sale radiac-
tividad.

Se anade a todos los viales 10 mL de liguido
de centelleo, se agitan bien y se cuenta la radiac-
tividad de todos los tubos excepto el patron de “C
en una ventana dual. Este patron se lee en el pro-
grama de "C por si hubiera contaminacion de lec-
tura entre las ventanas *H y "“C.

Se debe determinar la actividad de la solucién
tibia realizada midiendo las cuentas radiactivas de
20 pL de disolucion tibia en 10 pL de liquido de
centelleo (125.000 dpm aproximadamente).

Actividad de la acil-CoA:colesterol
aciltransferasa (ACAT)

Se enfrian en un bano de hielo tubos de plas-
tico con tapon, resistentes al cloroformo. Todas
las operaciones descritas a continuacion se reali-
zan en un bano de hielo, salvo las incubaciones a
mavor temperatura. Se deben preparar tubos para
las muestras v para los blancos.

En tubos de vidrio, se anaden 100 pL de tam-
pon fosfato a muestras v blancos v 20 pl. de BSA
a todos los tubos. Ademas, se anade agua desti-
lada a muestras v a blancos, considerando el vo-
lumen de muestra que se va a incluir {cantidad
suficiente para 400 pg de proteina en hamster o
200 pg de proteina en rata). El volumen final debe
ser 80 pL, tanto en muestras como en blancos.

Se calienta la muestra de microsomas con las
manos para que la temperatura se eleve, pero no
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mas de 10 "C, Se anade la muestra de microsomas
a los tubos muestra. Se introducen los tubos en un
bano a 37 “C con agitacion (200 ciclos/min) y se
incuban cada tubo 3 minutos. Se calienta el Ole-
oyl-CoA [1-"C] con las manos.

Se anaden 25 pL de Oleoyl-CoA [1-"C] a
todos los tubos v éstos se introducen en un bano
a 37 "C con agitacion {180 ciclos/min), v se incu-
ban 10 minutos. Este proceso se desfasa de un
tubo a otro, como minimo 30 segundos.

Se anaden § mL de cloroformo:metanol (2:1),
25 pL de [9, 10—H] oleato de colesterol tibio v
1,25 mL de KCI 0,1 M a todos los tubos, respe-
tando el desfase de tiempos. El metanol debe
pasar a la fase acuosa, para lo que se debe mezclar
a baja velocidad.

Se centrifuga a 3.000 g durante 5 minutos a
4 °C. Se recoge una alicuota de 2,5 mL de la fase
clorotdrmica, se evapora a sequedad con corriente
de nitrégeno v se resuspende en 150 pl de cloro-
formo.

Para identificar el oleato de colesterol se hace
una TLC utilizando hexano/acetato de etilo {9:1)
(viv).

~ | carril con 75 pl. de ['H]oleato de colesterol.
— 3 carriles con 150 pL de muestra por carril.

La placa de TLC se calienta durante 30-60 mi-
nutos a 60-90 "C antes de aplicar la muestra. Este
paso es necesario para eliminar la posible hume-
dad de la placa que interfiere con la separacion
del colesterol olearo.

Se anade a la cubeta de cromatografia el sol-
vente de acetato de etilo/hexano (1:9) (wiv) [ 100-
200 mL}, tras lo cual se introduce un papel de
filtro del tamano de la placa de TLC. Se deja unos
30 minutos para que en el tangue se cree un am-
biente de saturacion. Es importante no dejar
mucho mas tiempo, va que la mezcla de solventes
puede cambiar debido a pequenas evaporaciones.

Se migra la placa durante 35 minutos y se hace
una marca para indicar hasta donde ha migrado
el disolvente, Transcurrido este tiempo se saca la
placa, se seca con secador y se vuelve a repetir la
TLC hasta que el disolvente llegue a la marca
(también unos 35 minutos).

Se revela la placa con vapores de vodo. Para
ello, se coloca en el fondo de una cubeta de cro-
matografia cantidad suficiente de vodo solido
para crear una atmosfera de saturacion. A conti-
nuacion se colocan las placas en su interior. Se
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deja revelar 3 o 4 minutos, hasta que se vean las
manchas. Esta operacion ha de hacerse en cam-
pana. Se cortan con tijeras las manchas correspon-
dientes al oleato de colesterol v se introducen en
un vial de contaje. Se anaden 10 mL de liqmdo de
centelleo en cada vial y se agita. Los viales se leen
con un programa dual *H/MC.

Ademais de los viales de las muestras, se pre-
paran cuatro viales, dos con 25 pl de ["Cloleail
CoA liquido (A) v dos con |9, 10°H] oleato de co-
lesterol ubio (B) mas 10 mL de liquido de cente-
lleo, que se leerin en el mismo programa.

Actividad de la colesterol ester hidrolasa
(CEH)

Se deben afadir 300-400 pg de proteina mi-
crosomal o 1.500-2.500 pg de proteina citosolica
en un volumen final de 0,3 mL con tampon imi-
dazol. Los blancos se realizarin directamente con
0,3 mL de tampan imidazol, Se preincuban todos
los tubos durante 10 min a 37 “C,

Se anaden 0,1 mL de substrato a todos los
tubos v se incuban durante 30-45 mina 37 "C con
agitacion. Se debe aplicar un destase de, por ejem-
plo, 30 segundos entre rubos para asegurar que la
reaccion se deniene al mismo nempo en todos los
tubos.

Se anaden 5 mL del liquido de extraccion v,
posteriormente, 1 mL de la disolucion de sales a
todos los tubos. Se agitan los tubos vigorosa-
mente, de forma manual, durante 1 minuto.

Se centrifuga 10 minutos para separar las fases
acuosa y organica a 1.500 rpm. Se toman 1,5 mL
de la fase superior (que es de 3,1 mL) v se llevan
a viales con 4 mL de liguido de centelleo.

Todo el proceso ha de hacerse en tubos de
plastico que resisten el cloroformo y el heptano,
con rapa.

En el caso de que hava que aumentar el volu-
men de muestra para conseguir la cantidad ade-
cuada de proteina, se puede reducir algo el
volumen de tampan.

Si la actividad enzimdrica sale muy baja se
puede aumentar la cantidad de proteina o aumen-
tar la concentracion del sustrato reduciendo el vo-
lumen de tampon. También se puede aumentar el
tempo de incubacion. Todos estos cambios deben
tenerse en cuenta en los caleulos finales,

Calculos

Actividad de la hidroximetil-glutaril-CoA
reductasa ([HMG-CoAR]

El calculo se realiza de la siguiente manera:

pmol de mevalonato/min/mg proteina
microsomal = (dpm corregidas x 19,6 nmol x

1.000) / (mg proteina x min x dpm HMG-CoA
tibio)

— dpm corregidas: (dpm reales x 100) / rendi-
miento de la columna.

— dpm reales: dpm muestra - dpm blanco.

— Rendimento de la columna (dpm patrén interno

de la muestra = 100) / dpm patron interno,
= dpm del HMG-CoA abio: corresponde a la radiac-
tividad de 20 pL de disolucion tibia HMG-CoA.

Datos de referencia:
Hamster: 30-40 pmol/mg proteina/min
Rata: 50-200 pmol/mg proteina/min

Actividad de la acil-CoA:colesterol
aciltransferasa [ACAT)

El cilculo se realiza de la sigmiente manera:

pmol de oleato de colesterol/min/mg de proteina =
(12.477 x dpm corregidas de la muestra x 3,3)

(dpm del sustrato (A} x min x mg proteina x 2,5)

— dpm corregidas: (dpm ['H]oleato de colesterol
anadido a la muestra (B) x ["'Clolearo de coles-
terol producidoVdpm ["H]oleato de colesterol
recuperados en la determinacion).

Datos de referencia:
Haimster: 18-20 pmol/mg proteina/min
Rata: 22-65 pmol/mg proteina/min

Aclividad de [a colesterol ester hidrolasa
[CEH]

El calculo se realiza de la siguiente manera:

pmaol acido oleico/mgprot/min =
{cpm muestra — cpm blanco) x 100 x 3,1 =

45.000 {pmol anadidos)

cpm totales x % extracaon x 1,5 x mg proteina
® tlempo
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— ¢pm totales: se obtiene anadiendo directamente
0,1 mL del substrato al vial de centelleo.

El % de extraccion se refiere al acido oleico
que realmente se recoge en la fase acuosa y se cal-
4..'l.||'.] llnh?.u'uln CcOmMoO sustrato unas '.'l."qiu.'tl|.h pre-

paradas como las anteriores, pero que en lugar de
oleato de colesterol ¥ |"*Cloleato de colesterol

contiene dcido oleico v ['H]oleico. Suele ser de en-
torno al 85%.

Datos de referencia
Hamster: 30-40 pmol/mg proteina/min

Rata: 50-200 pmol/mg proteina/min

PRESENTACION DE RESULTADOS
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HMGCoAR [pmal/mg proteina/min|
ACAT |pmal/mg prateina/min)
CEH (pmol/mg proteina/min]

COMENTARIOS




PRACTICA 10

Influencia de la fibra sobre el nivel
de colesterol en higado y heces

INTRODUCCION

La ingesta de una dieta rica en colesterol y con
una relacion elevada en acidos grasos saturados/in-
saturados aumenta el nivel de colesterol sanguineo
v favorece el desarrollo de la lesion aterosclerotica,
lo cual causa un elevado niimero de muertes en los
paises desarrollados.

El colesterol es sintetizado en el higado v trans-
formado en acidos biliares, los cuales se almacenan
en la vesicula biliar. Cuando los alimentos ingeridos
llegan al duodeno, la bilis ¢s excretada al intestino
para facilitar la digestion v absorcion de las grasas
alimentarias. Aproximadamente un 10% de la bilis
se excreta a través de las heces (facilitando la eli-
minacion del exceso de colesterol del organismo) y
un 90% regresa a la circulacion enterohepatica.

Por otra parte, una dieta rica en fibra puede
disminuir los miveles de colesterol plasmatico va
que favorece su excrecion a traves de las heces,
arrastrando tanto colesterol dietético come acidos
biliares. Ademas, la fibra puede reducir el riesgo
de cardiopatia coronaria al disminuir los lipidos
séricos, la tension arterial v la glucosa plasmatica.

OBJETIVO

Comparacion de los niveles de colesterol en hi-
gado y heces de ratas alimentadas con una dieta
lipidica frente a otras alimentadas con una dieta
rica en fibra.

PROCEDIMIENTO
Fundamento

Se basa en el uso de tres enzimas: colesterol es-
terasa, colesterol oxidasa y peroxidasa. En presen-

N. Bogué Terre y M. A. Zulet Alzorriz

cia de esta dltima la mezcla de fenol v 4-amino-

antipirina se condensan por accion del peroxido
de hidrogeno, formando una quinonaimina colo-
reada proporcional a la concentracion de coleste-

rol en la muestra.

Material y equipos

Muestras y/o material biologico

Higado y heces de ratas.

Equipos

Jaulas metabalicas.
pHmetro.

Sonicador.

Centrifuga.
Espectofotometro.
Agitador orbital Shaker.

Material

Determinacion de colesterol en higado

Bano de agua.
Balanza.

Vortex.

Probeta.

Vaso de precipitados.
Pipetas.

Bisturi.

Tubos Falcon 15 mL.
Eppendorf 2 mL.
Hielo.

Hielo seca.
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Deternmunaciin de colesterol en beces

Bano de agua.
Estufa.

Balanza.

Bala de nitrogeno.
Molinillo,

Vortex.

Pipetas.

Tubos Falcon 15 ml.
Eppendorf 2 mlL.
Papel de filtro.

Reactivos

Determmacion de colesterol en bigado

* Agua desrilada,

* Kit colesterol: colesterol esterasa, colesterol oxi-
dasa, peroxidasa, fenol, 4-aminoantipirina y
solucion patron.

* Cloruro sodico,

* Triton X-100,

® Tris (pH B)

Determmacion de colesterol en heces

* Apua destilada.

* Kit colesterol: colesterol esterasa, colesterol oxi-
dasa, peroxidasa, fenol, 4-aminoantipirina v
solucion patron.

Cloruro sodico.

Trivon X-100.

Cloroformo.,

Metanol.

n-Hexano.

Etanol.

Hidroxido de potasio.

Dietas

Dicta rica en fibra (B)
Caseina 20%

Colina 0,2%

Moezcla mineral 4%
Mezcla vitaminica 1%
Metionina 0,4%,
Azucar 32%

Almidon 32%

Aceite de oliva §%
Celulosa 5%

Dieta rica en lipidos (A)
Caseina 20%

Colina 0,2%

Mezcla mineral 4%
Mezcla vitaminica 1%
Mentionina (1,4 %
Azvcar 48%

Colesterol 1%

Aceite de coco 25%
Acido caolico

Protocolo

Los anitmales se deben mantener durante un
periodo de 2-3 dias de aclimatacion en jaulas de
metabolismo, antes de alimentarlos con las dietas
de estudio. Posteniormente, se dividiran las ratas
en dos grupos: dieta A v dieta B. A cada grupo se
le alimentara con la dieta correspondiente durante
30 dias y se recogera la excrecion fecal de los 3 ql-
nmos dias, al cabo de los cuales se sacrificaran los
animales v se extraeri el higado.

Determunacian de colesterol
en bigado

® Preparar bufter (1,5 mL por muestra)

= 150 mM ¢loruro sadico
= [(L1% Triton X-100
= 10 mM tris (pH 8)

® Poner 1,5 mL de buffer en rubos Falcon (uno
por muestra) v calentar a 50 °C.

® Pesar aproximadamente 150 mg de higado
{usar hielo seco para evitar que la muestra se
descongele) y echarlo en su correspondiente
tubo con butfer.

* Sonicar durante 30-40 segundos, hasta que la
muestra esté totalmente disuelta en ¢l buffer.
Guardarlas en hielo.

* Una vez sonicadas todas las muestras, retirarlas
del hielo v dejarlas atemperar.

* Pasar a Eppendorf vy centrifugar durante 10) mi-
nutos a 12.000 g (rcf).

¢ Pasar a un nuevo tubo, ehminando ¢l pellet.

* Homogeneizar con vortex durante unos segun-
dos.

¢ Equilibrar los reactivos del kit a remperatura
ambiente

* Se cogen las sigmientes cantidades en pl.:

Tubos Blanco | Patron | Muestra
Monoreactivo | mL 1 mL I mL
Muestra - 10 pL -
Patron - - 10 pl.

* Mezclar v reposar los tubos 10 minutos a tem-
peratura ambiente.

¢ Leer la absorbancia (A) de la muestra v el pa-
tron a S00 nm frente al blanco de reactivo, en
el espectofotometro.
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Calculos

Peliarstra o ‘--

= mg/dL colesterol total
.‘l Fatiein

Las muestras con concentraciones superiores
a 600 mg/dL deben diluirse 1:2 con solucion sa-
lina ¥ repetir el ensayo. Muluplicar los resultados
por 2.

Para expresar los resultados en unidades S1
aplicar:

mg/dL x 0,0259 = mmol/L

Determinacion de colesterol
en heces

e Se pesan de 0,5 a 2 g de heces.
e A partir de 100 mg de heces secadas y pulveri-
zadas, se extraen los lipidos por el método de

Folch:

= Se aiaden 20 volumenes de cloroformo-me-
tanol {2:1 volivol), en este caso 2 ml.

- Se deja durante 15 minutos en un agitador
orbital,

— Se hiltra para quedarnos con la fase liquida.

— Se afiaden 4 voltimenes de NaCl 0,9% (400 pL).

— Se vortea y se dejan separar las 2 fases (fase
inferior: cloroformo + lipidos).

— Se elimina la parte superior con una pipeta.

~ Se lava 2 veces con 2 mL de metanol/agua/
cloroformo (94:96:4).

— Anadir metanol hasta § mL, para que forme
una unica fase con la mezcla de lavado,

— Centrifugar durante 10 minutos a 400 g y
recoger 1 mL de la parte inferior en otro
tubao.

— Finalmente se seca la muestra bajo nitrogeno.

¢ Saponificar con 2 mL de KOH 1 M disuelto en

metanol a 50 °C durante 60 minutos.

Dejar enfriar v anadir 2 mL de agua destilada.

Extraer el colesterol con 2 ml de n-hexano.

Evaporar ¢l solvente bajo nitrogeno.

Resuspender en 500 pl. de ErOH (1% Triton

X-100).

e Equilibrar los reactivos del kit a temperatura
ambiente.

* Se cogen las siguientes cantidades en pl:

Tubos Blanco | Patron | Muestra
Monoreactivo 1 mL 1 mL I mL
Muestra - 10 ul. -
Patron - - 10 pL

* Mezclar v reposar los tubos 10 minutos a tem-
peratura ambiente.
® Leer la absorbanaca (A) de la muestra y el pa-

tron a 300 nm frente al blanco de reactivo, en
el espectrofotometro.

Calculos

A
Muesira

x C = mg/dL colesterol total
A Patran

Patrin

Las muestras con concentraciones superiores
a 600 mg/dL deben diluirse 1:2 con solucion sa-
lina y repetir el ensavo. Multiplicar los resultados
por 2.

Para expresar los resultados en unidades 51
aphcar:

mg/dL = 0,0259 = mmol/L.
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PRESENTACION DE RESULTADOS

Los resultados se expresan en mg de colesterol/g de higado o heces.

Colesterol en higado Img/g higado]

Colesterol en heces [mg/g heces)

COMENTARIOS




PRACTICA 11
Evaluacion de la calidad nutritiva

de las proteinas: indices quimicos
e indices biologicos

M. T. Macarulla Arenaza y M. P. Portillo Bagquedano

INTRODUCCION

Las proteinas son el constituyente principal de
las células ¥ resultan imprescindibles para el cre-
cimiento, la reparacion v la continua renovacion
de los tejidos corporales. Ademas, tienen también
funciones reguladoras vitales y pueden ser utiliza-
das con fines energéticos.

Sin embargo, el organismo no puede aprove-
char totalmente la proteina que se ingiere con la
dieta porque su digestion v absorcion suelen ser
incompletas, ¥ porque la eficacia de la utilizacion
de los aminoacidos en el proceso de sintesis pro-
teica no siempre es optima. Por ello surge el tér-
mino de calidad de la proteina, que depende de
dos factores: su composicion v su digestibilidad.
El primero se refiere a su contenido en los amino-
acidos esenciales (aquéllos que el organismo no es
capaz de sintetizar), mientras que la digestibilidad
(que se define como la fraccion ingerida que es di-
gerida v absorbida) varia en funcion de la estruc-
tura de [a misma proteina (globular o fibrosa), de
otros componentes que la acompanen (fibra, in-
hibidores de enzimas digestivos, etc.), del proce-
sado del alimento, de la relacion energia-proteina,
etc., v de las caracreristicas propias del individuo
que la ingiere (edad, estado fisiologico, etc.).

Por tanto, a la hora de disefiar una dieta se
hace necesario conocer la calidad nutritiva de las
fuentes proteicas, calidad que se evalua a través
de los indices nutritivos quimicos v bielogicos.
Los indices quimicos proteicos se refieren a la
composicion en aminoacidos esenciales de las pro-
teinas, y con ellos se determina si una proteina es
completa o incompleta. Proteina completa es la
que contiene todos los aminodcidos esenciales en
proporciones adecuadas a las necesidades, mien-

tras que proteina incompleta es la que, o bien ca-
rece de algun aminoacido esencial, o bien contene
todos los esenciales pero alguno/os en proporcio-
nes msuficientes.

Los indices biolagicos proteicos se determinan
a través de ensayos con animales en crecimiento,
midiendo las tasas de nitrégeno que ingieren y de
nitrogeno que excretan por heces y por orina.

En la actualidad, el método mads empleado
para evaluar la calidad proteica es una combina-
cion de ambos, el denominado Computo quimico
de aminoacidos corregido por la digestibilidad
proteica o PDCAAS (por Protein Digestibility-Co-
rrected Amino Acid Score).

OBJETIVO

El objetivo de la presente practica es evaluar
la calidad nutritiva de la proteina de diferentes ali-
mentos v de la proteina resultante de mezclas de
alimentos mediante el cilculo del Computo qui-
mico (CQ) v el Computo quimico corregido por
digestibilidad proteica (PDCAAS), asi como eva-
luar la calidad nutritiva de dos proteinas de dis-
tinto origen a través de la determinacion de sus
indices biologicos utilizando ratas en crecimiento.

PROCEDIMIENTO

Fundamento
Indices quimicos

El indice quimico proteico mas habitual es el
Computo quimico {CQ o CS por Chenucal Score),
que se define como “la relacidn existente entre la
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cannidad del aminoacido limitante en la proteina del
alimento y la cantidad de ese aminoacido en la pro-
teina patron”. El aminoacido limitante es el amino-
acido esencial de la proteina a evaluar mas deficita-
rio con relacion a las necesidades, v la proteina

patron, que anteriormente era la proteina del huevo,
actualmente es una proteina hipotética establecida
por la FAO/OMS que consiste en una mezcla de los
aminoacidos esenciales en las proporciones necesa-
rias para los nifios de 2 a § afios (Tabla P11-1).

Sin embargo, puesto que la calidad de una
proteina también esta determinada por la capaci-
dad del organismo de digenirla y absorber sus ami-
noacidos, es decir, por su digestibilidad (ver mas
adelante Indices biologicos), es mas util ¢l Com-
puto quimico de aminodcidos corregido por la di-
gestibilidad proteica (PDCAAS).

No obstante, en términos de alimentacion ha-
bitual no se puede considerar la calidad de las pro-
teinas de un alimento aislado, puesto que usual-
mente se mezclan alimentos con distintos tipos de
proteinas, Por ello, si la combinacion de dos o mas
alimentos suministra proteinas que se complemen-
tan en sus aminoacidos deficitarios, el resuleado
es una proteina de mejor calidad que si se consi-
dera por separadao,

Indices bioldgicos

Para determinar estos indices se unlizan ani-
males en crecimiento estabulados individualmente
en jaulas de metabolismo, lo que permite medir su
ingesta de dieta ¥ recoger separadamente sus heces
y onnas. La valoracion del contemido en mitrogeno
de la dieta, las heces v la orina permite calcular la
cantidad de nmitrogeno ingerido, fecal v uninano
{asumiendo que todo €l es de onigen proteico), ne-
cesarios para calcular los diferentes indices. La de-
terminacion del nitrogeno de las muestras se
realiza mediante el método de Kjeldahl, que se
basa en la hberacion v conversion del grupo amino
de los aminodcidos en amoniaco, ¥ su posterior va-
loracion con acido clorhidrico una vez destilado.

Los indices biologicos proteicos mas utilizados
son (Fig. P11-1):

* Balance de nitrogeno (BN) o cantidad de nitro-
geno retenido, expresado en gramos. Es indica-
tivo del incremento de proteina corporal,

* Coehciente de digestibilidad proteica (CDP) o
proporcion de nitrogeno absorbido respecto al
total ingerido, expresado en %. Es indicativo
del grado de digestion y absorcion.

Tabla P11-1. CONTENIDO EN PROTEINA TOTAL (6] Y EN AMINOACIDOS ESENCIALES (MG)
POR 100 G DE PORCION COMESTIBLE'Y DIGESTIBILIDAD PROTEICA [%)* DE ALGUNOS
ALIMENTOS, Y PERFIL AMINOACIDICO (MG/G) DE LA PROTEINA PATRON?

109 1016
Leche 32 ?5 165 265 lﬁﬂ
Pollo 208 625 1063 1536 1725

Merluza 188 555 88 1532 1M
Gelatina 85,6 642 1158 2454  34e0
Lentejas 269 702 1078 180% 1740
Mueces 219 611 714 1517 620

Arroz 7.1 168 Jo8 589 258
Pan 7 Fall 374 686 295
Maiz 2.4 287 337 1155 265
Proteina

patrén " 19 28 4 58

'NutritionData
‘Boutrif 11991]
"Millward et af |2008]

1143 125

?2 ol 143 73 172 73
837 1500 B5% 237 1020 94
760 1372 826 n il 74
606 2040 14675 0 2081 ]
539 1897 893 23 1238 B3
485 1732 700 198 825 5
314 619 255 B3 £35 68
387 677 284 121 428 87
387 B4 354 47 477 89

25 63 34 1 35 -
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Figura P11-1. Esquema de los principales indices bio-
logicos de proteinas

Valor bioldgico proteico (VBI') o proporcion de
nitrogeno retenido respecto al total absorbido,
expresado en %, Proporciona informacion de
la medida en la que los requerimientos de los
aminoacidos esenciales quedan cubiertos por la
proteina digerida y absorbida, puesto que un
déficit de cualquiera de ellos impide que la sin-
tesis proteica se realice convenientemente, pro-
vocando asi que la retencidn de nitrogeno sea
inadecuada.

Utilizacion proteica neta (UPN) o proporcion
de nitrogeno retenido respecto al total ingendo,
expresado en %. Este indice engloba a los dos
anteriores, puesto que UPN = (VB x CD)/100,
por lo que es indicativo del grado toral de apro-
vechamiento de la proteina.

Indice de eficacia proteica (PER, por Protem Ef-
fictenicy Ratio) o relacion entre el incremento de
peso corporal (APC) v la cantidad de proteina
ingerida, expresado en g/g. Indica de modo glo-
bal s1 la proteina ingerida es adecuada para cu-
brir las necesidades proteicas de los individuos
en crecumiento,

Material y equipos

Indices quimicos

Material

ablas de composicion de alimentos que con-
tengan datos del contenido en aminoacidos.

indices bioldgicos

Material biologico

Raras en crecimiento.

Equpos

® Jaulas de metabolismo (Fig. P11-2).
e Manta calefactora de digestion.

¢ Campana extractora de gases.

* Equipo de desalacion de Kjeldahl.
e Balanzas.

Material

Vidrios de reloj.
Tubos de digestion.
Embudos.

Pipetas,

Proberas.
Erlenmeyers.
Buretas.

Pipetas Pasteur.
Morreros,

Frascos de recogida de muestras.
Espatulas.

Pes, pinzas ¥ nueces.

Reactivos

Dietas con proteina de diferente onigen (A v B):
se pueden utlizar dieta purina chow (las fuentes
proteicas son tnigo, avena, alfalta, maiz ¥ soja)
y dieta comercial punficada (la fuente proteica
es caseina suplementada con L-cisteina).

H,50, (c).

Catalizador: puede ser comercial o una mezcla
de KHSO, y CuSO, en proporcion 50:1.
NaOH al 40%..

H.BO. al 4%.

Indicador Shiro-Tashiro (pH 5.6): se prepara
mezclando en proporcion 1:1 disoluciones eti-
licas de rojo de metilo al 0,2% v azul de meti-
leno al 0,1%. Presenta coloracion rosa-violeta
a pH inferior a 5,6 y verde por encima del
misma,

HCI 0,1 N trulado.



178

Parte Il. Metodologla y aplicaciones

Figura P11-2. Esquema de una jaula de metabolismo.

Protocolo
indices quimicos

Con los datos de la rabla de composicion de
alimentos (Tabla P11-1) se calcula, para cada ali-
mento, su contenido en cada aminoacido esencial,
o grupos de ellos como en el caso de los aminod-
cidos azufrados (Mer+Cys) v en el de los aroma-
ticos (Phe+Tyr), expresado en miligramos por
gramo de proteina.

Para cada aminoacido se calcula su relacion
con el contenido establecido en la proteina patron
utihizando la farmula del CQ:

_ mg AA limitante/g de proteina del alimento

. x 100
mg AA limitante/g de proteina patron

El aminoacido que presente la menor relacion
es el ammoacido limitante de la proteina, v dicha
relacion es la que se considera como ¢l computo
quimico de la misma. Si las relaciones de todos los
aminoacidos son = 100% se considera que la pro-
teina es completa y, por tanto, no tiene ningln
aminoacido imitante,

Para calcular el PDCAAS de la proteina se
multiplica su CQ por el valor de su digestibilidad
(Tabla P11-1), y se divide entre 100,

Para calcular el CQ y el PDCAAS de mezclas
de dos o mas fuentes proteicas se procede de la si-
guiente manera;

a) Considerada una mezcla, por ejemplo de lenre-
jas v arroz en proporcion 4: 1, se calcula cuanta
proteina aporta a la mezcla cada alimento, Para
tacihitar los calculos se puede considerar que
dicha mezcla esta constituida por 400 g de len-
tejas v 100 g de arroz (si se unlizan otros valo-
res, por ejemplo, 100 g de lentejas v 25 g de
arroz, los resultados no cambian), En este caso:

* las lentejas aportan 400 x 24,9/100 = 996 ¢
de proteina

* ¢l arroz aporta 100 x 7,1/100 = 7,1 g de pro-
teina.

b} Idenuficados previamente los amimoacidos li-
mitantes de cada componente de la mezcla, en
este caso Met+Cys para las lentejas v Lys para
el arroz, se calcula cuanto aporta cada alimento
de cada uno de ellos a la mezcla. En este caso:

* las lentejas aportan:
400 x 539100 = 2.156 mg de Met+Cys
400 x 1.740/100 = 6.960 mg de Lys
* ¢l arroz aporta:
100 x 314/100 = 314 mg de Met+Cys
100 x 258/100 = 258 mg de Lys

¢) Se calcula para cada aminoacido su contenido
en la mezcla expresado en miligramos por
gramo de proteina. En este caso;

* Met+Cys: (2.156 +314)/(996 + 7, 1) = 23 mplg
de proteina mezcla

® Lys: (6960 + 258)/(99,6 + 7,1) = 68 mg/g de
proteina mezcla

d) Se aplica la tormula anterior a cada aminoa-
cido para calcular su relacion con el contemido
de la proteina patron. En este caso:

® Met+Cys: 23/25 x 100 = 92%
® Lys: 68/58 x 100 =117%

) El CQ de la proteina de la mezcla es la relacion
que presente menor valor. En este caso, por
tanto, el CQ sera 92%, v el amnodcido limi-
tante serd el grupo Mer+Cys.

f) Para calcular el PDCAAS de la proteina de la
mezcla se necesita conocer su digestnilidad.
Para ello se recurre a la ley de mezclas, es deair,
se utilizaria la siguiente formula;

Digestibilidad,, | = [(Proteina x

Lentejan

Digestibilidad, ___ ) + (Proteina,  x
Digestibilidad, __J]/ (Proteina, ey + Proteina, |
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g) Por tiltimo, se determina el PDCAAS de la pro-
teina de la mezcla utilizando los valores de com-
puto quimico v de digestibilidad calculados.

Nota: Se pueden disefiar mezclas de los mis-
mos alimentos en diferentes proporciones para
tratar de mejorar su CQ e incluso lograr proteinas
completas (CQ 2 100%), como por ejemplo len-
tejas v arroz en proporcion 1:1.

indices bioldgicos

1. Antes de comenzar el periodo experimental, se
determina el contenido proteico de las dietas
experimentales (A v B) a traves del analisis de
su contemido en nitrogeno, siguiendo ¢l método
que se describe a continuacion. El contenido en
proteina de cada dieta (que se expresa en %),
se calcula multiplicando su contenido en nitro-
geno por el factor 6,25, puesto que, por térmi-
no medio, las proteinas contienen un 16% en
peso de nitrogeno,

2. Seescogen ratas en crecimiento del mismo sexo
v edad, se pesan, se colocan distribuidas en dos
grupos (A y B) en jaulas metabolicas individua-
les, v a cada rata se le ofrece en el comedero
una cantidad fija de la dieta correspondiente
(por ejemplo, 40 g).

3. Durante al menos una semana, diariamente se
pesa cada animal, se mide su ingesta de dieta v
se recogen sus heces y orina, que se van guar-
dando en congelador.

4. El dltimo dia se mide la excrecion total de he-
ces ¥ de orina de cada animal, v s¢ determina
el contenido en nitrogeno de sus heces (previa-
mente trituradas) v orinas (previamente filera-
das), como se describe a continuacion.

5. Teniendo en cuenta las cantidades totales de
dieta ingerida y de heces y orina excretadas,
para cada rata se calculan los valores de N |
N, ¥ N_.... ¥con cllos los diferentes Indices

nutritivos biologicos utilizando las siguientes

tormulas:

BN = Nrﬂm"ln = Nm‘,ﬂ.h. o ermnu.uh- - Nlllﬂrrulll
. ivcal + |.|r1|1u|-|-}
almoirbailn Nm“rrul.. B N|n.1|
CDP = % 100 = » 100
Liigerido NJHH.HH:'H-

N N, = +N__ )
/BP = ———_ x 100 = “"""",M"" T % 100
N.ﬂmﬂ\b .mhu-hm.ﬂ
N N -, +N
UPN = == 100 - === K" 100
APC PC. . -PC_.. ()
PER = - R s

Proteina ingerida Proteina ingenda (g)

Determunacion del contenido
en nitrageno de la dieta,
las heces v la orina

1. En un tubo de digestion se coloca, en este or-
den, la muestra (1 g para la dieta v para las he-
ces, ¥ | mL para la orina), una tableta de cata-
lizador (6 5 g de la mezcla catalizadora) v 15 mL
de H,50, (c).

. Se digiere en la manta calefactora a 420-425 "C
hasta obtener un liquido transparente. El ni-
trogeno de la muestra queda asi convertido en
(NH,),50,.

3. Se deja enfriar y se afnaden unos 50 mL de agua

para diluir el exceso de H, SO,

4. En un Erlenmeyer se vierten 25 mL de H BO,
al 4%, se anaden 3 o 4 gotas del indicador Shi-
ro-Tashiro, ¥ se coloca en el aparato de desti-
lacion de Kjeldahl.

5. Se introduce el tubo con la muestra digenda en
dicho aparato donde, automiticamente, se
vierten 40 mL de NaOH al 40% que convier-
ten el (NH,),5O, en NH,OH.

6. Se deja desalar hasta alcanzar en el Erlenmever
un volumen aproximado de 100 mL. El vapor
de agua onginado por el aparato provoca la
destilacion de NH,OH en forma de NH,, que
se recoge en el Erlenmeyer como NH,OH, se-
cuestrado por el H BO .

7. Se valora este destilado con HCl 0,1 N hasta
viraje del indicador de verde a rosa-violeta.

8. La cantidad de nitrogeno contemida en la
muestra se calcula teniendo en cuenta ¢l volu-
men de HCL 0,1 N consumido en la valoracion
(V,, ), la cantidad de muestra utihizada (Q), y

HE
la masa atomica del nmitrogeno (14);

| g

N (mg/g o mg/mL) =V, (mL) = 0,1 N x 14/
Olg omlL)
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Indices quimicas

Huevo
Leche
Pollo
Merluza
Gelatina
Lentejas
Mueces
Arroz
Pan
Maiz
Lentejas/arroz 14:1)

Lentejas/arroz [1:1]

Indices bologicos

Contenido
proteico (%)

BN lg)
COP (%)
VBP (%)
UPN [%)
PER lg/g)
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PRACTICA 12

Aminoacidos en alimentos destinados
a poblacion con aminoacidopatias

A. Fernandez-Quintela y E. Simén Magro

INTRODUCCION

Las alteraciones génicas que conllevan cambios
en la estructura o funcion de una proteina reciben
el nombre de errores congenitos del metabolismo
(ECM). Entre ellos, destacan los errores relaciona-
dos con el metabolismo de aminoacidos. La fenil-
cetonuria (PKU) es un ECM que cursa con un
déficit enzimatico de fenilalanina hidroxilasa. Su
tratamiento dietético se fundamenta en la adminis-
tracion de alimentos que aporten la cantndad nece-
saria de fenilalanina (Phe) (Tabla P12-1), pero
evitando que se produzcan efectos adversos provo-
cados por la acumulacion de metabolitos toxicos.
Los niveles de Phe adecuados en sangre no deben
superar los 6 mg/dL. Asimismo, se debera realizar
un aporte adecuado de tirosina (Tyvr), que no se
puede obtener desde Phe (Tabla P12-2).

Por tanto, una herramienta analitica funda-
mental serda la que nos permita conocer el pertil

de aminoacidos de un alimento o de un meni com-
pleto. Para ello, una de las técnicas principales es
la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).
Con esta informacion se puede establecer un tra-
tamiento dietético personalizado que aporte el
contenido minimo necesario del aminoacido en
cuestion para lograr ese equilibrio en la ingesta.

OBJETIVO

El objetivo de esta practica consiste en evaluar
la composicion en aminodcidos de un alimento
mediante una técnica analitica clasica, la croma-
togratia liquida en fase inversa con deteccion de
fluorescencia, con el fin de establecer la unhdad
de ese alimento para incorporarlo en el trata-
miento dietético de cada aminoacidopatia.

Con los datos de Phe v Tyr obtenidos en di-
versos alimentos, se podri establecer la ingesta

Tabla P12-1. CANTIDADES SUGERIDAS PARA LA PRESCRIPCION DIETETICA DIARIA
EN FENILCETONURIA (PKU) DURANTE LA INFANCIA

0-2 meses 4.2 glkg
3-6 meses 3,0 gfkg
6-12 meses 254g/kg

40-T0 10

25-35 110
25-50 100

1-3 anos

13 g/dia
19 g/dia

4-8 anos

1.250
1.700
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Tabla P12-2.

INGESTA MINIMA RECOMANDADA DE PHE Y TYR EN PACIENTES CON PKU

0-3 meses 25-70 300-350
3-6 meses 20-45 300-350
6-9 meses 15-35 250-300
#-12 meses 10-35 250-300

1-4 afios 200-400 1,72-3,00
4-7 anos 210-450 2,25-3,50
7-11 afios 120-250 2,55-4,00
11-19 afos Imujeres| 250-700 3,45-5,00
11-19 afios [hombres| 225-1.200 3,38-4,50

dietética total de estos aminodcidos en un paciente
KL,

PROCEDIMIENTO
Fundamento

Analisis cromatografico

El analisis de aminoacidos requiere un trata-
miento previo del alimento (hidrolisis) que nos
permita obtener los aminodcidos de forma libre.
Para poder controlar las perdidas o modificacio-
nes sutridas por todos los procesos a los que son
sometidos los aminodcidos presentes en el ali-

mento, se aiade un patron interno que no aparece

de forma natural en los alimentos,

A continuacion, para poder conseguir una
posterior deteccion por fluorescencia, los amino-
acidos reaccionan (se derivatizan) con el reactivo
o-fraldialdehido (OPA) en medio alcalino y en pre-
sencia de un agente reductor, que es el 2-mercap-
toetanol. Se trata de una reaccion rapida que solo
la dan las aminas primarias, con lo que la prolina
e hidroxiprolina, asi como la cisteina, no son de-
tectables mediante esta téenica, Los productos de
esta reaccion son isoindoles fluorescentes, sufi-
cientemente estables durante dos horas,

El fundamento de la separacion de estos deri-

vados reside en la diterencia de su coeficiente de
reparto. La columna contiene una fase apolar, qui-

micamente unida a unas particulas de soporte. El
eluvente o fase movil que pasa inicialmente por la

columna es muy polar. Una vez introduaidos los
aminoacidos denvatizados, se comienza a modi-
ficar gradualmente la mezcla del eluyente, de
forma que se va haciendo mas apolar. Asi, la elu-
cion de los aminoacidos seguira un orden de
menor a mayor apolaridad.

Material y equipos

Equipos

* Sistema cromatogrifico de alta eficacia (HPLC),
que consta de:

* Bomba cuaternaria de mezcla en baja presion.

* Columna cromatografica (fase de octadecil si-
lano).

* Horno de columna regulado a 25 "C.

* Detector de fluorescencia calibrado a una lon-
gitud de onda de excitacion de 338 nm v de
emision de 425 nm.

* Registrador-integrador de datos.
¢ Balanza de precision.

® Estufa.

* Evaporador rotanvo (ratavapor).
* Agitatubos.

Material

Probeta de 100 mL.
* Vasos de precipitados.
Sistema de filtracion de fase mavil,

Filtros de 0,45 pm de diametro de poro.



Practica 12. Aminoécidos en alimentos destinados a poblacién con aminoacidopatias

¢ Micropipetas.

* Tubos Eppendorf o viales de reaccion.

* Tubos de vidrio con tapon de rosca.

e Jeringa de filtracion de la muestra,

¢ Filtros de 0,22 uym de diametro de poro.

® Jeringa de inyveccion de 100 pl.

¢ Tablas de composicion en aminoacidos de di-
versos alimentos.

Reactivos

¢ Patrones de L-aminoicidos y norleucina (pa-
tron interno).

Acido clorhidrico 6 M.

Acetonitrilo (grado HPLC).

Metanol (grado HPLC).

Sodio fosfato di-basico 12 hidrato,

Sadio di-hidrdgeno tosfato monohidrato.
Acido bérico.

Cloruro de bario.

Hidroxido sodico 1 M.

o-Fraldialdehido (OPA).
2-Mercaptoetanol,

Agua ultrapura,

Tampon fosfato 25 mM, pH: 6,3.
Reactivo de derivatizacion.

Preparacion de la fase mopil

El eluyente o fase movil se prepara con tam-
pon fosfato y acetonitrilo, lo cual permite variar
la polaridad de la mezcla a lo largo del analisis, y
en consecuencia, la elucion de los aminoacidos.

El tampon tosfato 25 mM, pH 6,3 se prepara
COMmMo sigue;

Se pesan 1,12 g de Na, HPO, x12 H,O y se di-
suelven en 250 mL de agua ultrapura y 1,72 g de
NaH,PO, x1 H,O y se disuclven en 1 litro de agua
ultrapura, v se anaden 0,2 g de azida sodica.

Finalmente, se mezclan ambas disoluciones y
se filtran con filtro de 0,45 pm de tamano de poro,

Se deben preparar dos disoluciones diferentes
segun las siguientes proporciones:

Eluyente A | Eluyente B
Tampon tostato
25 mM pH: 6,3 100 1.5
Acetonitrilo 70 30

Una vez preparados los eluyentes se filtran con
filtro de 0,45 mm v se desgasifican previamente al
inicio del analisis,

Preparacion del reactivo de derivatizacion

Se prepara un tampon borato 0,4 M, pH 9.5.
Para ello, se pesan 2,47 g de acido borico y se en-
rasa a 100 mL con agua ultrapura. Posteriormente
se ajusta el pH con NaOH 1 M.

Se pesan 56 mg de o-ftaldialdehido (OPA) y se
disuelven en 1 mL de metanol. Posteriormente se
anaden 9 mL de tampon borato 0,4M, pH 9,5, A
esta mezcla se le anaden 40 pl. de 2-mercaproeta
nol. Esta disolucion se debe guardar a 4 °C. Cada
3 dias se debe regenerar anadiendo 20 pl de 2-
mercaptoetanol, aunque conviene desecharla en ¢l
plazo de una semana.

Protocolo
Analisis cromatografico

Obtencion del hidrolizado
de aminodcidos

En un tubo de vidrio, se pesa 0,1 g de mues-
tra v se anaden 3 mg del parron interno (norlew
cina), Se anaden 10 mL de HCl 6 M, se cierran
bien los tubos en atmosfera de mitrogeno, v se so-
mete a hidrolisis la suspension durante 22 horas
a 110 °C en una estufa. Para la determinacion
del triptofano, la hidrolisis se realiza con BaCl,,
va que se degrada totalmente con la hidrélisis
acida.

El hidrolizado en el que se encuentran los ami-
noacidos libres se concentra en un rotavapor hasta
sequedad, v se recupera con 30 mL de agua ultra-
pura.

Se filtra con filtros de 0,45 pm de didmetro de
poro, v se procede a su derivatizacion para el ana-
lisis.

Procedimiento de dermvatizacion

Se toman 250 pL del hidrolizado v se¢ mez-
clan en un tubo Eppendort con el mismo volu-
men de la disolucion de trabajo de OPA. Una vez
mezclado se agita vigorosamente en un agitaru-
bos durante 13 s v se mantiene en reposo 1 min,
Posteriormente, se filtra la muestra con hltros de
0,22 pm de tamano de poro, ¥ se invectan 20 pl.
en el cromatografo.
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Establecimiiento de las condiciones de analisis

En cada equipo analitico se deben establecer
las condiciones aptimas para el andlisis cromato-
grafico, debido a la gran cannidad de variables que
confluyen en esta téenica, que deben ser obrenidas
de forma experimental. No obstante, a continua-
cion se enumera una combinacion de parametros
que puede servir de ejemplo.

¢ Flujo de la fase movil: 0,9 mL/min

* Temperatura de la columna: 25 *°C

¢ Sensibilidad del detecror: 60%

* Programa de gradiente:

Tiempo Eluyvente A Eluyente B
{min) (%) (%)

0 90 10
25 48 52
27 35 65
45 30 70
50 0 70
] 20 s
70 10 9

Antes de dar comienzo al analisis se mantiene
durante 10-15 min la composicion inicial de la fase
movil, con el fin de acondicionar la columna. In-
mediatamente después de invectar la muestra en ¢l
cromatografo, se procede a desarrollar el programa
de gradiente descrito, Asi, se consigue la separacion
cromatogrifica de los aminoacidos, respondiendo
a los diferentes equilibrios de polandad-apolanidad,
que se producen al modificarse la composicion de
la mezcla. Una vez finalizado el anilisis, se lava la
columna con agua:acetonitrilo (35:65) y se prepara
el sistema para la sigmente muestra.

Tratamiento dietético de (a fenilcetonuria

Una vez calculada la composicion en aminoa-
cidos de los alimentos habituales en la dieta de un
paciente PKU, se debe establecer un tratamiento
dierénico dingido a mantener un equilibrio entre
la ingesta de Phe v las necesidades nutritivas de
ese aminoacido esencial en el individuo.

Teniendo en cuenta las recomendaciones esta-
blecidas en las tablas P12-1 y P12-2, v la tabla de
composicion en proteinas v aminodcidos de ali-
mentos (Tabla P12-3), se debe preparar una dieta
adaprada a las necesidades de un paciente PKU de
edad escolar.

Calculos

Analisis cromatografico

Previamente, se han de calcular los valores co-

rrespondientes a la repetibilidad v reproducibili-
dad del mérodo cuanntanvo, asi como la linealidad
de respuesta, precision v exactitud, v los limites de
cuantificacion de nuestra técnica cuantitativa. Las
definiciones de estos términos, asi como la forma
de obrenerlos, las podemos encontrar en cualquier
monografia dedicada a la validacion de técnicas
analiticas.

La cuanaticacion de los ammoacidos se realiza
por el método del patron interno. Esta tecnica per-
mite corregir las perdidas debidas a la manipula-
c1on de la muestra o a fallos en la inyeccion.

Cada aminoacado, incluido el patron interno,
posee un factor de respuesta (F, ) que relaciona
la concentracion del aminoacido (AA) con la senal
{area bajo la curva) que provoca ese mismo ami-
noacido en el cromatagrafo.

Concentracion AA

RAX T

Area AA

La senal obtenida para el patron interno (P1),
en nuestro caso la norleucina, la emplearemos
para establecer una relacion entre el factor de res-
puesta de cada aminoacido individual con res-
pecto al de este patron mterno, denominado
tactor de respuesta respecto al patron interno
(Fyp)-

El valor de este F,,, debe ser lo mis cercano a
la unidad posible. Para ello, el patron interno ele-
gido debe tener una molécula estructuralmente si-
milar desde el punto de vista quimico, asi como
un comportamiento fisico-quimico durante rodo
el anilisis semejante al de la molécula que vaya-
mos a analizar.

Por tanto, mediante este metodo del patron in-
terno, podremos calcular las concentraciones para
cada aminoacido individual aplicando la siguiente
gcuacion:

Concentracion ']
(mg/100 g muestra) x
Concentracion AA Area AA

(mg/100 g muestraj = F_, x

Area PI
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Tabla P12-3. CONTENIDO EN PROTEINAS, FENILALANINA Y TIROSINA DE ALGUNOS ALIMENTOS
PERTENECIENTES A LOS DIFERENTES GRUPOS ALIMENTARIOS

Leche de vaca entera 167 168  Almendra 1146 -
Petit suisse natural Z.B 425 425 Cacahuete 23 1539 —
Queso de bola 29 1450 1475 Nuez 15 Tob  L4b
Cuajada 4.3 239 217 Castaia L 192 128
Yogurt natural con fruta 3 154 142 Uva 1 12 10
Salchicha fresca 13 655 566  Pina 05 13 13
Pavo J1.9 1,100 1066 Maranja 11 a0 17
Foie-gras 7 589 440  Platano 1.4 34 21
Jamaon yark 20,9 789 607  Garbanzos 18 502 220
Tocino blanco fresco 1.9 i 92 Lentejas 24 445 241
Salchichon 18,5 948 754  Huevo entero 13 686 506
Arroz blanco 7.6 100 - Anchoas 20 1130 975
Pasta dura
[macarrones, etc.) 128 260 —  Pulpo 10,6 534 476
Pan molde blance 78 432 293  Salmeén 16 B32 472
Harina de Tempura 84 465 254  Chaocolate negro 6,2 235 U]
Corn flakes 6.3 355 1466 Chocolate ala taza 3,5 189 50
Avena 14 141 92 Puerros 2 63 38
Galletas vainilla 38 162 103 Lechuga 1.2 54 34
Donut 6,2 382 1B4  Patata, cocida 2 100 B0
Papilla de cereales
sin gluten 5,4 299 205 Champifion, setas 24 74 &6
Magdalena &4 420 - Zanahoria 12 13 an
Patatas fritas, chips 6,7 250 270 Tomate frito 1.7 49 114
BIBLIOGRAFIA
Asociacion de fenileetonincos v OTM de Euskadi, Comeback to the o-phthalaldchyde—cthancthiol
httpeiwww.cuskadipkuotm.org (ultimo acceso; 25- reagent. | Chromatogr A 1163:25-42.
abril-20101, Molnar-Perl 1 (1999). Advances in the analysis of tryp-
Bucno M, Sarria A, Pérez Gonzalez [M (2007), Nutri- tophan and its related compounds by chromatogra-
cion en Pediatria (3." ed). Ergon, Madnd. phy. Adv Exp Med Biol 467:801-816,
Hanczkoa R, Jimbora A, Perlb A, Molnar-Perl [ (2007). Tabla de composicion de alimentos (2004), Novartis,

Advances in the o-phthalaldchyde derivatizations: Barcelona,
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PRESENTACION DE RESULTADOS

Analisis cromatografico

Los resultados procedentes del analisis cromatografico de los alimentos se presentan siguiendo el si-
guiente esquema:

Tratamiento de ferntlcetonuria

Preparar la cena de un nino PKU de nueve aios, sabiendo que pesa 30 kilos y que, ingiriendo una
cantidad de 30 mg de PPhefkg de peso corporal/dia, consigue mantener una fenilalaninemia por debajo
de 6 mg/dL. Datos: Ingesta total de Phe realizada hoy sumando desayuno, almuerzo, comida y merienda:
550 mg.

Edad Sexo Peso corporal [kg)
Datos personales
Ingesta recomendada de Phe Img/dial
Alimento Contenido en nutrientes
Descripcion Pesolgl  Proteina lgl Phe [mg) Tyr Img]

Suma total ingestas

i Cumple recomendacion?

COMENTARIOS
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Alcoholemia como indice de consumo

M. I. Torres Villanueva, D. Ansorena Artieda e 1. Astiasaran Anchia

INTRODUCCION

El alcohol es un compuesto de gran interés,
tanto desde el punto de vista de su aporte energe-
tico a la dieta, como desde su incidencia en la se-
guridad, por los trastornos agudos que puede
provocar en el consumidor, asi como por sus efec-
tos toxicos a medio v largo plazo, al actuar como
un toxico alimentario.

La actual legislacion sobre etiquetado de los
productos alimenticios senala la necesidad de
tener en cuenta la concentracion de alcohol de un
alimento (por ejemplo, una bebida alcohalica) al
determinar su valor energético. El factor de con-
version para obtener su aporte energético es de 7
kcal por gramo de alcohol (RD 930/1992).

El consumo excesivo de alcohol afecta al sis-
tema cardiovascular, puede provocar aumento de
la actnividad cardiaca, inflamacion de fibras mus-
culares, vasodilatacion periférica y elevacion de la
presion sanguinea. Sin embargo, hay también tra-
bajos que senalan que pequenas cantidades de al-
cohol pueden tener efectos beneficiosos en la
prevencion de la aterosclerosis y de las enferme-
dades cardiacas, fundamentalmente por ayudar a
incrementar los niveles de HDL-colesterol e inhi-
bir la formacion de trombos (Kawano, 2010). Son
también conocidos los efectos negativos del alco-
hol a nivel del sistema digestivo, esofago, esto-
mago, higado v pancreas, estando muchas veces
relacionado con el desarrollo de canceres en di-
chos drganos,

El alcohol altera, de forma directa ¥ mas o
menos inmediata, la accion de los neurotransmi-
sores produciendo multples efectos como retardo
de los reflejos, disminucion de la alerta, de la ca-
pacidad de concentracion y las funciones motoras,

cambios en la vision, pérdida de coordinacion
muscular, temblores v alucinaciones. Los efectos
del alcohol a nivel del cerebro y sistema nervioso
tienen una gran repercusion no solo sobre el indi-
vidue sino también a nivel social.

Uno de los efectos mas significativos es en la
conduccion, motive por el cual existen condicio-
nes legales para el consumo de alcohol si se va a
conducir. Estas condiciones se controlan mediante
los limites legales establecidos para las concentra-
ciones de alcohol en aire espirado (aliento) yio
sangre. En Espana, actualmente la ley establece el
limite superior de la tasa de alcoholemia en 0,25
miligramos por litro en aire espirado o 0,5 g por
litro en sangre; excepto en los casos de conducto-
res con menos de 2 anos de carnet o los profesio-
nales (camioneros y conductores de autobuses), en
que la cifra es de 0,3 g/L del alcohol en sangre,
que equivale a 0,15 mg/L en aire (RD 2282/1998).

Métodos para medir los niveles de
alcohol en sangre

Las posibilidades de determinar la concentra-
cion de alcohol en sangre son muy diversas. A nivel
clinico, para hacer un seguimiento del consumo de
alcohol en pacientes, se utilizan biomarcadores,
como los derivados de fosfandiletanol, medidos en
sangre a traves de técnicas de cromatografia liquida
(LC-MS) (Helander & Zheng, 2009).

En el otro extremo, se encuentran las técnicas
rapidas utilizadas para la determinacion de la tasa
de alcoholemia en los conductores. Para estas me-
didas se emplean alcoholimetros capaces de deter-
minar el nivel de alcohol en el aire espirado
gracias a un sensor de gas. La concentracion de
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alcohol en aire (mg/L. de aire) se extrapola a g/l
de sangre muluplicando por el factor de conver-
sion de 2 (Jones & Andersson, 2003),

A nivel de laboratorio convencional v forense,
las técnicas mas usuales son las de cromatografia
gascosa (Jones & Schuberth, 1989; Jones, 2008),
con inyeccion directa de muestras o previa extrac-
cion mediante sistemas de espacio de cabeza. Se
puede aplicar a la determinacion de alcohol tanto
en muestras biologicas (sangre) como en bebidas
alcoholicas. Para la cuantificacion se emplea 1so-
propanol como patron interno.

OBJETIVO

La practica trata de determinar, de forma sen-
cilla, la concentracion de etanol en sangre para
poder establecer su adecuacion con la legislacion
vigente respecto a los limites establecidos para una
conduccion segura.

PROCEDIMIENTO
Fundamento

Se describen dos métodos, el método de Wid-
mark, basado en un método quimico sencillo que
se fundamenta en la oxidacion del etanol por ac-
cion del dicromato porasico en medio sultirico v
posterior valoracion del exceso de dicromato con
niosulfato sodico. Si se compara esta técnica con
la cromarografica, los resultados, aunque menos
exactos, no difieren significativamente.

Material y reactivos
Método quimico [de Widmark)
Material

¢ Manta calefactora.

* 2 martraces de fondo redondo para muestra v
blanco (marraz de Widmark de 50 mL).

¢ Columna de rectificacion,

* Tubo acodado para empalmar la columna con
el refrigerante,

* Refrigerante,

¢ Colector.

¢ 1 martraces aforados de 100 mL para recoger el
destilado (muestra v blanco).

* 2 matraces Erlenmeyers.
* Bureta v pipetas.

Reactiros

® Solucion saturada de aaido picrico.

* Solucion de dicromato potisico (recristalizado)
0,25 N. Disolver 12.250 g de K,Cr, 0. en agua
desionizada v llevar hasta enrase a | litro.

¢ Acdo sulfiirico concentrado (densidad 1,84).

* Solucion de voduro potasico al 1%.

* Solucion de acido sulfirico al 10%:: disolver 5,66
mL de sulfiirico concentrado (96%) en agua des-
iomizada y llevar a enrase hasta 100 ml.

® Bicarbonato sadico para anilisis.

* Solucion de nosulfato sodico 0,01 N. Preparar
una disolucion 0,1 N de tiosulfato pesando
2,482 g de Na 5,0, 5SH,O y llevarlo a 100 mlL.
Diluir 10 mL de Na 5,0, 0,1 N y llevar hasta
100 mL con agua desionizada, Valorar esta di-
solucion con la solucion de dicromato potasico
para determinar su normalidad exacta.

¢ Indicador de engrudo de almidon: pesar 2,5 g
de almidon soluble en polvo junto con 10 mg
de voduro mercarico. Llevar a un vaso v anadir
un volumen de agua suficiente para poder her-
vir la suspension con flumidez. Llevar después
esta a un matraz de 1 litro v enrasar con agua
destilada. Pasarlo a un vaso y mantenerlo en
ebullicion durante 10 minutos. El liquido obre-
nido debe estar limpio; si es necesario, se filtra,

* Mezcla cromica: disolver 50 g de K,Cr,O. en
500 mL de agua destilada. Anadir con mucho
curdado (dentro de una campana v en un bano
de hielo) 500 mL de acido sulfinico concen-
trado. Agitar v dejar enfriar.

Importante: Todo el material del equipo de
destilacion debe ser lavado con mezcla cromica v
enjuagado con abundante agua destilada antes de
st uso. Una vez montado se destilan unos 30 ml
de agua desionizada para arrastrar cualquier po-
sible traza de oxidantes.

Metodo cromatografico
Material

* Cromatografo de gases (Perkin Elmer 8310),



Practica 13. Alcoholemia como indice de consumo

¢ Columna: Porapack Q 80/100, 2 m x 1,8" con
precolumna,

¢ Detectror: FID.

* Condiciones:

— Temperatura inyector 240 “C,
~ Temperatura horno 190 "C.

— Temperatura detector 240 "C.
— Flujo hidrogeno 30 ml/minuto.

— Flujo aire 200 mL/minuto.
— Flujo portador 20 mL/minuto.

e Membrana de ultrafiltracion de 0,45 nm
(ACRODISC®).

Reactivos

* Solucion de isopropanol (aproximadamente
2.3 g/L): se pesa una cantidad aproximada de
0,23 g, anotando ¢l peso exacto, Se diluye con
agua desionizada hasta 100 mL.

* Solucion de etanol (aproximadamente 2,0 g/L):
se pesan aproximadamente 0,2 g, anotando el
peso exacto. Se diluye con agua desionizada
hasta 100 mL.

Protocolo

Método de Widmark

Se toman 5 mL de la sangre a analizar, se ana-
den 12,5 mL de solucion saturada de acido picrico
y 20 mL de agua destilada, lavando bien la boca
del matraz. Se anaden 3 o 4 perlas de vidrio y se
destila a reflujo (Fig. P13-1) hasta un volumen de
20 ml, medidos por referencia comparando con
otro matraz que contenga ese volumen de agua
desionizada y que constituiri el ensayo en blanco.

Una vez destilado, a ambos matraces se aina-
den 20 mL de dicromato potasico 0,25 N (recris-
talizado) y 10 mL de dcido sulfirico concentrado,
tapandolos a continuacion y agitando. Se llevan a
bafio Maria y se tienen en ebullicion 10 minutos.
Se dejan enfriar y se completa hasta 100 mL con
agua destilada. Agirar.

Se toman 2 mL de cada matraz y se ponen en
dos tubos Erlenmevers anadiéndoles a cada uno §
mL de solucion KI al 1%, 10 mL de dcido sulfi-
rico al 10% y 0,1 g de bicarbonato sadico. Se
dejan 5 minutos en reposo v en la oscuridad.

HIELO

Figura P13-1, Montaje para técnica de alcoholemia

A continuacion se valoran con tiosulfato so-
dico 0,01 N, empleando como indicador engrudo
de almidon.

Método cromatografico

Previamente a la determinacion, se realiza la
comprobacion de la linealidad: comprobar la li-
nealidad de la respuesta del FID en las condiciones
descritas para el etanol (de 0 a 5,3 pg).

Preparacion del patron de calibracion:

¢ | mL de la solucién patron de etanol.

* | mL de la solucion patron de 1sopropanol.
* 4 mlL de agua desionizada.

Se invecta 1 pL de patrén v se desarrolla el
cromatograma. Se realiza la calibracion por el me-
todo del patron interno. Se realizan al menos dos
inyecciones mas para comprobar la calidad de la
calibracion v obtener el factor de respuesta pro-
mediado para varias inyecciones.

Preparacion de la muestra (sangre):

¢ | mL de muestra.
¢ | mL de solucion patron de isopropanol.
* 4 ml de agua desionizada.
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Se agita v se filtran unas gotas a través de
0.45 pm.

Se inyecta | pl. de filerado. Se repite hasta que
tres resultados sean coincidentes,

Calculos

Método de Widmark

A =ml de nosulfato gastados en el ensayo en
blanco.

B = mL de nosulfato consumidos por la muestra
problema.

Peso equivalente del etanol = 46/4 = 11,5.
N del tosulfato = 0,01 (o el valor corregido
mediante valoracion con dicromato).

Etanol (g/L de sangre) = 11,5 x N x {A =B) x 10

Método cromatografico

El factor de respuesta (FR) lo proporciona el
propio cromatograto o bien se obtiene a partir de
la siguiente farmula:

FR = (C etanol/C isopropanol) /
(A etanol/A isopropanol)

Donde:

* C eranol: concentracion de etanol en la solucion
patron (g/L).

PRESENTACION DE RESULTADOS

* C isopropanol: concentracion de isopropanol
en la solucion patron (g/1).

* A etanol: area de pico del etanol.

* A isopropanol: area de pico del 1sopropanal.

La concentracion del etanol en la muestra in-
vectada la proporciona el propio cromatografo, o
se puede obtener a partir de la sigmente formula:

C etanol = FR (A etanol/A 1sopropanol)
x C 1sopropanol

BIBLIOGRAFIA
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Real Decreto 22821998, de 23 de octubre, por ¢l que
s¢ modifican los articulos 20 v 23 del Reglamento
General de Circulacion, aprobado por RD 131992,
de 17 de encro. BOE mim. 26, de 6 de noviembre de
1998.

Muestra de sangre de una persona que no
haya consumido alcahol

Muestra de sangre de una persona que haya
consumido alcohol
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PRACTICA 14

Efecto de la ingesta de agua y minerales

en la regulacion del equilibrio
hidroelectrolitico

M. T. Macarulla Arenaza y M. P. Portillo Bagquedano

INTRODUCCION

El agua es un nutriente con funciones estruc-
turales y reguladoras vitales, por lo que se consi-
dera el mas esencial de todos los nutrientes. Un
balance hidrico inadecuado, ya sea por defecto
(deshidratacion) o por exceso (hiperhidratacion),
origina graves alteraciones en la salud. Ademas,
tanto la composicion 1onica como la osmolandad
v el pH de los diferentes compartimentos acuosos
corporales deben permanecer siempre dentro de
unos margenes muy estrechos. El volumen y la
composicion de los liquidos corporales dependen
de tres factores muy variables: la ingesta (alimen-
tos salidos v liquidos), la produccion endogena de
agua (originada por la combustion metabolica de
los nutrientes energeticos) v la eliminacion (orina,
sudor, heces, etc.). Por tanto, el arganismo nece-
sita sistemas homeostaticos que preserven el equi-
librio hidroelectrolinco.

El principal regulador es el sistema renal, que
dispone de mecanismos especificos de filtracion
glomerular v de reabsorcion y secrecion tubulares,
regulados a su vez por la hermona anadiurética
(ADH, por Antidiuretic Hormone), el sistema re-
nina-angiotensina-aldosterona (RAAS, por Renn-
Angiotensin-Aldosterone System) v el péptido
natriurérico auricular o atrial (ANP, por Atrial
Natriuretic Peptide). Asi, mientras que la ADH y
el RAAS disminuyen la eliminacion de orima, la
primera por aumento de la reabsorcion de agua ¥
la segunda por aumento de la reabsorcion de Na¢,
Cl- vy agua, el ANP incrementa la eliminacion de
orina mediante la inhibicion de los dos anteriores
y por efecto directo a traves del aumento de la eli-
minacion de Na*. Ademas, el RAAS también in-
terviene en la regulacion del pH del medio

interno, puesto que ante cualguier situacion que
lo disminuva demasiado (acidosis) se esimula la
secrecion de aldosterona, que incrementa la elimi-
nacion renal de H* (en forma de H,PO - y NH '),
la reabsorcion del HCO - filtrado y la formacion
de mas HCO,- a partir de CO, gracias a su anhi-
drasa carbonica. El rinon también es capaz de evi-
tar que ¢l pH del medio interno sea demasiado
elevado (alcalosis) aumentado [a excrecion urina-
ria de HCO - v disminuvendo la de H*.

OBJETIVO

El objetivo de esta prictica consiste en estu-
diar la funcion renal reguladora del equilibrio hi-
droelectrolitico a través de la modificacion del
volumen v de la composicion de la orina.

Fundamento

Con el fin de analizar la regulacion del equili-
brio hidroelectrolitico realizada por los rifenes,
se somete a animales de experimentacion a sobre-
cargas de agua y diferentes electrolitos, v poste-
riormente se valora el volumen, la densidad, el pH
v los cloruros de la orina que eliminan.
Material y equipos

Material bioldgico

¢ Ratas de 200-250 g,
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Equipos

Jaulas de metabolismo,
Bano rermostatado.

Balanza.

Densitometro.

Material

Pipetas de 1 mL, § ml v Pasteur.
Embudos.

Vasos de precipitados.

Probetas graduadas de 10 mlL.

* [eringas v sondas orogastricas.

¢ Tubos de ensayo y gradilla.

¢ Papel indicador de pH.

Reactivos

NaCl 0,15 M,
NaCl 0,85 M,
NaHCO, 0,15 M,
NH,OH 0,15 M.
K,CrO, 1 M.
AgNO, 0,05 N.

Protocolo

1. Se pesan las ratas, se distribuyen homogénea-
mente en seis grupos (I-V1), v se les mantiene
en ayunas una noche. El grupo 1 se emplea
como control, por lo que estos animales no su-
fren minguna manipulacion. A los ammales del
grupo Il se les admunistra por via oral una so-
brecarga de agua (4 mL/100 g de peso corpo-
ral). Los animales de los restantes grupos
reciben por la misma via un volumen similar de
las distintas disoluciones salinas: NaCl 0,15 M
los del grupo 11, NaCl 0,85 M los del grupo IV,
NaHCO, 0,15 M los del grupe V y NH,OH
0,15 M los del grupo VL Se introducen los ani-
males en las jaulas de metabolismo v se reco-
gen sus orinas cada media hora,

2. De cada muestra de orina se valora;

— Volumen.

— Densidad: normalmente se mide con un
densitometro, pero si la muestra es dema-
siado pequena se puede medir por pesada de
un volumen concreto.

- pH.

— Cloruro: en un tubo de ensayo se vierten
0,3 mL de orina y se anade una gota de la
disolucion de K,CrO, 1 M, que actiia como
indicador. A conunuacion, se adiciona en
caliente (a unos 30 “C), gota a gota y agi-
tando continuamente, AgNO_ 0,05 N hasta
que la disolucion vire de color amarillo
claro a pardo-anaranjade.

Calculos

La cantdad de cloruro de cada muestra de
orina se calcula a parur del volumen de AgNO|
consumido (V) y el volumen de la muestra (V)

|CH] (meg/mL o eq/L) = (0,05 N x V) / V_
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PRACTICA 15

Utilizacion nutritiva de p-carotenos

S. Navas-Carretero y ]. 1. Monreal Marquiegui

|NTRDDUCC|ﬂN capacidad digestiva y absortiva, lo que tiene su re-

flejo en la disminucion plasmanca de los carote-

El p-caroteno es un consttuyente habitual de noides.

vegetales v frutas. Por el cardcter hidrofobico de su Orro aspecto adicional de la disponibilidad -
estructura se presenta asociado a grasas, de las sular de fi-caroteno y vitamina A es su posible ac-
que se libera en el tracto gastrointestinal, por la cion preventiva de algunas entermedades neoplisi-
accion digestiva de hidrolasas pancredticas, en  cas que afectan especialmente a epitelios (pulmon,
la emulsion propiciada por las sales biliares. Seab-  tracto urinario, piel). El origen de este efecto podria
sorbe asociado a lipidos y se transporta en sangre estar e 50 m‘-n"'id‘}d antioxidante, que convierte a
unido a lipoproteinas. La hidrdlisis de la cadena los carotenos en eficaces inhibidores de los radica-
poliénica da lugar a la vitamina A, que puede tor- les libres derivados del oxigeno. Forman parte tam-
mar ésteres con acidos grasos de cadena larga y bién de este sistema defensivo las vitaminas C y E,
constituir derivados que llegan a superar el 50% aminoidcidos con grupo sulfidrilo, selenio (presente

en la metaloenzima glutanon peroxidasa) v otros
elementos traza.

LiL‘ |n-$ L‘;lr:lh'11n'l|..i|..‘\ Presenies on sangre.

) ) TS (= . OBJETIVO
o - ¥ W - 1-._!. L 1 ¥ i
i ating, El objetivo de esta practica consiste en deter-

minar los niveles plasmancos de carotenoides.

El f-caroteno se encuentra en la mayor parte

de los vegetales, inclmidos los verdes, de modo que PROCEDIMIENTO

personas de habito alimentario vegetariano es-
tricto ¥ las que ingieren, por ejemplo, gran canti- Fundamento
dad de zanahorias o lechuga presentan miveles de

carotenos circulantes mais elevados que las de En ausencia de alguna patologia digestiva, los
dieta variada. En la situacion extrema de hiperca- niveles plasmaricos de carotenoides retlejan el
roftenamia, ],‘1 ]"'IL‘l Vv Mucosas |‘|1_|1_'1_||_'[‘| L'llllTTL'.H'HL' II],"IIII L{l‘ diutﬂ hﬂ';llidﬂ por t_’l '|T|.d1"r'|'d“”. |‘.u'.1 ["lu.lt‘r
COn un tono naranja. determinar los miveles plasmarticos lo primero

Ademas del imbito puramente nutricional, la ~ que se debe hacer es liberar los carotenoides de
determinacion sanguinea de carotenos se ha apli- las proteinas, mediante la adicion de etanol al
cado al estudio de cuadros de maldigestion vio suero. Una vez los carotenoides libres, se extraen
mala absorcion de grasas por el cardcter lipofilo con éter de petroleo, el cual adquinied un color
de la molécula, En la insuficiencia hepirtica, espe- amarillo naranja, cuya absorbancia a 450 nm
cialmente en la mala tuncion biliar, y en el fallo proporcionara datos de la concentracion de ca-

pancredtico exocrino prolongado, disminuye la rotenoides.
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Material y equipos
Muestras bioldgicas

¢ S¢ empleard suero humano, obtenido a partir
de sangre total centrifugada a 1.500 g durante
al menos 15 minutos a temperatura ambiente.

Equipos

¢ Centrifuga.
¢ Espectrototometro,

Material

* Tubos vacutainer para la obrencion de suero
(con gel activador).

Tubos de centrifuga con cierre hermético.
Pipetas de cristal.

Marraces atorados de 100 mL.

Cubetas para el espectrofotometro,

Reactivos

* Etanol absoluto,

o Eter de petroleo,

¢ Solucion de f-caroteno con concentracion de |
mg/dL en érer de petréleo. Debe estar conser-
vada fuera de la luz, en atmosfera inerte o con-
gelada.

Protocolo

1. Se dispondra de al menos 3 mL de suero de 10
voluntanos, § de los cuales habran seguido du-
rante los dias previos a la extraccion de sangre
una dieta rica en carotenos ¥ 5 que habran se-
guido una dieta baja en carotenos.

. A partr de la solucion de p-caroteno de |1
mg/dL se obtendrin tres patrones con dilucio-
nes de 50, 100 y 150 pg/dL. Para ello, se pipe-
teardn 5, 10 y 15 mL de la solucion madre de
[i-caroteno v se enrasardn, con éter de petroleo
hasta 100 mL en los matraces aforados.

[

3. De cada voluntario se cogeran 3 mL de suero,
los cuales se dispondran en los tubos de centri-
fuga para anadir a continuacion, gota a gota,
3 mL de etanol, agitando suavemente los tubos
durante la adicion, para facilitar la mezcla del
ctanol con el suero.

4. Una vez anadido el etanol se anadiran 6 mL
de eter de petroleo, se taparan los tubos con
el cierre hermetico v se agitaran durante 10
minutos. Posteriormente se deberan centrifu-
gar los tubos durante cinco minutos a 2.000-
2.500 g.

5. Se recogeran los sobrenadantes en cubetas para
espectrofotometria y se leeran las absorbancias
a 450 nm ftrente a un blanco de éter de petro-
leo, de los patrones y de las muestras,

Calculos

Con los datos de absarbancia de los tres pa-
trones se elaborara una recta patron mediante re-
gresion lineal, ¥ se obtendran las concentraciones
de las muestras problema, temendo en cuenta que
s¢ han diluido las muestras problema a la mirad
por la adicion del etanol (muluplicar por factor
de dilucion =2).

De cara a la interpretacion de los resultados
abtenidos, se debe tener en cuenta que en personas
con una alimentacion vanada, los niveles séricos
de carotenoides se sitian entre 50 y 250 pg/dL.
En individuos con una alimentacion vegetariana,
estos niveles pueden elevarse hasta los 500 pg/dL.,
mientras que en casos de dietas bajas en carote-
nos, los resultados seran inferiores a los de refe-
rencia, sin que ello por si mismo indigue la exis-
tencia de alguna parologia.
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Utilizacion nutritiva de la vitamina C
en funcion de las necesidades fisiologicas

D. Garcia-Diaz v |. A. Martinez Herndndez

INTRODUCCION

Desde su descubrimiento en 1920, probable-
mente ninguna otra sustancia quimica ha sido
tan celebrada como la vitamina C (dcido ascor-
bico). Es una de las vitaminas de npo hidrosolu-
ble que se caracteriza por una composicion
similar a la de un monosacarido de seis carbo-
nos. La mayoria de las especies de mamiferos sin-
tetizan acido ascorbico de nowvo, pero los cerdos
de guinea, los primates y los seres humanos de-
pL'rldt.'u absolutamente del abastecimiento ex-
terno. Se necesita en grandes cantidades, pues no
es retenida por el organismo v el exceso es inme-
diatamente excretado por la orina. Los efectos
benéticos de la vitamina C son universalmente
reconocidos: avudante en la curacion de henidas,
L'Ii'll_q'lhﬂr{ll.:l!]ﬂ cn IJ .'lI""\l."‘flg.'Ilu'l Lil.' hll.'fr(h. cotactor
cn !.! hlt“ll“’l."ll"\ LIL" l.'ili.ltli."ll”. carnmma, L‘.'|.[L‘L”I.‘|.'
minas v I'I.h'l.lri}l"llﬁrn]““.i'\ I"‘{'],‘"ll.ilL.‘.‘\. funciones
antioxidantes ¥ participacion ¢n la respucsta im-
mune.

[ﬂ.\u Frhll."i‘.]"\- l.IL' l..,'li'“'"l'.lh“'l‘“ L{L'ﬁ'lll.tlld..‘l S | rt']ﬂ'
clonar ll'l [I:'I‘!._'_{"hl'..'l L!{' vitamina L. v su l“lll.l'..it ||.'|'|'|. nu-
tnitiva incluven determinaciones de los mveles de
acido ascorbico en hematograma completo, en
plasma, eritrocitos v leucocitos, asi como en la eli-
minacion a traves de la orina, entre otros. En una
pl.'rﬁ[r”{l. h'i{'ﬂ ,.ll||1"H.,'|'|.i.“.|.1I| s0n 1.'5',1.!‘1.'1'.11.{“‘\ entre
20-50 g de dcido ascorbico por la orina si sus te-
jdos no se encuentran saturados. Luego de que
una persona sana ingiera una megadosis de vita-
mina C (250-500 mg), sus tejidos son facilmente
saturados y un exceso deberia excretarse por la
orina tras 3 a 4 horas.

OBJETIVO

Detectar la eliminacion urinaria de aado as-
carbico tras la ingesta de una dosis oral previa
para poder detectar posibles deficiencias (reten-
cion) de esta vitamina.

PROCEDIMIENTO

Fundamento

El 2,6-dicloro-indotenol es un compuesto indi-
cador de oxado-reduccion, que se presenta azul en
pH basico v rosa en pH acido. La reduccion de este
compuesto indicador, debido a la oxidacion del dci-
do ascorbico a aado dehidroascorbico, lleva a un
cambio de color que puede ser medido en un espec-
trofotometro a una determinada longitud de onda.
Con el uso de una recta patron, la concentracion
de vitamina C de la muestra problema puede ser
determinada. El dcido acético se utiliza para man-
tener la acidez apropiada en la reaccion y asi evitar
la aurooxidacion del aaido ascorbico a alto pH.

Material y reactivos
Equipos
¢ Espectrofotometro.

Material

¢ Tubos de ensavo.

* Pipetas.




FAUP Parte II. Metodologla y aplicaciones

Reactivos

¢ Solucion 12 mg/L. de 2-6 diclorofenol-indofenol.
* Vitamina C (ac ido ascorbico).
* Acido acético al 5%.

Protocolo

El sujeto en el que va a valorarse la posible
carencia vitaminica recibe en avunas 10 mg de
dcido ascorbico/kg peso corporal. La orina de las
6 horas siguientes se recoge, se mide v se diluye
1:10 con acido acénico al 5%, Posteriormente se
anaden 9 mL de la solucion preparada de 2-6 di-
clorofenol-indofenol, se agita v se lee la absorban-
cia con un espectrofotometro a 520 nm de longi-
tud de onda, previamente calibrado con agua
destilada. La concentracion de acido ascorbico se
interpola a partir de una curva patron que se re-
aliza previamente con soluciones de dcido ascor-
bico a diferente concentracion, sefaladas en la
Tabla P16-1. Si la absorbancia de la muestra pro-
blema es muy alta, se diluye la orina con acido
acético al 5% (1:10; 1:100, etc.) hasta que el va-
lor de absorbancia se encuentre en el rango de los
patrones, Se considera la dilucion que se ha hecho
para luego multiplicar el resultado por este factor
v asi obtener el valor de concentracion real en la
muestra.

Calculos
El calculo de la eliminacion urinana de la

carga oral de acido ascorbico se realiza con una

Tabla P16-1. VOLUMENES DE REACTIVOS
PARA LA REALIZACION DEL ENSAYD

Blanco - 10 mL -
Patran |

(1.5mg/mLl  1mL . 9 mL
Patron Il

{3 mg/mL) I mL - 9 mL
Patran Il

{6 mg/mL] 1mL - 9 mL
Problema 1 mL - 9mL

escala de papel milimetrado. Se debe realizar una
grafica donde en el eje X se indiquen las concen-
traciones de soluciones patron de vitamina C y en
el eje Y sus respectivas absorbancias obtenidas. La
concentracion de la muestra problema se debe in-
terpolar con la absorbancia medida a partir de la
recta generada.

Un hombre sano elimina un 10% o mas de la
dosis administrada en las primeras 6 horas. Si no
ocurre asi, el test se repite tantas veces como sea
necesario hasta alcanzar ese valor. Si se realizan
mas de tres intentos puede indicar deficiencias la-
tentes, o en casos mas extremos, escorbuto.
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PRESENTACION DE RESULTADOS
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PRACTICA 17
Estudio del efecto de la vitamina D

en el recambio oseo mediante el analisis
de marcadores bioquimicos:
hidroxipirolina y calcio en orina

C. Bald Garmendia

INTRODUCCION

El tejido 6seo, ademas de ser el soporte, es la
reserva de calcio del organismo. Es un sistema di-
namico en el cual tenen lugar continuamente pro-
cesos de formacion y resorcion de hueso, es decir,
que esta en constante renovacion o remadelacion.
Estos procesos constituyven el denominado recam-
bio oseo.

La vitamina D ejerce un papel fundamental en
la homeostasis del calcio y en el metabolismo
tseo, Puede ser biosintetizada en la piel por un
proceso no enzimatico catalizado por la radiacion
ultravioleta, pero la mayor parte de ella se adquie-
re a través de ciertos alimentos. Su forma activada
tras la accion del rindn y del higado, el calcitriol
o l-alpha, 25-dilidroxicolecalaferol, abreviado
1,25-(OH), D, tiene un efecto hipercalcemiante,
pues favorece la absorcion de calcio en el intesti-
no, incrementa su reabsorcion en el rindn y libera
calcio desde el hueso al plasma. Ademas, la vita-
mina [} afecta al recambio 6seo modulando la
sensibilidad a ciertas hormonas por parte de las
celulas oseas a favor de la formacion de hueso.

La deficiencia en vitamina D es causa del ra-
quitismo en ninos v osteomalacia en adultos, ca-
racterizadas, entre otros, por una deficiente
mineralizacion del hueso e hipocalcemia, El suple-
mento de vitcamina D tiene un efecto supresor de
la resorcion osea, estimulador de la absorcion in-
testinal de calcio y parece mejorar la supervivencia
de los osteoblastos, células formadoras de hueso,
por lo que combinado con calcio se ha recomen-
dado en personas con alto riesgo de padecer oste-
oporosis o perdida de hueso.

51 bien a dosis elevadas la vitamma D tiene un
efecto anabolizante en el hueso, el exceso de vita-

mina D e incluso un tratamiento muy prolongado
pueden dar lugar a efectos toxicos, fundamental-
mente hipercalcemia e hipercalciuria, con riesgo
de aparicion de calcificaciones en organos, como
en los rinones.

La hidroxiprolina es un aminodacido especifi-
co del colagenao, constituyente principal de la sus-
tancia intercelular o matriz mineralizada del teji-
do oseo. Solo se encuentra formando parte de
esta proteina o en forma libre procedente del me-
tabolismo del colageno. 5i bien la mayor parte es
catabolizada en el higado, una fraccion de la hi-
droxiprolina liberada como consecuencia de la
degradacion del coligeno es excretada por el ri-
non. Por ello, la determinacion de la cantidad de
hidroxiprolina eliminada a través de la orina es
un parametro que puede ser utilizado como indi-
cador de la resorcion osea.

OBJETIVO

El objetivo de esta prictica consiste en estu-
diar el efecto de la vitamma D sobre el metabo-
lismo 6seo de ratas a través de la determinacion
en orina de dos marcadores bioquimicos de la re-
sorcion de hueso: la hidroxiprolina y el calcio.

PROCEDIMIENTO
Fundamento

El método que se describe para la determina-
cion de la hidroxiprolina es una adaptacién del
métado de Firschein v Shill (1966), basado en
una modificacion del meétodo de Woessner (1961
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para la determinacién en orina. Este método se
basa en la oxidacion de la hidroxiprolina por la
cloramina T y posterior reaccion de esta con el
p-dimetilaminobenzaldehido para originar un
cromoforo cuya presencia se determina por co-
lorimetria.

El método descrito para la determinacion de
la concentracion de calcio en orina se basa en la
precipitacion en forma de oxalato cilcico que,
posteriormente, se separa y valora con permanga-
nato potasico.

Material y equipos
Muestras y/o material bioldgico

e Ratas en crecimiento.
* Dieta estandar contemiendo 1,000 Ul de vita-
mina D /kg.

Equipos

Jaulas de metabolismo.
Balanza de precision.
pHmetro,

Estufa de secado,

Agitador de tubos (vortex).
Bano de AguA con termostato,
Placas calefactoras.
Centrituga.
Espectrofotometro.

Mufla.

Material

General

* Botes de recogida de orina.

* Probetas.

Analisis de ndroxiprolina

* Pipetas y micropipetas.

* Tubos Pyrex con tapon de rosca.

Gradillas metalicas,
* Tubos de ensayo desechables,

Analisis de caleto

o Crisoles.
* Matraces aforados de 100 ml.,

Martraces Erlenmeyer.

Buretas, soportes, pinzas v nueces,

* Papel de hltro.

Bomba de vacio con pipeta Pasteur acoplada en
el extremo para aspiracion

Tubos de centrifuga de fondo curvo de Sy 15 mL
v gradillas.

Reactivos
Generales
® Vitamna D..

Analisis de ndroxtproling

2-metoxietanol (metilcelosolve).
Acido citrico monohidratado.
Acido acético glacial.

Acetato sodico dihidratado.
NaOH 2,5 N.

Cloramina T.

HCIO,.

* p-dimetilaminobenzaldehido.
¢ L-hidroxiprolina.

e HCl ().

* HCI0,] N.

Preparacion de reactivos

¢ HCI 0,001 N (puede prepararse a partir de HCI
0,1 NJ.

* Tampon citricofacetato pH = 6,0, que contiene:

acido citrico monochidratado S0g
acido acetico glacial 12 mL
acetato sodico dihidratado 120g
hidroxido sadico Mg
agua desnlada cs.p. 1L

Se ajusta a pH 6.0 y se guarda en frasco de to-
pacio a 4 °C.

* Reactivo con cloramina T: se prepara diaria-
mente una disolucion 0,05 M, para lo que se di-
suelven 0,70 g de cloramina T en 10 mL de
agua destilada. Una vez disueltos, se anaden
15 mL de 2-metoxietanol y 25 mL de tampon
citricofacetato.

* Disolucion 3,15 M de HCIO, al 60%: se puede
almacenar a 4 "C, urilizando para ello un frasco
de topacio.
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* Reactivo de p-dimetilaminobenzaldehido: tam-
bién se ha de preparar diariamente. Se trata de
una disolucion al 20% en peso para cuya prepa-
racion se pesan 20 g de p-dimetilaminobenzalde-
hido y se disuelven hasta un volumen final de
100 mL de metilcelosolve (2-metoxictanol), ca-
lentando a 40 °C para facilitar la solubilizacion.

® Patron de hidroxiprolina (10 pg/ml): se pre-
para diariamente mediante la disolucion de 25
mg de L-hidroxiprolina desecada en 25 mL de
HC1 0,001 N, y posteriormente se diluye 1/100
con agua desnlada,

Andlisis de calcio

HCl ic).

NH40H al 0,5%.

H,S0, al 20%.

KMnO, 0,02 N,

NaOH 10 N,

Disolucion saturada de oxalato amonico,

Protocolo

Se escogen ratas en periodo de crecimiento del
mismo sexo, se estabulan individualmente en jau-
las metabolicas, se distribuyen en 2 grupos y du-
rante al menos 14 dias se les alimenta con la dieta
estandar (dieta A) y con la misma dieta suplemen-
tada con 1.000 Ul/kg de vitamina D, (1 Ul de vi-
tamma D equivale a 0,025 pg) conteniendo asi
2.000 Ul/kg (dieta B), respectivamente. El alumo
dia se les recoge la orina, se mide el volumen ex-
cretado y se determinan las canndades de hidro-
xiprolina v de calcio excretadas en 24 horas como
se describe a continuacion. Puede determinarse
también el contenido en creatinina siguiendo el
protocolo descrito en otros capitulos de este libro
para comprobar si hay influencia sobre los resul-
tados anteriores de posibles diferencias en la fun-
cion renal de cada individuo.

Determinacion de hidroxiprolina
urinaria total

1. En un tubo Pyrex con tapa de rosca con teflon
se hidrolizan 2 mL de orina con 2 mL de HCI
(¢) durante 22 horas en estufa programada a
1057

209

2. Una vez gue se havan enfriado los tubos, se
comprueba el volumen del hidrolizado, se toma

una alicuota de 1 mL v se neutraliza con NaOH
2.5 N hasta obtener un pH entre 6 v 7, midién-
dose el volumen total de la muestra neutraliza-
da. De esta uloma se rtoma una alicuota de 1 mL
para la reaccion v determunacion colonmétrica.

3. Para evitar la aparicion de posos que pudieran
interferir con la lectura de la absorbancia en
el espectroforometro, las alicuotas neutraliza-
das pueden centrifugarse a 600-800 g durante
10 minutos.

4. Se preparan por duplicado los siguientes tubos:

Patron Agua | Muestra
Tubos (mL) (mL) (mL)
Blanco - 2,00 -
Patron 1 0,20 1,80 -
Patron 11 2,40 1,60 -
Patron 111 0,50 1,50 -
Patrén IV 0,60 1,40 =
Muestra - 1,00 1,00

5. Se anade a cada tubo | mL de cloramina T (s1-
guiendo un orden concreto) con el fin de pro-
ducir la oxidacion de la hidroxiprolina. Se agi-
ta cada tubo con ayuda de un vortex y se deja
reposar 20 minutos a temperatura ambiente.

6. Para eliminar el exceso de cloramma T que
hava podido guedar en los tubos, se anade a
cada uno de ellos 1 mL de HCIO, 3,15 M en
el mismo orden en el que antes se anadio la clo-
ramina T. Se agita de nuevo cada tubo y se deja
reposar § minutos a temperatura ambiente.

. Se afade 1 mL de p-dimetilaminobenzalde-
hido a cada rubo en el orden estableaido, se
agitan los tubos v se colocan en un baio de
agua a 60 "C durante 20 minutos, Tras esto,
se enfrian los tubos en agua a temperatura am-
biente durante 5§ minutos.

8. Se mide la absorbancia de cada tubo (muestras

v patrones) en un espectrofotometro a 557 nm.
El grado de color producido seri proporcional
al contenido en hidroxiprolma.

Determinacion de la concentracion
de calcio en orina

1. En primer lugar se procede a la precipitacion
del calcio. Para ello se toman 10 mL de orina
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en un tubo de centrifuga de 15 mL. Se anade

1 mL de la disolucion saturada de oxalato amo-

nico y se deja reposar unas 12 horas.

Se centrifuga a 1.000 g durante 10 minutos y

se descartan los sobrenadantes aspirandolos

con avuda de la bomba de vacio.

3. Se lavan los precipitados con 2 mL de NH,OH
al 0,5%, agitando v centrifugando 5 minutos.
Se descartan los sobrenadantes. Se repite el la-
vado tres veces.

4. Se disuelven los precipitados en 2 mL de H,SO,
al 20% vy se trasvasan con tres porciones de
5 mL de agua a matraces Erlenmeyer de 100 mlL.

. Para la valoracion del calcio, en bano a 70-80 *C
se valoran con KMnO, 0,02 N hasta la apari-
cion de color rosa persistente durante al menos
I minuto,

P

[

Calculos

Determinacion de hidroxiprolina
urinaria total

Se introducen los resulrados de la lectura del
espectrofotometro en la calculadora u ordenador
para obtener la formula de la recta de regresion,
o se dibuja en papel milimetrado la recta patron o
recta de calibrado, representando en abscisas la
concentracion de hidroxiprolina en los tubos pa-
trones v en ordenadas los valores de absorbancia
correspondientes.

El contenido en hidroxiprolina para cada
muestra se calcula a partir de los datos del espec-
trofotometro y mediante el empleo de la recta de
calibrado obtenida a partir de los patrones de hi-
droxiprolina.

Se indica cudles son los volumenes de hidroli-
sis, de neutralizacion v el volumen de orina reco-
gido en 24 horas de cada animal.

PRESENTACION DE RESULTADOS

Una vez conocida la concentracion de hidro-
xiprolina en cada muestra, la determinacion de la
cantidad de aminoacido, expresada como pg de
hidroxiprolina/24 horas se puede obtener por
medio de la formula:

pg Hidroxiprolina/24 horas= (cx V_x V. xw)/
)

¢: cantidad de hidroxaprolina calculada en la
recta patron

V. : volumen de neutralizacion

V,: volumen de hidrolisis

1 volumen excretado de onna en 24 horas

Determinacion de la concentracion
de calcio en orina

Sabiendo que 1 mL de KMnO, 0,02 N equi-
vale a 0,4 mg de calcio v teniendo en cuenta las
diluciones v alicuotas tomadas se calcula el con-
tenido en calcio v se expresa en mmol/24 h.
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ug Hyp/24 h
mmol Ca/24 h

Los resultados suelen expresarse también en mg de hidroxiprolina/mg de creatinina o en mmol de
hidroxiprolina/mol de creatinina ¥ en mmol calcio/mmol creatinina respectivamente.
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PRACTICA 18

Efectos toxicos del alcohol:
cirrosis hepatica

M. T. Macarulla Arenaza, C. Bald Garmendia y V. M. Rodriguez Rivera

INTRODUCCION

El alcohol etilico o etanol se puede considerar
como nutriente, puesto que es un componente de
los alimentos que aporta energia, pero también
como toxico, ya que cuando se ingiere en exceso
de modo agudo o cronico provoca embriaguez y
alcoholismo, respectivamente. La ingesta cronica
abusiva de alcohol afecta a numerosos organos y
tejidos, especialmente al higado, pudiendo llegar
a originar, entre otras alteraciones, hepatitis, he-
patomegalia, esteatosis, cirrosis (que histologica-
mente se caracteriza por fibrosis) v liberacion de
enzimas hepaticos a sangre.

La esteatosis, o acumulacion excesiva de gra-
sa, se debe a un incremento de su sintesis heparica
al que se anade una disminucion de su vertido a
sangre por alteracion de la sintesis v secrecion de
las lipoproteinas VLDL; la fibrosis se debe a la
sustitucion de las celulas del parénquima por teji-
do fibroso v se caracteriza por un aumento del
contenido en colageno de la matriz extracelular;
y la liberacion de enzimas hepancos a sangre es
producto de la propia lesion hepatica.

Entre estas enzimas se encuentran las transami-
nasas o aminotransterasas GOT o AST (glutamato-
oxalacetato transaminasa o aspartato aminotrans-
ferasa) vy GPT o ALT (gluramato-piruvato trans-
aminasa o alanina aminotransferasa). Sin embargo,
puesto que ambas enzimas se localizan también
en otros arganos y tejidos (corazon, rinon, mis-
culo, encéfalo, etc.), sus niveles sanguineos eleva-
dos pueden ser indicativos no solo de dano
hepatico, sino también de alteraciones de los otros
organos v tejidos donde se encuentran. Por tanto,
para el diagnostico diferencial se hace necesario el
anahisis simultaneo de ambas. Asi, mientras que

en el infarto de miocardio, lesiones musculares
graves, pancreatitis aguda, colitis ulcerosa, diver-
sas enfermedades infecciosas, etc., aumenta ma-
voritariamente la AST, en la hepatius aguda
ambas suben de manera similar o algo mas la ALT
que la AST (AST/ALT < 1), v en la hepanus alco-
holica v la cirrosis la AST es mavor que la ALT
[AST/ALT = 1).

OBJETIVO

En esta sesion practica se van a estudiar, en
ratas con alcoholismo inducido, tres de las princi-
pales manifestaciones hepatcas: el aumento de
GOT y GPT en sangre, la esteatosis (a través de la
cuantificacion del contenido graso), v la fibrosis
(mediante la valoracion del contenido en colageno).

PROCEDIMIENTO
Fundamento

Valoracion de las transaminasas GOT
y GPT en suero

La GOT o AST cataliza la transferencia del
grupo amino del aspartato al 2-oxoglutarato, for-
mando oxalacetato y glutamato (a). Su concentra-
cion catalitica se determina empleando la reaccion
acoplada de la malato deshidrogenasa (b) v mi-
diendo la velocidad de desaparicion del NADH:

a) Aspartato + 2-Oxoglutarato — Oxalacetato +
Glutamato

b} Oxalacetato + NADH + H* — Malato +
NAD-+
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La GPT o ALT cartaliza la transferencia del
grupo amino de la alanma al 2-oxoglutarato, for-
mando piruvato v glutamato (c). Su concentracion
catalitica se determuna empleando la reaccion aco-
plada de la lactato deshidrogenasa (d) v midiendo
la velocidad de desaparicion del NADH:

c) Alanina + 2-Oxoglutarato —= Piruvato + Glu-
tamato

d) Piruvato + NADH + H* = Lactato + NAD"

Valoracion del contenido graso
del higado

El contemido graso del higado se determina
mediante la técnica basada en el mérado de Folch
v col. (1957), que consiste e¢n la extraccion con di-
solventes organicos de la fraccion lipidica de una
cantidad conocida de tepido. La posterior deseca-
cion del disolvente que la contiene permite cono-
cer por gravimetria la cantidad de grasa del tejido
analizado.

Valoracion del contenido en coldgeno
del higado

La hidroxiprolina es un aminoacido que se en-
cuentra de manera casi exclusiva en el coligenao,
por lo que su determinacion tisular permite eva-
luar el contenido en colageno del tepdo. La con-
centracion tisular de hidroxiprolina se valora,
previa digesnon del tejido, mediante ¢l métado
descrito en la pracuca 17, que se basa en la oxi-
dacion de la hidroxiprolina por la cloramina T v
posterior reaccion de ésta con p-dimenlaminoben-
zaldehido, lo que origina un croméforo que se de-
termina por colorimetria.

Material y equipos
Material biologico

* Ratas.

Equipos

Balanzas.

Camara de anestesia inhalatoria.
Cenrtrifuga.

Bano rermostatico,

Material general

* Jeringas y agujas.

* Matenal de diseccion: pinzas v tijeras.

¢ Tubos v gradillas.

* Pipetas, micropipetas y puntas de micropipetas.

Material especifico para valorar GOT
y GPT en suero

* Espectrofotometro v cubetas.

Material especifico para valorar
el contenido graso del higado

Ultratirrax.

Vortex.

Bomba de vacio,

Tubos con tapon v marca de volumen.
Tubos Eppendort.

Corriente de nitrogeno.

Material especifico para valorar
el contenido en colageno del higado

» Estufa de secado (o hiofilizador).
* Mortero.

Reactivos generales

® Alcohol etilico.
® Erer etilico.

Reactivos especificos para valorar GOT
y GPT en suero

® Reactivo A: Tris 121 mmol/L, L-aspartato 362
mmeol/L, malato deshidrogenasa > 460 U/L, lac-
tato deshidrogenasa > 660 U/L v NaOH 255
mmol/L, pH 7 8.

¢ Reactivo B: Tris 150 mmol/L, L-alanina 750
mmol/L. v lactato deshidrogenasa > 1.350 U/,
pH 7.3.

¢ Reactivo C: NADH 1,3 mmol/L, 2-oxoglutara-
to 75 mmol/L, NaOH 148 mmol/L v azida so-
dica 9.5 g/l
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® Reactivo D: se prepara en el momento de uso
mezclando los reactivos A v C en proporcion 4:1.
® Reactivo E: se prepara en el momento de uso
mezclando los reactivos B y C en proporcion 4:1.

Reactivos especificos para valorar
el contenido graso del higado

NaCl 0,15 M.

KCl 0,1 M.

Cloroformo.
Cloroformo/metanol (2:1; viv).

Reactivos especificos para valorar
el contenido en colageno del higado

* HCl6 N,
e El necesario para la determinacion de la hidro-
xiprolina (ver practica 17),

Protocolo

Se distribuyen los amimales en dos grupos ho-
mogéneos: el grupo control (sanos) v el experimen-
tal (alcoholizados). Para alcoholizar a los segun-
dos, durante al menos 6 semanas se les suministra
etanol mezclado con el agua de bebida de modo
creciente: al 10% durante la primera semana, al
20% durante la segunda, al 30% durante la rerce-
ra v al 40% durante la cuarta y subsiguientes.

Termunado este periodo, se anestesia a todos
los animales por inhalacion de eter etilico, se ob-
tienen muestras de sangre por puncion cardiaca,
y se diseccionan y pesan sus higados, Las muestras
de sangre se centrifugan 10 mun a 1.000 g para
obtener ¢l suero.

Valoracion de las transaminasas GOT
y GPT en suero

1. Para valorar la AST (GOT) se prepara un tubo
con 1,0 mL del reactivo D precalentado a 37 °C,
y se anaden 50 pL de suero,

2. Se incuba el tubo a 37 “C y se lee su absorban-
cia a 340 nm a tiempos 1, 2y 3 min,

3. Se calcula el incremento de absorbancia por
minuto promedio (AA/min),

4. La concentracion catalitica de AST de la mues-
tra se calcula con la sigwiente formula:

AST (UL} = (AA/minx V x 10°)/(e x L x V)

siendo v el volumen total en el tubo (1,05 mL),
£ el coeficiente de extincion molar del NADH

a 340 nm (6.300), L el paso de luz por la cubeta
(1 cm) ¥y V_el volumen de muestra (0,05 mL).

. Para valorar la ALT (GPT) se procede de idén-
tica manera utihzando el reactivo E.

Ly

Valoracion del contenido graso
del higado

1. Se roma una muestra de higado de entre 0,5 ¥
1 gy se lava con suero fisiologico (NaCl 0,15 M)
para eliminar restos de sangre.
Se homogeniza el tepdo con ultraturrax en un
tubo con 6 mL de la mezcla cloroformo/meta-
nol. El homogenado se trasvasa a un tubo con
tapon, v se recuperan los posibles restos lipidi-
cos lavando tanto el tubo en el que se ha ho-
mogeneizado la muestra como el vastago del
ultraturrax con 3 mL de cloroformo/metanol,
que se incorporan al homogenizado.

3. Tras tapar el tubo se agita con un vortex du-
rante | min y se incuba a 50 “C durante 30 min.

4. Se anaden 2 mL de KCI 0,1 M v se vuelve a
agitar durante 1 min.

5. Se deja reposar la muestra 2 horas a 4 "C, ¥
se centrifuga a 1.000 g durante 20 min para
favorecer la separacion de las fases. La fase
supertor o acuosa habra arrastrado el meta-
nol, v la inferior o cloroformica contendra los
lipidos.

6. Se renra la fase acuosa mediante una bomba
de vacio v se ajusta la fase clorotormica a un
volumen final conocido con cloroformo.

. Se vierte | mL de la fase cloroformica en un
tubo Eppendorf previamente pesado, v se eva-
pora hasta sequedad mediante corriente de ni-
trogeno (el empleo de calor acelera ¢l proceso).

8. Se pesa el tubo Eppendorf con la grasa y, por
diferencia con el peso del tubo vacio, se calcula
la cantidad de grasa contenida en 1 mL de la
fraccion cloroformica.

9, Teniendo en cuenta el volumen total de la frac-
cion cloroférmica v el peso de la muestra de te-
jido utilizada, se calcula el contenido graso del
higado, que se expresa en mg/g.

e
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Valoracion del contenido en coldgeno
del higado

. Se roma una muestra de unos 2 g de higado
que, o bien se liofiliza, o bien se deseca en es-
tufa a 105 “C hasta peso constante,

. La muestra desecada se tritura homogénea-
mente ¥ s¢ toman 10 mg, que se hidrolizan con
1 mL de HCl 6 N a 105 “°C durante 24 h en
tubos Pyrex con tapa de rosca.

3. Una vez enfriada la muestra, se neutraliza con

NaOH 2.5 N hasta obtener un pHentre 6 v 7,
v se mide el volumen total de la muestra neu-
trahizada.

4. Se toma una alicuota de 1 mL v se determina

su concentracion en hidroxiprolina conforme
a lo descrito en la practica 17.

5. La canudad de hidroxiprolina del tejido dese-

cado se calcula con la sigumiente formula:

Pt

Hidroxiprolina (pg/mg o mg/g) = Cx V /P

stendo C la cantidad de hidroxiprolina deter-
minada mediante la recta patron (pg/ml), ‘»"ﬂ
el volumen total de la muestra neutralizada

PRESENTACION DE RESULTADOS

(mL) v P el peso de la muestra desecada unli-
zada (10 mg).
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PRACTICA 19

Estudio del metabolismo basal
en humanos

B. Martinez de Morentin Aldabe, M. Hernandez Ruiz de Eguilaz
y I. A. Martinez Hernandez

INTRODUCCION

El organismao tiene unas necesidades energéticas
destinadas a mantener las funciones vitales tales
como la respiracion, la circulacion sanguinea, el
transporte de iones a través de las membranas, el
mantenimiento de la temperatura, etc., es lo que se
denomina metabolismo basal. El metabolismo basal
constituye normalmente la fraccion cuantitativa-
mente mas importante del gasto energético total,
pudiendo suponer entre el 60-75% del mismo.

Varios factores influyen en el metabolismo
basal, como el tamano y superficie corporal, el
sexo, la edad, la composicion corporal, situaciones
especiales como embarazo, lactancia, hiebre, algunas
enfermedades, administracion de dererminados tar-
macos, factores genéticos, la actividad del sistema
nervioso simpatico v la funcion tiroidea, entre otros.

OBJETIVO

Se va a llevar a cabo las siguientes determina-
ciones: obtencion del metabolismo basal en huma-
nos cuantificado mediante diferentes métodos.
Medida del gasto energético realizando acrividad
fisica aerobica y cuantificar el gasto energénco
después de la realizacion de dicha actividad v
comparar estos valores con el metabolismo basal
obtenido anteriormente.

PROCEDIMIENTO

Fundamento

El metabolismo en reposo cuantificado me-
diante calorimetria indirecta, se calcula por medio

de ecuaciones validadas a partir del volumen de
oxigeno consumido y de dioxido de carbono pro-
ducido. Utilizando la ecuacion abreviada de Weir:

GER = [3.941 (VO,) + 1,11 (VCO,)| 1,44

Dando el prapio aparato un informe completo
del metabolismo en reposo obtenido en  kiloca-
lorias/dia.

En cuanto al equipo de metabolimetria muln-
sensorial, el aparato registra las senales fisiologicas
provenientes de cinco sensores: dos acelerometros,
temperatura corporal, disipacion térmica e impe-
dancia de la piel/grado de humedad. A partir de
estas senales y por medio de algoritmos especificos,
se determina el consumo energético diario de una
persona. Para el adecuado andlisis de los datos ob-
tenidos se utiliza el programa informatico desarro-
llado por el fabricante,

El aparato de calornimetria indirecta portatl
mide el consume de oxigeno en milimetros por
minuto v el gasto energético en reposo en kiloca-
larias/dia, utilizando para el calculo de nuevo la
ecuacion de Weir. El instrumento controla el flujo
de aire inspirado/ espirado v las condiciones am-
bientales.

51 la medicion se realiza durante la actividad
fisica 0 después de su realizacion, se observa un
incremento del gasto energético, va que se esta va-
lorando otro de los componentes que conforman
el gasto energético total, que es la actividad fisica.

Material y equipos

* Calorimetria indirecta, mediante calorimetro de
circuito abierto automatizado.
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Monitor metabolico de actividad fisica.
Apararo de calorimetria indirecta portanl.
Formulas, nomogramas v tablas de referencia.
Bicicleta estarica.

Pulsometro.

Protocolo

El primer paso a realizar debe ser efectuar la

calibracion del calorimetro de circuito abierto

automatizado, mediante la deteccion de la

composicion del aire de la estancia, frente a

una mezcla gaseosa estandar de oxigeno (95%)

v dioxado de carbono (5% ). Una vez realizado

esto se deben introducir los datos demograticos

del voluntario tanto en el calorimetro como en

el monitor metabolico de actividad Fisica: fecha

de nacimiento, sexo, estatura y peso.

A continuacion, se debe colocar el monitor de

actividad fisica {equipo de metabolimetria mul-

tisensorial) en la forma adecuada, v medir el

intercambio gaseoso de manera continua du-

rante 30 min mediante el calorimetro de circui-
to abierto automanzado, Para ello se utilizard

un sistema de canopia ventilada y de forma si-

multanea se medira el gasto energético con el

monitor de actividad fisica.

Es importante instruir correctamente al volun-

tario sobre el manejo del aparato de calorime-

tria indirecta portatil v realizar la medicion.

Postennormente, ¢l voluntario realizara durante
10 minutos actividad fisica utilizando una bi-

cicleta estatica, mientras se mantiene la medi-

cion con el monitor metabélico de actividad

fisica y se valora la frecuencia cardiaca a través
de un pulsimetro que se le colocard.

Una vez finalizada la actvidad Fsica se volvera a
realizar las mediciones con los tres aparatos, va
en reposo, ¥ se estimara el gasto energético en re-
poso teorico utilizando diferentes formulas. Final-
mente, ¥ tras la obtencion de resultados, se
compararan los proporcionados por métodos de
medida con los obtenidos a través de las Frmulas.

Consideraciones para la correcta
realizacion de la practica

Para la realizacion de la practica debe cumplir

una serie de requisitos:

| =]

1. Las determinaciones del metabolismo en re-
poso se deben realizar a primera hora de la ma-

nana, el sujeto elegido para su realizacion se
debe encontrar en estado posabsortivo de 12
h, periodo durante el cual tampoco debe
fumar. En las 24 h anteriores a las pruebas no
se puede realizar ningun tipo de ejercicio fisico
intenso.

. La medicion del gasto energénico en reposo
debe realizarse en un ambiente termoestable
(20-21 °C), silencioso v tranquilo para que se
encuentre en descanso tanto fisico como men-
tal, en dectibito supino sobre una camilla per-
maneciendo en todo momento despierto.

3. El equipo de metabolimetria multisensorial se
debe colocar en la zona media del brazo entre
el acromion ¥ olécranon, sobre el triceps del
brazo derecho.

4, Para llevar a cabo la prueba con el aparato de
calorimetria indirecta portanl, se utiliza una
boquilla que se inserta en el tubo de flujo v
un clip de nariz, ambos desechables. El volun-
tario respirara de forma relajada y normal en
la boquilla, sellindola bien con la boca, v se
le colocara el clip en la nariz, cerrando com-
pletamente las fosas nasales para que no hu-
biera escape de aire. La prueba durara apro-
ximadamente 8-10 min, después de los cuales
aparece en la pantalla la tasa metabolica en
reposo.

5. La prueba de actividad fisica se llevara a cabo
utilizande una bicicleta estanca, pedaleando
aproximadamente durante 10 minutos. El vo-
luntario no debera sobrepasar el 85% de la fre-
cuencia cardiaca maxima para su edad, que se
estimara con la formula:

FC

max

{220 — edad) x 0,85

Calculos

El gasto energetico en reposo se estimara de
forma teorica con las ecuaciones de Harris-Bene-
dict v segun las tormulas de la OMS, obteniendo
los resultados en kcal/dia.

MB mujeres = 655 + (9,56 x ) + (1,85 x T) - (4,68 x E)
MB varones = 66,5 + (13,73 x P) + (5 x T) = (6,78 x E)
E: edad en anos; P: peso en kg; T: talla en cm
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PRESENTACION DE RESULTADOS
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Calorimetria indirecta

Monitor metabolico de actividad fisica

Calorimetria indirecta portatil

Harris-Benedict
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Actnndad fisica

Calorimetria indirecta
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Calorimetria indirecta portatil
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PRACTICA 20

Determinacion del grado de utilizacion

energetica de los alimentos a partir
del cociente respiratorio

E L. Milagro Yoldi y D. Ansorena Artieda

INTRODUCCION

El organismo, a través de los alimentos, ob-
tiene la energia necesaria para el mantenimiento
de sus funciones tisiologicas (metabolismo ba-
sal), para la accién termogenica de los alimentos
(produccion de calor tras la ingestion de alimen-
tos) v para llevar a cabo la actividad fisica que
cada individuo desarrolla. Mediante reacciones
de combustion de los lipidos, ghicidos v protei-
nas en las que tiene lugar consumo de oxigeno,
se¢ obtiene la energia necesaria para el funciona-
miento celular (ATP) y se produce CO, como ma-
teria de desecho, como se indica en la siguiente
ecuacion:

Nutrientes + O, — CO, + H,0 + Energia {calor, ATP)

La calorimetria indirecta es un método que
permite la medicion del oxigeno consumido v/o
del dioxido de carbono producido por el indivi-
duo. Es un método eficaz y hable para determinar
el gasto energético, pero ademas permite calcular
el cociente respiratorio {CR), que se define como
la relacion entre la produccion de CO, y el con-
sumo de O, por el organismo, )

Cociente respiratorio = CO, espirado / O, inspirado

Es un parametro que indica los nutrientes que
preferentemente oxida el sujeto v que permite in-
troducir modificaciones en el soporte nutricional
individual. La oxidacion de un 100% de lipidas
daria lugar a un CR de 0,7, un 100% de glici-
dos daria un CR de | v la oxidacion de un 100%
de proteinas tendria como resultado un CR de
(1,81-0,85.

Como ejemplos, la ecuacion energética ajus-
tada para los principales sustratos energéticas
{glucosa v un acido graso, en este caso el dcido
palmitico), muestra empiricamente el origen del
cociente respiratorio:

C,H,.0, + 60, = 6CO, + 6H,0 + ENERGIA
CR=6f0=1

CH,(CH,J COOH + 230, = 16C0, + 16H,0 + ENERGIA
CR=16/23 =0,/

En relacién a las proteinas, en la siguiente
ecuacion se observa que su combustion (en este
caso de la albumina) no solo produce CO, sino
también trioxido de azufre v urea, Esta uloima
molécula es la manera de eliminar el nitrogeno, el
cual no puede ser oxidado. Por tanto, para medir
la contribucion de las proteinas al metabolismo
energético se debe realizar con anterioridad la de-
terminacion del nitrogeno urinario,

C,H,,0,5+770,=63C0,+38HO +
50, + 9 CO(NH, ),
CR=63/77 =082

Dado que las proteinas no actian como una
reserva energética especitica en el organismo sino
que ejercen predominantemente un rol funcional,
el valor habitual de cociente respiratorio es el co-
ciente respiratorio no proteico, gue solo tiene en
cuenta el porcentaje de grasas e hidratos de car-
bono oxidados.

La rabla P20-1 da idea de la variacion del co-
ciente respiratorio no proteico segun la propor-
cion de sustratos energéticos oxidados en ese mo-
mento:
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Tabla P20-1.

0,71 0 100
0,75 15,6 B4.0
0,80 33,4 66,6
0,85 50,7 493
2.70 67.5 325
0.95 84,0 16,0
1,00 100 0

En reposo, el organismo obtiene energia fun-
damentalmente por oxidacion de grasas, con un
bajo consumo de hidratos de carbono, Sin em-
bargo, al comienzo del ejercicio v durante un ejer-
cicio prolongado, las proporciones de glucosa,
acidos Erasos ¥ otros sustratos energeticos const-
midos pueden modificarse en funcion de la dura-
cion, mtensidad y tipo de actividad, asi como de
la dieta previa seguida,

OBJETIVO

El objetivo de esta pricuica s la determinacion
del cociente respiratorio mediante calorimetria in-
directa en determinadas situaciones metabolicas v
nutricionales, Se pretende valorar la influencia de
la actuvidad fisica v de la dieta en la unlizacion
de nutrientes por el organismo.

PROCEDIMIENTO
Fundamento

El desarrollo de la practica es muy sencillo.
Los individuos participantes seran monitorizados
mediante el aparato de calonmetria indirecta du-
rante un periodo de 15 minutos, tras los cuales se
podra obtener el valor del consumo de oxigeno »
produccion de dioxido de carbono, ¥ por tanto,
el cociente respiratorio.

Material y reactivos

Para medir el cociente respiratorio se empleara
un metabolimetro o calorimetro indirecto tipo
Deltatrac (Fig. P21-1 y P21-2). El calorimetro per-
mite medir el oxigeno imhalado gracias a un sen-
sor paramagnético de tipo Datex-Ohmeda. El
CO, es cuantificado gracias a un sistema de radia-
cion infrarroja en el gas espirado, La persona res-
pira directamente el gas de la habitacion v el ca-
lorimetro detecta las concentraciones de CO, y de

0. de manera directa.
Las diferentes condiciones metabaolicas que se
van a estudiar son las siguientes:

Caso 1: Efecto del ejercicio fisico
sobre el cociente respiralorio

En este expennmento, el voluntario habra reci-
bido |a siguiente indicacion antes de hacer la prue-
ba: el dia antenior a la prueba su cena consistira en
un menii rico en grasa v el dia de la prueba tomara

Figura P21-1y P21-2, Disposicion operativa del equipo de calorimetria indirecta.
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también un desayuno rico en grasa. Al inicio del ex-
perimento se monitorizara a esa persona durante
15 minutos con el metabolimetro en condiciones de
reposo. Una vez terminada la medicion, el volun-
tario correrd durante unos 20 minutos, a ser posible
subiendo (v bajando) escaleras a nitmo moderado,
v se le volvera a medir el cociente respiratorio, Se
valorara v discutiri el resultado obtenido.

Caso 2: Efecto de diferentes dietas
sobre el cociente respiratorio

Este experimento se realizard contando con la
colaboracion de diferentes personas. Una persona
ingerira una bebida rica en hidratos de carbono
(ejemplo, dieta A) mientras que otra persona to-
MAara una preparacion con un porcentaje mayor
de grasas (ejemplo, dieta B). En los dos casos, ¢l
valor calorico total de la bebida ingerida serd de
unas 500 calorias. A cada persona se le tomarin
medidas de calorimetria indirecta (de 15 mmnutos
de duracion) justo antes de tomar la bebida v a los
30 minutos de la ingesta de la preparacion. Se va-
lorard v discutira el resultado obtenido para ¢l co-
ciente respiratorio (Tabla P20-2).

Protocolo

1. Los voluntarios serin previamente informados
de las condiciones en que nenen que acudir a
la prictica:

* estar en reposo tanto mental como fisico (no
venir andando ni subir escaleras),

* |a habitacion debe estar a una temperarura
ambiental de aproximadamente 22 °C,

* realizar la medicion en posicion honzontal y
vestido con ropa ligera.

Tabla P20-2.

Hidratos

de carbono BO% 15%
Grasa 2% &7%
Proteina 18% 18%
Energia total 500 keal 500 keal

It

. Justo antes del experimento, los voluntarios
tendran un periodo de 15-20 minutos de re-
poso gue servira como periodo de adaptacion
al calorimetro.

3. Las mediciones de intercambio respiratorio
se determinaran por medio de un calorime-
tro indirecto informatizado de circuito abier-
to {Deltatrac, Datex-Ohmeda, Finlandia o
similar}).

4. El intercambio respiratorio se medira de forma
continua durante 15 minutos. El aparato de-
sestima por defecto la medida de los primeros
5 mmutos por el nesgo de hiperventilacion. La
media de los restantes 10 minutos es la usada
para los calculos.

§. Antes de empezar hav que dejar calentar el
calorimetro al menos durante 30 minutos.

6. Se debe comprobar el rango de flujo dependi-
endo del peso del voluntario, Para personas
entre 20 v 120 kg es de 40 L/min; para may-
ores de 120 kg, de 80 L/min.

7. El modo de medicion es el de “canopia con
aire atmostérico™,

8. Se debe realizar cada dia una calibracion au-
tomatica con una mezcla de gases de referen-
cia (95% O, 3% CO,).

9. Se cubrira la cabeza del voluntario con una

canopia (escafandra) transparente conectada

por un circuito ventilado con el analizador de

Entrada de la camara de mezcla
. Manguera de aire expirada
. Canopia
. Entrada del generador de Hujo
. Manguera de aire a inspirar
. Entrada de aire en la canopia
. 5alida de mire de |a canopia
. Faldon de plastico

O =3 0= U P L) Pl —=

Figura P21-3. Elementos del equipo de calorimetria
indirecta.
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sistema, La boca del paciente estard junto a
la salida de la canoma.

10. El faldon de la canopia se debe meter bajo la
almohada para evitar la entrada de aire,
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breakfasts varying i glveemic index and glyvcemic
load on dictary induced thermogenesis and respira-
tory quoticnt. Nutr Metab Cardiovase Dis 14 (Epub
Ahcad of print).

Caso 1:

* Volumen de oxigeno (mL O /min) =
* Volumen de CO, (ml. CO,/min) =

* Coclente respiratorio =

Caso 2:

Volumen de oxigeno (mL O /min) =
Volumen de CO, (mL CO /min) =
Cociente respiratorio =

Comentar los cambios observados en el cociente respiratorio como consecuencia del ejercicio fisico y

de la ingesta de alimentos ricos en grasas o hidratos de carbono.

guientes situaciones:

Diabetes mellitus npo 2, sin medicacion.
Alcoholismo cronico.

Ayuno prolongado.

COMENTARIOS

Comentar los cambios en el cociente respiratono que se Pl]t?dﬂl'l Originar como Consecuencia de las si-




SECCION 2

Evaluacion del estado nutricional

21. Valoracion del peso, la talla y concentracion de creatinina en
oring

22, Evaluacion del crecimiento en la infancia y la adolescencia

23. Composicion corporal

24. Intolerancia a hidratos de carbono

25. Evaluacion de alteraciones del metabolismo lipidico

26. Determinacion de la albumina, transtiretina, transferrina y
proteina transportadora del retinol [RBP) como indices del
metabolismo proteico

27. Biodisponibilidad de minerales

28, Actividad glutation reductasa eritrocitaria como indicador en
estados de deficiencia en vitamina B,

29. Determinacion de la vitamina B,

30. Valoracion del estado nutricional en humanos a traves de hio-
marcadores inmunologicos

31. Evaluacion bioguimica del estado nutritive con métodos de
diagnostico rapido




PRACTICA 21

Valoracion del peso, la talla
y concentracion de creatinina en orina

L.Abete Goni, P. Lopez-Legarrea v R. de la Iglesia Gonzilez

INTRODUCCION

El estado nutricional refleja en cada momento
si la ingestion, la absorcion v la utilizacion de los
nutrientes son adecuadas a las necesidades del or-
ganismo, Su evaluacion debe formar parte del
examen rutinario de la persona sana y es un as-
pecto importante de la exploracion clinica del pa-
ciente enfermo. Para que la valoracion sea com-
pleta debe incluir los siguientes aspectos:

* Anamnesis.

* Exploracion fisica.

¢ Estudio antropomeétrico.
* Parametros bioquimicos,

Una vez obtenidos los valores anteriores, exis-
ten diversos indices y ecuaciones que los relacio-
nan para conocer el estado nutricional del sujeto,
como el Indice de excrecion de creatinina o Indice
creatinina-altura.

La excrecion urinaria de creatinina se ha uti-
lizado histéricamente para la emision de juicios
sobre el estado nutricional de un paciente, la con-
servacion de la masa magra y muscular, v la reali-
zacion de estudios de composicion corporal.

OBJETIVO

El objetivo de la practica consiste en deter-
minar el estado nutricional de un individuo a
partir de la valoracion del peso, la talla y el in-
dice de excrecion de creatinina en orina con el
fin de detectar posibles problemas de malnutri-
cion y poner en marcha las medidas adecuadas
para solucionarlos.

PROCEDIMIENTO
Fundamento

El peso es un indicador global de la masa cor
poral. Es uno de los datos antropomeétricos de
mavor utilidad para valorar el estado de nutricion
v refleja alteraciones recientes del mismo,

La altura o talla es el parametro fundamental
para enjuiciar el crecimiento en longitud, pero es
menos sensible que el peso a las deficiencias nu-
tricionales, por eso solo se afecta en las carencias
prolongadas. En nuestro medio, la talla aislada-
mente tiene muy poco valor para evaluar el estado
nutricional, en cambio es extraordinariamente util
combinada con otros datos antropométricos.,

La creatinina es el producto final del meta-
bolismo de la creatina, molécula energética de
sintesis hepatica que se encuentra en los miscu-
los. Se produce a una velocidad constante como
parte de la actividad muscular diaria. Es excre-
tada por la orina v estd relacionada con la masa
muscular. A saturacion en medio alcalino la crea-
tinina reacciona con el acido picrico (reaccion de
Jaffé), formando un complejo rojizo, cuyva absor
bancia es proporcional a la concentracion inicial
de creatinina.

Material y equipos
Equipos

¢ Tallimetro.
* Bascula.
L]
L]

Calculadora.
Espectrofotometro.
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Reactivos

* Patron de creatinma (10 pg/ml.).
¢ Picrato alcalino (acido picrico en NaOH),

Protocolo

1. Las medidas de peso corporal v estatura sufren
variaciones a lo largo del dia, por lo que es de-
seable realizarlas a primera hora de la manana:

— Peso: medida en la bdscula, con el sujeto des-
calzo, en ropa mterior y sin adornos perso-
nales, situado de pie en el centro de la plata-
forma distribuyendo el peso por igual en
ambas piernas, sin que el cuerpo esté en con-
tacto con nada que haya alrededor y con los
brazos colgando libremente a ambos lados.

— Talla; medida en el tallimetro, con el sujeto
descalzo, guardando la posicion de atencion
antropométrica: de pie, mirando al frente,
con los brazos relajados y los talones, gli-
teos, espalda v region occipital en contacto
con el plano vertical del tallimetro,

[ E¥]

. La determinacion de creatinina debe hacerse de
la torma siguiente;

— Se diluye la orina Altrada: 1:30 con agua des-
tilada.

— Se preparan por duplicado los siguientes
tubos (Tabla P21-1).

- Se anade 1 mL de picrato alcalino a todos
los tubos, se dejan reposar durante 30 minu-
tos v se leen sus absorbancias a 500 nm.

~ Setraza la recta patron en papel milimetrado
y se calcula la concentracion de creatinina en
la onna (en mg/ml.) teniendo en cuenta las
diluciones realizadas.

= Conociendo la canndad de orna eliminada
por el paciente en 24 h v su peso corporal,
se calcula la excrecion total de creatimina por

dia (en mg/kg/d).

Calculos

Indice de excrecion de creatinina [IEC)
o Indice creatinina-altura (ICA)

Dado que la altura no se atecta por la desnu-
tricion, otro indicador unl de la masa muscular es
el IEC o ICA. Es la relacion entre la excrecion de
creatinina de un sujeto enfermo v la que rendria
s1 estuviese sano.

Creatinina eliminada en 24 h

IECoICA = x 100

Creatimina deal o teorica en 24 b

Interpretacion del resultado:

100-80%, Nutricion normal,

* 80-60%  Malnutricion leve/deplecion proteica
leve.

* 60-40% Malnutricion moderada/deplecion
proteica moderada,

* <40%  Malnutricion severa/deplecion pro-

teica severa.

Calculo de la excrecion ideal de creatinina

Sabiendo que los valores normales de excreaon
de creatinina en personas sanas, con un estado nu-
tricional normal ¥ una funcion renal correcta son:

* 13 mg/kg/d para el hombre.
* |8 mg/keg/d para la mujer.

Tabla P21-1. ESQUEMA DE DISTRIBUCION DE LOS PATRONES
Y MUESTRAS CON PROBLEMAS DE ORINA

Blanco - 7
Patron | 1 - [
Patron I 2 - a
Patron [l 3 - 4
Problema - 1 (i
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La excrecion de crearinina ideal se calcula mul-
tuplicando la excrecion diara {en mujer u hombre
sano) por el peso ideal del sujeto (kg).

Para el calculo del peso ideal (PI) se puede re-
currir a diversas formulas:

Brocca: Pl = A - 100 (A = altura en cm).
No establece diferencias por edad, complexion m
SEX0.
A-150
Lorenz: Pl = A - 100 - B
4 K

K: Hombres = 4 y Mujeres = 2,5.
A: altura en cm. F = edad en afos.

E-20

Metropolitan Life Insurance Company:
Pl=50+0,75 (A-150). A = altura en cm

Tampoco establece diferencias por edad.

Cailenlo de la excrecion tedrica de creatining

A partir de la tabla P21-2 se puede estimar ¢l
valor teorico de creatinina urinaria, en funcion del
sexo ¥ la ralla.

Calculo de la masa muscular y masa
magra corporal ([MMC]

En el sujeto sano la excrecion urinana de crea-
tinina se correlaciona con la masa muscular v la
masa magra. Con el valor de creatinina total ex-
cretada en 24 h se puede calcular la masa muscu-
lar del paciente, sabiendo que en condiciones
normales se excretan 50 mg de creatinina/kg de
musculo/dia.

También se puede obtener su masa magra o
masa libre de grasa aplicando la formula:

MMC = 21,0 + 21,5 (g creatinina orina 24 h)

Tabla P21-2. VALORES ESTANDAR DE EXCRECION DE CREATININA EN ORINA (24 HORAS)
SEGUN LA TALLA EN HOMBRES Y MUJERES

157.5 1.288
160.0 1.325
162,6 1.359
165,1 1.386
167.6 1.426
170,2 1.467
1727 1.513
1753 1.555
177.8 1.596
180,3 1.642
1829 1.691
1854 1.739
188,0 1.785
190,5 1.831
193.0 1.8%1

1478 830
1499 851
1524 900
1549 308
1575 925
160.0 949
162.6 977
1651 1.0046
1676 1.044
170,2 1.076
1727 1.109
1753 1141
1778 1174
180,3 1.206
1829 1.240

Madificade de Herndndez M, Sastre A, Tratado de NMutricidn, Diaz de Santos, Madrid, 199%.
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Peso [kgl Real
|deal
Talla [em]
Determinacion Concentracidn de creatinina

de la creatinina en orina [mg/mL]

Excrecion total de creatinina
por dia Img|

IEC (%)
Estado de nutricion [segun IEC)
Masa muscular [kgl

Masa magra corporal [kgl

COMENTARIOS




PRACTICA 22

Evaluacion del crecimiento
en la infancia y la adolescencia

I. Diez Lopez, I. Labayen Goni y V. M. Rodriguez Rivera

INTRODUCCION

El crecimiento consiste en un aumento de la
masa corporal que se acompana de procesos ma-
durativos y de cambios morfalogicos que se pro-
longa hasta el final de la adolescencia, pero cuva
velocidad o ritmo varia a lo largo del tiempo.

Asi, se considera como etapa de crecimiento
ripido aquélla que incluye el periodo de lactancia
v la edad maternal; la etapa de crecimiento estable
que incluve la edad preescolar v escolar; v final-
mente la de crecimiento acelerado, que corres-
ponde a la adolescencia.

La evaluacién del estado nutricional debe for-
mar parte del examen rutinario del lactante y de
los nifios sanos y es una parte importante de la ex-
ploracién clinica del nino enfermo. Es preciso
aclarar que un estado nutritivo deficiente puede
ser la causa o la consecuencia de enfermedad.

La antropometria se basa en la recogida v va-
loracion de medidas corporales del nine que per-
mite valorar la evolucion del mfio mediante el
seguimiento de los cambios que van apareciendo
a lo largo de los meses o anos. La evaluacion del
crecimiento v del estado nutricional debe ser un
procedimiento dinamico que considere especial-
mente datos longitudinales, que puedan compa-
rarse con valores de reterencia fiables.

Las curvas y tablas de crecimiento que mas se
utilizan en la poblacion espanola son las elaboradas
por la Fundacion Faustine Orbegozo (Sobradillo v
cols., 2004), las de Carrascosa v colaboradores
(2008) v las de la OMS (1986, 1987). El valor
medio es el percentil 50 (P, ), es decir, que la mitad
de los mifios tiene un valor superior a la cifra que
estamos obteniendo al medir el parimetro antro-
pometrico (peso, talla, etc.) v la otra mitad tiene un

valor inferior. A través del parametro estadistico
“desviacion estandar™ se obtienen el resto de los
percentiles (P, P Poy P P ¥ PL

De este modo, un percentil 25 para un para-
metro antropométrico concreto {por ejemplo, una
talla de 73 cm en un nifo de 12 meses) significa
que, de toda la poblacion, el 25% mide menos
que ese nino (son los valores a la izquierda o infe-
riores del P, en la curva de Gauss y, por tanto, el
75% tiene mas altura {son los valores a la derecha
o superiores del P, en la curva de Gauss). Por el
contrario, un P, (por ejemplo, una talla de 78,5
cm en un nino de 12 meses) indica que ¢l 90% de
la poblacion esta por debajo de esa altura v sola-
mente un 10% de la poblacion estudiada era mas
alta que ese nino.

La normalidad viene expresada como aquellos
valores que permanecen entre P_ y P, (de forma
puntual) o come la ausencia de ganancia o pér-
dida de 1 o mas carriles si es una sucesion de me-

didas.

OBJETIVOS

Los objetivos de la presente practica son eva-
luar el crecimiento y el estado nutricional de un
lactante, de un nino en edad escolar v de un ado-
lescente.

PROCEDIMIENTO
Fundamento

Como se ha dicho previamente, la evaluacion
practica del crecimiento v del estado nutricional
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consisten en comparar los datos de cada nifio en
cuestion con datos existentes de una poblacion in-
fantil ¥ con los datos previos del propio mifio, y en
hacer una interpretacion de los mismos. Para ello
recogemos a continuacion algunos de los datos
antropometricos ¢ indices denvados mas estudia-
dos ¥ sus interpretaciones correspondientes.

¢ Peso: se emplea para el cilculo de indices deni-
vados,

¢ Peso con respecto a la edad: se evalua con las
curvas de percentiles (de 0 a 3 anos, pigs. 234
y 235; de 2 a 18 anos, pags. 237 y 238) o con
los valores de media v desviacion estandar (de
0 a 3 anos, pag. 236; de 2 a 18 anos, pag. 243).

* Longitud o talla: se emplea para el caleulo de
indices derivados.

e Talla respecto a la edad: se evalia con las cur-
vas de percentiles (de (0 a 3 afos, pigs. 234 y
235; de 2 a 18 anos, pags. 239 v 240} o con los
valores de la media v la desviacion estandar (de
(0 a 3 aios, pag. 236; de 2 a 18 anos, pag. 243).

* Indice de masa corporal: IMC = Peso (kg)talla
(m}%. Se evaltia con las curvas de percentiles
(pdgs. 241 v 242) o con los valores de media v
desviacion estandar (pag. 244).

* Indice nutricional: IN = [(Peso actual (kg)/Talla
actual (m)J(P, Peso (kg)/P,, Talla {m))] x 100.
Se interpreta de acuerdo con los siguientes cn-
terios: > 120% = obesidad; 110-120%, = sobre-
peso; 90-110% = normalidad; 90-85% = des-

nutricion leve; 85-75% = desnutricion moderada;

< 75% = desnutnicion severa.

¢ Puntuacion tipica o valor Z-score= [(dato - P
del grupo patron)/desviacion estindar]. Des-
cribe el nimero o fraccion de desviaciones es-
tandar por las que un sujeto se separa de la
media.

* Prediccion de la talla final: uno de los mérodos
empleados se basa en que la talla final depende
en gran parte de factores hereditarios (Hernan-
dez Rr.u.irigu-:-.r.. 1994):

Chicos: TF
Chicas: TH = |n‘"

Vil e |||.|u1| ¥

s Tm.}n:l + 13”1
)= 13]2

Debido a la variabilidad individual en la edad
de micio de la pubertad, para valorar el estado nu-
tritivo del adolescente no es suficiente con conocer
st edad real (edad cronologica), sino que es nece-
sario conocer su edad bioldgica, que es la que se
corresponde con su estado de desarrollo, Para co-
nocer la edad biologica de un individuo puede em-

plearse el estudio del grado de desarrollo de sus
genihlﬁ a través de la clasificacion de Tanner (ta-

blas pag. 245).

Material y equipos

Equipos

Bascula infanul.
Bascula con tallimetro.
Cinta métrica inelasnca.
Lipocalibre.

Material

* Curvas, nomogramas y tablas de referencia (Ca-
rrascosa y col., 2008; Sobradillo y col., 2004,
OMS, 1986-1987).

Protocolo

1. Para la evaluacion del crecimiento es necesario
obtener un histdrico con los datos de los que
se ha hablado en el apartado “Fundamento”
anterior: génera, edad (meses o anos), talla (cm),
peso (kg). Puede representarse en una tabla
como la sigmente:

2 4 6 8

Edad (meses) 0 1 10 12 14

Talla (cm)
Peso (kg)

[t

. En el caso de adolescentes se ha de emplear
la edad biologica en lugar de la cronologica
en todas las interpretaciones (talla, peso e
IMC con respecto a edad), determinando el
estadio puberal de acuerdo a los criternios de
Tanner.

3. Por otra parte, para el cilculo de la talla tinal

prevista de acuerdo a factores genéticos se de-

beran conocer la ralla de cada uno de los pro-
genitores.

Calculos

Se introducen los datos correspondientes en
los nomogramas v se realiza la representacion gra-
fica de crecimiento uniendo los puntos.
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Se ha de calcular el Z-score, para cada varia-
ble reniendo en cuenta edad y sexo.
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Edad biologica (anos):

Evaluacion de la talla:
Evaluacion del peso:
Evaluacion del peso respecto a la talla;

Diagndostico

Grado de desarrollo (adelantado, adecuado o retardado):

e Talla final prevista segin factores hereditarios (cm):

COMENTARIOS
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CURVAS Y TABLAS DE CRECIMIENTO

ANEXO 1
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CURVAS Y TABLAS DE CRECIMIENTO
ANEXO 2.
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ANEXO0 3
- -
Nifios de 0 a 3 afos
Valores de talla (cm) l Valores de peso (kg)
expresados como Media y expresados como Media y
Desviacién Estandar (DE) Desviacién Esténdar (DE)
> Talla () P> Peso ()
Edad N Media DE Edad Ne Media 0F
& MEsas BN MEses
0 974 50,02 1,82 0 2974 3,31 043
3 233 61,06 31,05 L PLL] 6,25 0,90
6 214 67,57 2,62 6 214 8,10 1,09
9 213 72,61 2483 9 213 8,52 1%
12 1655 75,88 281 12 169 10,57 1,12
| 166 19,66 2,80 15 166 11,22 140
18 149 82,64 313 8 149 12,08 1,45
2] 153 85,61 300 21 1535 12,59 1,54
24 182 8821 2,83 24 182 12,90 1,42
30 263 92,29 3,10 30 263 14,14 160
36 508 47,09 3,23 35 508 15,40 2,00
-
Nifias de 0 a 3 aiios
h
Valores de talla (cm) Valores de peso (kg)
expresados como Media y expresados como Media y
Desviacion Estdndar (DE) Desviacion Estandar (DE)
D’ Talla () ’ Peso (x5
Edad Ne Media DE Edad Ne Media 0t
BN meses BN MESES
0 2822 4943 1,73 0 2822 3,18 041
3 233 59,06 2,81 3 233 5,64 0,80
6 205 6560 265 6 205 740 092
9 =T 10,26 275 g 1 871 1,15
12 175 74,27 247 12 175 9,73 1,08
15 138 7157 167 15 138 10,32 1,14
18 125 BO91 2,85 18 125 11,12 1.30
21 106 8393 108 21 106 11,82 1.31
24 14 86,715 2,96 24 114 12,49 1,40
3 153 1,11 3,23 30 195 15,61 1.52
36 474 95,57 379 36 474 14,55 1,68

Fuente: WHO
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ANEXO 4
CHICOS: 2 a 18 anos E. Transversal
PESO === Longitudinal
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ANEXO0 5

CHICAS: 2 a 18 anos
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=== E. Longitudinal
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ANEXO 6

CHICOS: 2 a 1B afios
TALLA

E. Transversal
88 E. Longitudinal
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ANEXOD 7
CHICAS: 2 a 18 anos ___E. Transversal
TALLA === E. Longitudinal
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ANEXO 8
CHICDS: 0 a 18 anos
IMC E. Transversal
#88 E. Longitudinal
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ANEXO 9

CHICAS: 0 a 18 anos E. Transversal

IMC === £ Longitudinal
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ANEXO 10

TRANSVERSAL CHICOS TRANSVERSAL CHICAS

Nc 6B 8% RTS8 25 34 39 0% Moo @ 62 RS 17 2% 36 390N
3m 54 MM BT AN 477 ED TE 0T Im 5430 594 6419 283 435 570 708 oM
Em M I NS 241 621 TM A O fm 64T BM TOL 2B iM T@ B 0m
Em  BTO7 TEDR TTMO 257 T &3 143 1M Om G563 T0® T556 284 6T2 GE0 W3 192
Ta 00 TS MOTA 285 817 1030 128 113 1a GO09 T438 TAT 281  7S8 974 1188 115
156 TETE B235 6794 297 958 1212 M5 135 15a 7543 BL00 8693 306 BB 1130 1380 1.3
ga  BYBE BEOS W21 328 1054 1295 1536 128 2a BOM5 BE3E W2 314 005 1255 1515 138
258 BEAE D183 9721 286 1019 142 'EB4 150 Z5a BB 9173 9864 366 1064 1375 1687 166
3a 054 0534 10214 308 1208 1489 17A2 156 ia B9OT 9581 10064 310 1219 1491 1782 1M
ISa S0 9935 10762 440 1102 163 266 283 J5a 0075 OASD 10825 412 1148 1536 1925 207
ia B702 10520 11355 43% 1321 1804 2288 257 4a  OTODE 10393 11078 365 1344 1715 2088 197
d%a  DOOG 10747 11488 388 1487 1860 RS2 203 453 9678 10605 11533 433 1268 1801 2334 284
Sa. 10288 11086 11884 424 1281 1987 2593 322 Bafh, 101,70 10887 11825 440 1423 1957 2401 284
BGa 10605 11475 12344 462 1445 2150 2855 375 E5a 10568 11347 12125 414 1553 2049 2544 283
fa 107AT 11706 12624 488 1655 2234 2013 Q8 fia. 10841 11699 12557 456 1510 2166 2822 140
£5a 11084 12004 12983 505 1688 2383 3080 AT G8a 11028 11973 12918 502 1861 23487 31,13 .86
Ta 11484 12401 130,19 488 1085 2580 N4 AN Ta. 11478 12260 13060 420 1768 2494 220 188
TEa. 11604 12657 13701 555 1844 2727 3610 460 THa 11348 12461 13573 591 1602 2667 4 508
Ba 11656 12884 1071 631 1850 228 3BOT 520 Ba 11858 12921 13985 585 1880 2936 3983 557
B58 12154 13208 4263 561 2026 3087 4167 568 BSa 12011 13079 14147 558 2027 2871 315 502
Ga 12253 13008 4543 609 2104 3052 600 843 Ba 12317 134T 626 61 2139 3273 W07 603
G52 127680 13877 14804 584 2312 B 4885 708 95a 12722 13682 t4642 510 2208 3286 L84 5T
102 127758 WO05 15241 658 2228 0605 B3 TR 0a 12733 13873 1504 606 243 X1 4788 626
1052 13024 14207 15300 628 2130 3885 55%7 83 1052 13283 w445 15587 692 2450 3890 53 TH
Ma 13256 14417 15578 617 2500 3058 18 775 Ma 13446 1613 15779 620 2815 410 54 AM
f15a 13520 14740 15968 648 2728 4151 5500 TR M52 13752 WA 16238 65 M7 @ 54 752
f2a 13713 150,10 16307 650 2688 M5 220 29 12 12004 15225 16545 700 204 4400 5778 731
1750 14001 15305 167900 T42 2109 EE OB T 1252 13086 15340 16654 720 2030 4486 6160 4Ba
13a 13872 15687 14D 092 D B8R R I8 134 14499 15674 16850 625 3131 &1 6511 845
1350 14548 16097 1TEAS 823 3040 53T TAN2 1058 1752 MGG 15013 17161 654 3698 5213 6732 A.08
fda  14EST 16413 1TES0 B22 3646 5596 TS5 10 Wa W27 6103 1TT2TE 625 T RN X 78
WM5a 14621 15504 18086 B4t 356 5795 BOT 12N 152 151,13 16235 17358 537 37909 5404 7030 859
15a 15316 16870 8447 831 3TAO 59T BIG3 1165 156 14543 16100 17257 615 5T 5529 TADN 42
1554 15782 17054 183068 62 4547 6536 BS524 1057 1552 151,74 16228 17282 560 4001 5460 GR4E 733
16a 16050 17208 18547 664 4274 408 BT 1R 16a 14988 161588 17340 628 4000 ST 7458 406
165a 15302 17532 187682 654 4602 6827 6OS3 1183 165 15097 16214 17302 626 4401 5662 BOM4 6T0
iTa 16222 17604 18967 735 4950 TO76 8200 1,30 174 15190 16256 17321 567 4041 5635 7229 BAT
iT5a 15336 17660 19003 TOD 5025 6825 8825 1010 IToa 15218 1634 17301 578 4254 5616 7378 830
18a. 16556 17627 18608 560 5287 7106 BOBE 088 18a, 15223 16383 17542 BI7 4386 5757 7148 740
* Manores de 3 anos * Menoreas de 3 afios

A partir de 3 afos ** A partir de 3 ahos

Fuente: Curvas y Tablas de Crecimiento. Fundacidn Faustino Orbegezo lzaguirre, Bithao.
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ANEXO 11
Indice de masa corporal Indice de masa corporal
Peso/ Talla® (Kg. /m.”) Peso/ Talla® (Kg. /m.?)
P3 PSO0O PB5 P95 P97 DS P3 P50 PB5 P95 P97 DS
11,30 13.00 1394 1450 1471 091 1068 1284 1403 1473 1500 1,16
14,00 16,67 18,14 19,01 1933 1.42 13,68 1620 17,59 1840 18,72 1,34
1448 17,52 19,20 20,19 20,56 1,62 1446 1703 1845 1928 1960 137
15,15 17,92 19,44 20,34 2068 147 1496 1766 19,15 20,03 20,36 1,44

14,81 18,12 1988 20893 2133 1,71 1422 1762 1950 2060 2102 181
1490 17,85 1948 2043 2081 157 1445 1713 1861 1948 1982 143
14,79 16,71 17,70 1839 1864 1,02 1461 1679 17,99 1870 1898 1,16

1432 16,59 1783 1856 1885 1,20 1391 1630 1762 18,39 1888 127
1389 16,12 1735 1808 1836 1,19 14,19 1628 17,43 18,11 1837 1.1
13,01 1646 1836 1947 19982 183 1312 15,79 17,26 18,13 18,46 1,42
13,48 16,22 17,73 1862 1896 1,46 1325 1585 17,29 18,14 1846 1,39
13,73 16,16 17,50 18,28 18,60 1,29 1279 1584 1768 18,70 1910 168
1268 16,19 18,12 1925 19,70 186 13,11 16,12 17.78 18,75 19,12 160
1253 16,26 18,31 1952 19,99 108 1266 1590 17,68 1873 19,14 1,72
12683 16,23 18,04 1811 18,58 1,756 1227 1575 17,67 18,79 19,24 185
1296 16,37 18,26 19,356 18,77 1,81 12,83 16,66 18,60 19,81 20,27 1,88
13,66 16,68 1835 1933 19,70 1,61 1277 1651 1856 18,77 2024 198
12,85 16,87 19,24 2057 21,08 2,19 1238 17,07 1966 21,18 21,77 2,50
1262 1696 1935 20,76 2130 231 1287 1748 20,02 2151 22,09 245
1292 1769 2032 21,87 2247 254 1330 1732 1954 2084 2133 2,14
13,50 18,54 21,32 22,95 23,50 2,68 1381 1791 2017 2150 22,00 2,18
13,82 18,77 21,50 23,10 23,72 2,63 1251 17,51 2027 2189 2250 266
13,08 1834 21,24 2285 2361 280 1424 1867 21,12 2255 23,11 236
1250 19,08 22,70 2482 2565 3,49 13,17 1857 21,54 2329 2397 2,87
13,71 18,93 21,80 2349 2414 2,77 13,70 1923 2228 24,07 24,76 294
1388 1904 2189 2356 2421 275 1407 18,71 21,27 2277 2335 247
1365 1964 2295 2489 2564 3,19 1430 1891 21,45 2294 2351 245
1489 1971 2236 2392 2453 256 13,61 1902 2199 23,74 2442 287
1465 1998 22892 2465 2531 284 1471 1996 2285 2455 2521 2,79
1450 2032 2352 2540 26,14 3,09 1546 2055 23,35 2499 2564 2,70
15,22 20,67 2366 2542 26,11 289 15,08 20,15 22,94 2458 2522 2,69
1476 21,12 2462 2668 2748 338 1496 20,52 23,59 2539 26,09 2,96
1546 20,89 2388 2564 2632 289 1535 2129 2456 2649 2724 3,16
16,51 2233 2553 2741 28,14 3,09 16,32 20,75 23,19 2462 25,18 2,35
1484 2168 2539 2757 2842 358 1718 2206 24,74 2632 2694 259
16,17 22,13 2541 2735 28,10 317 16,88 2156 24,14 2566 26,24 249
1644 22,83 2635 2842 2022 340 1591 2132 2430 2606 2673 288
17,63 22,13 2466 26,14 26,72 244 16,06 21,89 25,10 26,99 27,73 3,10

17,08 22,94 26,16 28068 2880 311 16,75 2145 24,04 2556 26,15 2,50

Fuente: Curvas y Tablas de Crecimiento, Fundacién Fausting Orbegozo (zaguirre, Bilbao.
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ANEXO 12

ESTADIOS DE TANNER

Mama 1. Pre-adolescente. Solo existe elevacion del
pezon.

Mama 2. Etapa del botén mamario. Crecimiento de la
glandula, sin sobrepasar la areola, a la cual sole-
varnta.

Mama 3. Hay mayor desarrollo de mamay arecla pero
sin separacion de sus contornos. Se inicia el creci-
miento del pezon.

Mama &. Crecimiento de la areola y del pezan, apare-
ciendo tres contornos.

Mama 5. Mama adulta. Solo es prominente el pezon,
13 areola retirada al contorno general de la mama.

Genital 1. [Pre-adolescentel. Los testiculos, escroto y

pene son casi del mismo tamano y forma que en la
primera infancia.

Genital 2. El escroto y los testiculos aumentan ligera-
mente de tamarnio. La piel del escroto se ha enroje-
cidaoy se ha modificado su textura. En este periodo
el aumento del pene es escaso o no existe,

Genital 3. Testiculos y escroto mas desarrollados que
en el periodo 2. El pene ha aumentado ligeramente,
sobre todo en longitud.

Genital 4. Pene mas agrandado, aumento del diametra
y desarrollo del glande. Los testiculos y el escroto

estan mas desarrollados que en el periodo anterior
y la piel escrotal es mas oscura.

Periodo 5. Los genitales tienen el tamafo y forma de
las del adulto.

TABLAS DE CORRESPONDENCIA ENTRE TANNER Y EDAD BIOLOGICA

Ninas

Mama |

Mama 2

Mama 3

Mama 4, aun sin menarquia
Menarquia

Post menarquia

Ninos

Genitales 1
Genitales 2
Genitales 3
Genitales 4

Genitales 5

< de 10 afios ¥ seis meses
10 anos y seis meses

11 anos

12 afos

12 anos 8 meses

12 afios B.meses, mas el tiempo transcurrido desde
la menarquia

< de 12 anos

12 afos

12 afios y seis meses
13 afos y seis meses

14 afios y 6 meses



Parte Il. Metodologia y aplicaciones

COMENTARIOS




PRACTICA 23

Composicion corporal

M. Hernandez Ruiz de Eguilaz, B. Martinez de Morentin Aldabe,

INTRODUCCION

El estudio de la composicion corporal es un
aspecto muy importante en la valoracion del es-
tado nutricional, ya que la distribucion de la masa
grasa y la masa magra en un individuo puede ayu-
dar a detectar v corregir problemas nutricionales
como la obesidad o la desnutricion. A traves del
estudio de la composicion corporal, se puede juz-
gar y valorar de forma indirecta el efecto de la in-
resta de energia v los diferentes nutrientes, el
crecimiento o la actividad fisica.

Uno de los métodos mas habituales para el es-
tudio de la composicion corporal es la medida de
los pliegues cutineos, que es un método indirecto
de estimacion de la grasa corporal. Uno de los
principales inconvenientes de la medida de plie-
gues cutaneos es la variabilidad de la medida
segun el profesional que la realice, ademas de exis-
tir dificultad para coger grandes pliegues e incluso
la insuficiente apertura del plicometro en algunos
casos. Ademds, este metodo mide dnicamente la
grasa subcutanea y no estima la grasa visceral.

Otros mérodos para medir composicion cor-
poral son la impedancia biceléctrica (BIA) v la ab-
sorciometria dual de rayos X (DEXA), que son
técnicas empleadas fundamentalmente en la pric-
tica clinica vy también en investigacion.

OBJETIVO

El objetivo de la practica es evaluar los resul-
tados obtenidos a través de diferentes métodos de
andlisis de la composicion corporal: pliegues cu-
taneos, impedancia biceléctrica y absorciometria
dual de rayos X.

8. Pérez-Diez, |. A. Martinez Hernandez

PROCEDIMIENTO

Fundamento

La composicion corporal en esta practica se va
a determinar mediante tres métodos, siendo los
dos primeros de uso comun en la pracrica clinica,
mientras que ¢l tercero, la absorciomertria dual de
rayos X, es una medida mds costosa y se utiliza
fundamentalmente en investigacion.

En relacion a la medida de pliegues cutineos,
lo que se pretende es determinar la cantidad de te-
jndo adiposo subcutaneo presente en el organismo.
Los principales pliegues cutaneos se localizan en:

¢ Biceps: situado en la parte anterior del miembro
superior dominante, en el punto medio entre el
acromion y el olécranon, de forma paralela al
eje del brazo.

* Triceps: en el mismo punto que el biceps pero
en la cara posterior del brazo. La medida de este
pliegue es el método mas unlizado como medi-
dor de grasa corporal.

* Subescapular: justo por debajo de la punta de
la escapula, con un eje de 45" respecto de la co-
lumna vertebral.

* Suprailiaco: por encima de la cresta iliaca a
nivel de la linea medio-axilar, formando un in-
gulo de 45" con la linea inguinal media.

La impedancia bioeléctrica es un metodo indi-
recto de valoracion de composicién corporal. En-
contramos su fundamento en el comportamiento
del organismo ante el paso de una corriente al-
terna, a una frecuencia (suele ser 50 kHz) o a va-
rias. Hay que tener en cuenta que la grasa
presenta una elevada resistencia al paso de la co-
rriente, mientras que la masa muscular, por el con-
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trario, ofrece muy poca resistencia. Los equipos
suelen ir acompanados de un software para la ob-
tencion de los valores de masa grasa, masa magra,
masa hibre de grasa ¥ agua roral.

Estos métodos se han desarrollado mucho en
los ulnmos aiios, ya que son aparatos sencillos, no
muy caros v de facil manejo ¥ transporte. Ademais
de los que tienen los electrodos sueltos v se colo-
can en el paciente con autoadhesivos, existen
otros aparatos que incorporan los electrodos en
elementos meralicos y se sujetan con ambas ma-
nos o se disponen en la superficie de una bdscula
donde se colocan los pies.

Este tipo de aparatos pueden ser bipolares o
tetrapolares en funcion del nimero de electrodos
que dispongan.

La absorciometria con ravos X de doble ener-
gia (DEXA) se diseno inicialmente para el estudio
de la masa osea, pero permite valorar de forma
precisa la masa grasa y la masa libre de grasa, irra-
diando muy levemente al individuo durante unos
7 mimutos. Aunque su precio es de varios miles de
euros, su coste se ha reducido en los tltimos anos,
lo que ha permitido que su uso se difunda con ra-
pidez v que la DEXA se haya convertido en una
técnica de referencia,

La DEXA estudia la composicion corporal
desde un punto de vista de tres compartimentos
que se distinguen por sus diferentes capacidades
de arenuacion de los rayos X: masa grasa (MG),
masa osea (MO) v MLG o masa magra; los com-
ponentes Oseo ¥y graso presentan la atenuacion
mas alta ¥y mas baja, respectivamente, mientras
que el componente tisular blando presentaria una
atenuacion intermedia.

Material
® Lipocalibre o compas de pliegues cutineos.

* Bioimpedancia eléctrica bipolar v tetrapolar.
¢ Aparato de absorciometria dual de ravos X

{DEXA).
Protocolo
Pliegues cutaneos

Para su determinacion, en primer lugar debe
localizarse el punto anatémico correspondiente a

cada pliegue ¥ marcarse con un lapiz dermogri-
fico, El medidor debera atrapar firmemente con el
dedo indice ¥ pulgar las dos capas de piel y tepdo
adiposo subcutianeo, manteniendo siempre el pli-
cometro perpendicular al pliegue. Siempre debe
comprobarse que en la toma del pliegue no se ha

atrapado masa muscular, indicando al paciente
que contraiga los misculos de la zona cuando se
ha cogido el pliegue. Una vez comprobado que no
se ha cogido musculo, el paciente debe relajar de
nuevo la musculatura para realizar la toma. El pli-
cometro se aplicard a un centimetro de distancia
de los dedos que toman el pliegue, el cual se man-
tendra atrapado durante toda la toma v la lectura
se¢ realizara cuando el descenso de la aguja del
mismo se enlentece,

Para obtener una medida fiable, debe reali-
zarse por triplicado v posteriormente calcular la
media.

Para la determinacion del porcentaje de grasa
total, se calcula la densidad corporal del orga-
nismo en funcion de la edad v del resultado abte-
nido tras la suma de los cuatro pliegues cutaneos.
La ecuacion de densidad de Durnin v Womersley
(1974} v la ecuacion de Siri (1961) son las mas
utilizadas:

Varones de 17 a 72 anos:
Densidad = 1,1765 — [0,0744 x log (Bl + TR + 5B + 81)]
Densidad = 1,1143 < |0,0618 x log (TR)]

Mujeres de 16 a 68 anos:

Densidad = 1,1567 - [0,0717 x log (Bl + TR + SB + SI)]
Densidad = 1,1278 - [0,0775 x log (TR)]

Bl = bicipital; TR = tricipital; SB = subescapular;
Sl = suprailiaco

Indiiduos de 16 a 50 anos:
% de masa grasa = [{4,95/d) - 4,5] = 100

d = densidad

Impedancia bioceléctrica

La impedancia eléctrica bipolar consiste en
una bascula la cual dispone de los electrodos co-
locados como elementos meralicos en su superfi-
cie. El paciente debe estar descalzo vy colocar cada



pie encima de cada uno de los electrodos. Previa-
mente es necesario introducir el sexo, la comple-
xiom, la edad y la ralla del sujeto a medir v la bas-
cula estima directamente el porcentaje de grasa.

La impedancia eléctrica tetrapolar requiere
que el individuo se cologue en posicion de decu-
bito supino ¥ con los brazos y piernas ligeramente
separados. Se colocan cuatro electrodos, dos re-
ceptores v dos emisores, en la mano y pie dere-
chos. Al igual que en la impedancia bipolar, se
introducen los datos del paciente y el aparato cal-
cula directamente ¢l porcentaje de grasa.

Puede haber diferencias importantes en cuanto
a resultados, dependiendo del npo de aparato que
se utilice para las mediciones. También puede in-
fluir en los resultados el estado de hidratacion del
paciente, asi como la distribucion de la grasa que
tenga ¢l mismo.

Absorciometria dual de rayos X [DEXA)

El equipo de exploracion de DEXA consiste
en una mesa donde el sujeto permanece en decu-
bito supino, con las extremudades colocadas a lo
largo del cuerpo, v que dispone de un brazo movil
en sentido craneocaudal v lateral donde estd si-
tuada la fuente de ravos X que realiza el barnido
del cuerpo v el detector de la radiacion emergente
tras atravesar ¢l organismo. La fuente emite un

PRESENTACION DE RESULTADOS

Practica 23. Compasicion corporal

haz de rayos X de intensidad inicial variable segun
¢l modelo de equipo de DEXA utilizado.
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Medidas antropométricas: peso, talla, IMC v pliegues

Peso lkgl
Altura [m)
IMC [kg/m?]

Pliegue tricipital [mm]

Pliegue bicipital [mm)
Pliegue subescapular [mm]

Pliegue suprailiace [mm]
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Composician corporal segun las mediciones de los pliegues cutaneos

% Masa grasa

% Masa magra

% Agua

Area muscular del brazo

Area adiposa del brazo

Compasicion corporal seguin aparato de bioompedancia (BIA) y aparato de densitometria dual de rayos X

(iDEXA)

Masa grasa (%]

Masa grasa kg

Masa magra (%)

Masa magra (kg

Masa libre de grasa [kgl
Agua total (%]

Agua total (kg)

Cuestionario de valoracion del estado de bidratacion del paciente, previo a la medida de impedancia

* :Ha tomado alcohol en las Gltimas 24 horas?

* ;Ha realizado algin deporte 0 tomado una sauna en las dltimas 12 horas?
¢ :Ha romado café en las dltimas 4 horas?

* :Ha comudo en las altimas 2-3 horas?

* ;Ha tomado importantes cantidades de liquidos en las altimas 2-3 horas?
* ;Ha orinado en los altimos 30 minutos?

COMENTARIOS




PRACTICA 24

Intolerancia a hidratos de carbono

M. C. Mugueta Uriaque ¥ N. Varo Cenarruzabeitia

INTRODUCCION

Los hidratos de carbono se encuentran en la
dieta en forma de mono, di v polisacaridos. A
nivel intestinal s6lo se absorben los monosacari-
dos por lo que ¢l resto debe sufrir procesos diges-
LVOS Previos.

La intolerancia a hidratos de carbono se debe
a la deficiencia de las enzimas hidroliticas del borde
en cepillo del enterocito, a la alteracion del trans-
porte activo de monosacaridos o a su metabolismo
en circulacion. Las causas pueden ser primarias por
anomalia constitucional de las enzimas o secunda-
rias a otras alteraciones intestinales como gastro-

enteritis, enfermedad de Crohn o celiaquia.

OBJETIVO

Se pretenden valorar las principales intoleran-
cias a hidratos de carbono: lactosa, fructosalsor-
bitol y galactosa, basindose en la ingesta del
arucar v determinaciones de distintos parametros
pre v postestimulo en sangre, aliento y onna.

PROCEDIMIENTO
Fundamento

El estudio analitico de la malabsorcion de hi-
dratos de carbono incluve andalisis en diversas
muestras biologicas tras la ingesta del azicar. Las
pruehas de aliento presentan las mejores presta-
ciones analiticas, tanto de sensibilidad como de
especificidad. Se basan en la deteccion del hidro-
geno generado en el colon por la fermentacién

bacteriana de los aziicares no digeridos, va que su-
ponen la umica fuente de hidrogeno en el orgams-
mo. El hidrogeno producido difunde a la sangre v
se elimina por la respiracion, detectandose en ¢l
aliento mediante equipos portatiles con sensores
electroquimicos o equipos de sobremesa basados
en cromatografia de gases.

La lactosa es un disacarido presente en la leche
y sus derivados. La enzima lactasa, localizada en
las celulas epiteliales del intestino delgada, hidro-
liza la lactosa en sus monosacandos constituyen-
tes, glucosa v galactosa, que pasan rapidamente a
sangre.

La mntolerancia se debe al dehicit de lactasa,
por lo que la lactosa no se digiere ¥ continua el
transito intestinal generando una fuerza osmotica
que atrae liguido. Cuando llega al colon, bacterias
de la Hora la fermentan formando acidos v gases,
cOmo hldr“!:;_"ﬂi'i ¥ metano. E"if” F'II'IH'HI...! I”"r sin-
tomas intestinales caracteristicos del cuadro: dolor
abdominal, flatulencia v diarrea. Pero la intole-
rancia también puede producir debilidad, pérdida
de concentracion, dolores de cabeza, alergias e in-
cluso arritmias.

La fructosa es un monosacindo que forma
parte, junto a la glucosa, de la sacarosa o azucar
de mesa. Alimentos como la miel y las trutas tam-
bién son ricos en fructosa. La forma comun de in-
tolerancia a la fructosa se debe a un fallo de la
proteina que la transporta desde el intestino del-
gado hasta la sangre. Al no absorberse, alcanza ¢l
intestino grueso donde, al igual que la lactosa, es
metabolizada por las bacterias de la flora produ-
ciendo dcidos y gases, entre ellos hidrogeno, res-
ponsables de los sintomas intestinales.

El sorbitol es un aztcar presente en zumos v
frutas, v ademas se unliza amphamente como
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edulcorante alimenticio por ser bajo en calorias,
Una vez ingerido se absorbe parcialmente y en cir-
culacion se metaboliza a fructosa. La ingesta con-
junta de sorbitol v fructosa parece potenciar la
malabsorcion de frucrosa.

La g.ﬂ.lﬂu.‘..l es un monosacarido que s¢ In-
giere habitualmente en la dieta, sobre todo en
torma de lactosa. Una vez absorbida en intestino,
la galactosa se transforma en glucosa mediante
tres reacciones enzimaticas, La mtolerancia se
debe al deficir genénico de alguna de las enzimas
que intervienen en su metabolismo, lo que pro-
voca un aumento de la concentracion de galactosa
en sangre vy orina. La galactosa es un azicar re-
ducror por lo que, tras su ingesta, se produce un
resultado positivo en la reaccion de Benedict en
orma, previa confirmacion de que en la muestra
no hay glucosa. Por el contrario, no reacciona con
la glucosa oxidasa, que es una enzima especifica
de la glucosa.

Material y equipos

Muestras

* Sangre, aliento y orina.

Equipos
* Espectrofotometro de absorcion visible - UV,

® Detector de hidrogeno.
* Bano mana.

Material

Intolerancia a la lactosa

® [actosa.
* Agua/agua destilada.

Intolerancia a fructosa y sorbitol

* Frucrosa.

* Sorbitol.
® Agualagua desnlada.

Imtolerancia a la galactosa

* (alactosa,
* Agualagua destilada.

Reactivos
Intolerancia a la lactosa

* Reactivo para determinar glucosa en sangre.
Para preparar el reactivo de trabajo (RT), disol-
ver un vial que contenga las enzimas con otro
que contenga el tampon. Tapar el vial v mezclar
suavemente hasta la completa disolucion. Per-
manece estable durante 1 mesa 4°C o 7 dias a
temperatura ambiente. El calibrador esti listo
para su uso y permanece estable durante 1 mes
en nevera v protegido de la luz.

Intolerancia a la galactosa

® Tiras reactivas para determinar glucosa en
orina.

* D(+) glucosa anhidra.
Para preparar el control positivo, pesar 0,15
gramos de D{+) glucosa anhidra v disolverlos
en 1,5 mL de agua destilada.

* Reactivo de Benedict para determinar azacares
reductores.
Para prepararlo, disolver en caliente 17,3 g de sul-
tato de cobre pentahidratado en 100 mL de agua
destilada. Por otro lado, disolver en caliente 173
g de citrato de sodio v posteriormente 100 g de
carbonato de sodio en 800 mL de agua destilada.
Entriar. Anadir la solucion de cirrato-carbonato,

agitando, a la del sulfaro de cobre. Enrasara 1 L
con agua destlada. Este reactivo permanece es-

table hasta tres anos a temperatura ambiente.

Protocolo

Intolerancia a la lactosa

l. La prueba para confirmar la intolerancia se
basa en la ingesta por via oral de 25 g de lac-
tosa (equivalente a medio litro de leche) disuel-
tos en agua v la toma de muestras de sangre v
aliento antes v después del estimulo, Esta
prueba puede realizarse igualmente en pacien-
tes pediatricos tomando 1 g de lactosa por kg
de peso, hasta un maximo de 25 g. En las
muestras de sangre se determina la concentra-
cion de glucosa v en el aliento la cantidad de
hidrageno, en partes por millon (ppm).
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2. Para la realizacion de la prueba, el paciente
debe permanecer en ayunas v sin fumar; ade-
mas el dia anterior tiene que evitar la ingesta
de alimentos que contengan fructosa, sorbitol,
fibra 0 comida de digestion lenta, va que mo-
difican el valor basal de hidrégeno en el aire
espirado.

. La prueba se inicia cuando el paciente sopla en
el detector de hidrdgeno v se le extrae una
muestra de sangre basal. Tras la ingesta de lac-
tosa se realizan nuevas extracciones de sangre
cada 30 minutos durante 2 horas y mediciones
en el aliento cada 30 minutos durante 3 horas.
Mientras dura la prueba y hasta 8 horas des-
pués, se observa la aparicion de sintomas como

malestar y dolor abdominal.

. Inmediatamente después de cada extraccion de
sangre, se centrifuga la muestra v se separa el
suero,

. Para medir la concentracion de glucosa pre-
sente en cada una de las muestras de suero se
procede de la siguiente manera:

Preparar un tubo de ensavo para el blanco de
reactivo, un tubo para el patron v otro mds

para cada muestra.
Pipetear en cada tubo de ensavo:

Blanco | Patron | Muestra
RT (mL} 1.0 1.0 1,0
Patron (plL) — 10 —
Muestra (pL) - - 10

Mezclar e incubar 10 minutos 2 37 "C o 30 min
a temperatura ambiente.

Leer la absorbancia (A) del patron vy las mues-
tras a una longitud de onda de 505 nm (490-

550, frente al blanco de reactivo. El color es
estable como minimo 30 minutos.,

Intolerancia a la fructosa/sorbitol

1. El estudho de intolerancia a fructosafsorbitol en
los pacientes se realiza mediante un test de hi-
drageno en el que se determinan las ppm de hi-
drogeno en el aire espirado antes y después de
la ingesta conjunta de ambos azucares. Las
condiciones de preparacion del paciente pre-
vias a la prueba son las mismas que en el test
de intolerancia a la lactosa.

2. La prueba se inicia con la toma de una muestra

de aliento. A continuacion el paciente ingiere
25 g de fructosa v 5 g de sorbitol disueltos en
250 mL de agua. Para pacientes pediatricos se
emplean las nusmas cantidades. Tras la ingesta,
se miden las ppm de hidrogeno en el aire espi-
rado cada 30 minutos durante 3 horas.

. Anotar los sintomas gastrointestinales que
pueda sufrir el paciente durante v en las horas
posteriores a la prueba.

Intolerancia a la galactosa

Ante la sospecha de una intolerancia se admi-

nistran al paciente 50 g de galactosa por via oral

y

se recoge la orina que emite durante las dos

haras posteriores a la ingesta. En la muestra de
orina primero se descarta la presencia de glucosa

y

posteriormente se determina la presencia o no

de azucares reductores.

A) Analisis de glucosa en orina:

l.

Introducir una tra reactiva en la muestra de
orina v eliminar el exceso de la misma contra
el borde del recipiente.

2. Comparar el drea reactiva con la escala de co-

lores exactamente 10 s después de haberla
mojado. No hay que tener en cuenta las va-
riaciones posteriores del color,

Principio quimico: es una reaccion enzimatica

doble:

glucosa + 2ZH,0 + O, — acido gluconico + 2H,0,

enzima: glucosa oxidasa

H,0, + o-toluidina — coloracion del morado al azul

enzima: peroxidasa

Este ensavo es especifico para la glucosa. No

se produce reaccion cruzada con lactosa, galac-
tosa ni tructosa.

Para realizar la determinacion de azticares re-

ductores, se prepara un tubo para la muestra y
otro para el control positive. Se procede de la si-
guiente torma:

Muestra | Control {+)
Reactivo de Benedict {ml.) 5 5
Orina problema (mL) 0.4 —
D{+) glucosa anhidra (mL.) — (4

Mezclar v llevar a bano maria con agua his

viendo, durante 3 minutos

Retirar y examinar inmediatamente.
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Calculos
Intolerancia a la lactosa

(A) Muestra x Concentracion patron / (A) Pa-
tron = mmol/L de glucosa en la muestra

Factor de conversion: mmol/L /0,053 = mg/dL
de glucosa

Intolerancia a la galactosa

Valorar de 0 a 4 cruces (+) segun el siguiente
criteno;

Concentracion
.lprn‘.’.’iﬂ‘l.‘bda
Valoracion | de galactosa
Apariencia cualitativa mmal/l
azul - verde sin precipitar i 0-5.5
verde con precipitado amarillo ¥ 16,5
verde oliva o 5§
marron - naranja ik 82,5
rojo ladrillo tEtE LI o mas

PRESENTACION DE RESULTADOS
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Intolerancia a la lactosa

Los resultados de glucosa en sangre ¢ hidrogeno en aliento se presentarian de la siguwiente forma:

mmol glucosall
ppm H,

En presencia de niveles normales de lactasa intestinal, la lactosa sera hidrolizada en galactosa v glu-
cosa, ¥ el mvel de glucosa sanguinea se elevard mas de 1,1 mmol/L (20 mg/dL) por encima del valor
basal, mientras que el hidrégeno en el aire espirado no superara las 20 ppm en ninguno de los puntos
puesto que la lactosa no llegara al intestino grueso,

Hay que tener en cuenta que no existe una correlacion entre el aumento de hidrogeno en el aire es-
pirado y el grado de intolerancia a la lactosa porque se trata de una prueba cualitativa. Como ayuda a
la interpretacion de los resultados se puede incluir un comentario. Si el resultado es positivo anadir: *los
resultados son compatibles con intolerancia a la lactosa™ o “se observa una intolerancia a la lactosa™,
Si el resultado es negativo, ¢l comentario puede ser de este tipo: “los resultados son compatibles con la
normalidad™ o “no se observa intolerancia a la lactosa”.
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Intolerancia a fructosa/sorbutol

Los resultados de hidrogeno en el aire espirado se presentarian de la siguiente forma:

ppm H,

Se confirma la malabsorcion cuando en algin punto de la prueba el nivel de hidrogeno en el aliento
es superior en 10 ppm al valor basal.

Como en ¢l caso anterior, se puede afadir un comentario como ayuda a la interpretacion de los re-
sultados, en este caso "el resultado es companble con una intolerancia a la fructosa/sorbitol™ o “no se
observa intolerancia a la fructosa/sorbirol ™,

Intolerancia a la palactosa

glucosuria: resultado (+) o (=)

color final de reaccion: azul-verde sin precipitar / verde con precipitado amarillo (ver pag. 254, In-
tolerancia a la galactosa, apariencia:) / verde oliva / marron-naranja / rojo ladnllo

valoracion cualitativa; resultado negativo (=) o resultado positivo (+/(++)/(++4+)/(+++4)

concentracion de galactosa aproximada en mmol/L:

Hay que tener en cuenta que un resultado en orina negativo para glucosa y positivo para azicares
reductores, requiere la identificacion de la galactosa mediante técnicas cromatograficas.

COMENTARIOS




PRACTICA 25

Evaluacion de las alteraciones
del metabolismo lipidico

INTRODUCCION

Los lipidos mayoritarios del organismo son los
triglicéridos v el colesterol, que provienen tanto
de la sintesis endogena como de la ingesta de ali-
mentos. Los trighcéridos constituyen mas del 90%
de las grasas que se ingieren normalmente y el
resto estan formadas por colesterol v otros este-
roles, fosfolipidos, vitaminas liposolubles, etc. So-
lamente una cuarta parte del colesterol proviene
de la dieta, mientras que el resto proviene de la
sintesis endogena por diversos tejidos, sobre todo
el higado.

Los trighcéndos son ésteres de dcidos grasos
y glicerol, v el colesterol es un esteroide. Tanto los
triglicéridos como el colesterol son inselubles en
agua v para su transporte plasmatico precisan
estar incluidos en unas estructuras llamadas lipo-
proteinas, Estas son unos complejos esféricos con
una parte interna hidrofobica donde se encuen-
tran el colesterol esterificado v los triglicéridos, v
una parte externa hidrofilica donde se encuentran
los fostolipidos, el colesterol no esterificado v las
proteinas (apolipoprotetnas). Las principales lipo-
proteinas circulantes son:

a) Quilomicrones. Son las lipoproteinas mas gran-
des v contienen sobre todo triglicéridos. Se sin-
tetizan en el intestino tras las comidas, ¥ trans-
portan los lipidos procedentes de la dieta. No
estdn presentes en circulacion en ayunas.

b}

Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL).
Se sintetizan en el higado v su principal funcion
es el transporte de trighceridos endogenos.

¢) Lipoprotemas de densidad intermedia (IDL), Se
forman por el metabolismo de las VLDL en cir-
culacion. Una parte se capta en el higado v otra
se sigue metabolizando a LDL.

A. Gonzalez Hernandez y E. Alegre Martinez

d) Lipoproteinas de baja densidad (LDL). Son las
lipoproteinas mas ricas en colesterol.

e} Lipoproteinas de alta densidad (HDL). Se sin-
retizan en el higado e intestino. Son las de
menor tamano v las mds ricas en proteinas y
tostolipidos.

Las haperlipidemias (elevacion de la concentra-
cion de lipidos en sangre) son una de las anomalias
bioquimicas mas frecuentes en la sociedad occiden-
tal. Su frecuencia y severidad aumenta con la edad
y sus causas pueden ser tanto genéticas como die-
téticas o asociadas a otros procesos patologicos.
Las malas costumbres alimentarias, el consumo ex-
cesivo de alcohol, el tabaguismo v algunos firma-
cos pueden provocar una elevacion de los lipidos.

Fredrickson clasifico las hiperlipidemias feno-
tipicamente en seis tipos, segun la lipoproteina
que esté aumentada en la sangre, pero sin tener en
cuenta la causa. Esta clasificacion fue aceptada
por la OMS v ha sido ampliamente utilizada
{Tabla P25-1).

Es importante la evaluacion v seguimiento de las
hiperlipidemias debido al riesgo de arterioesclerosis
v enfermedad cardiaca que conllevan. Por ello, di-
versas guias clinicas, como el National Cholesterol
Education Program Panel 111, han recomendado re-
alizar estudios del perfil lipidico para estimar el
riesgo cardiovascular global. Estas guias han esta-
blecido unos rangos de referencia de colesterol y tri-
gheéridos plasmaticos que se correlacionan con unos
estados de riesgo cardiovascular (Tabla P25-2).

OBJETIVO

El objetivo de esta practica es valorar el pertil
lipidico de un individue v asociarlo con su riesgo
cardiovascular.
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Tabla P25-1. CLASIFICACION MODIFICADA POR FREDRICKSON DE LAS DISLIPEMIAS

Baja Quilomicrones Triglicéridos [+++] Capa cremosa
la Elevada LOL Colesteral [+++] Claro
llb Elevada LDL Triglicéridos [+] Claro/Turbio
VLOL Colesteral [++4]
I Baja IDL Triglicéridos [++] Turbio
Colesterol [++)
v Elevada VLDOL Triglicéridos (++] Turbio
Colesterol [+]
v Baja Quilomicrones Trigliceridos [+++] Capa cremosa
VLDL Colesterol [++] e inferior turbio

Tabla P25-2. CONCENTRACIONES RECOMENDADAS DE COLESTEROL Y TRIGLICERIDOS (mg/dL)
(MODIFICADO DEL NATIONAL CHOLESTEROL EDUCATION PROGRAM,

ADULT TREATMENT PANEL i1l

Optimo <100 < 150
Cerca de lo optimo < 100-129
Nivel limite 200-239 130-159 150-199
Alto = 240 = 140 =200
PROCEDIMIENTO de los trigliceridos mediante una hidrolisis enzi-
mitica o alcalina para su posterior cuantificacion.
Fundamento En este caso, emplearemos un kit basado en la li-

El aspecto macroscopico de la muestra puede
dar una idea del perfil lipidico del individuo. Asi,
una muestra transparente indica que la lipemia es
normal o bien una hiperlipemia tipo Ila, un incre-
mento de LDL puede ocasionar un color anaran-
jado debido a los carotenos, cuando los trigliceri-
dos tienen una concentracion superior a 300
mg/dL el plasma adquiere un aspecto turbio v, si
la muestra se almacena refrigerada, los quilomi-
Crones aparecen Como una capa cremosa en la
parte superior de la muestra.

Los métodos de determinacion de tmiglicéridos
generalmente se basan en la liberacion del glicerol

beracion del glicerol por la proteina lipasa v su
cuantificacion a través de una serie de reacciones
enzimaticas acopladas. La secuencia de reacciones
es la siguiente:

* Hidrolisis de los trigliceridos por la enzima li-
poproteina lipasa liberandeo glicerol:

Lipasa
Triglicéridos + H, O3 Glicerol + Acidos grasos libres

b} Fostorilacion del glicerol a glicerol-1-fosfato
por la gliceroquinasa usando adenosina-3'-
trifosfato (ATP) que se transforma en ADP:
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Ciliceroquinasa

Glicerol + ATP ——= Glicerol-1-fosfato + ADP

¢ Oxidacion del glicerol-1-fosfato por la _glicuml
fosfato oxidasa a dilidroxiacetona-fostato v el
peroxido de hidrogeno (H,0,)

Cilicerol fosfamo oxdasa
Glicerol-1-fosfato + O, = Dihidroxiacetona-
fostaro + HO,

* Finalmente, la peroxidasa cataliza la reaccion
del H,0, con la 4-aminoantipirina y la N-enl-
N-(3-sulfopropil)-m-anmisidina (ESPA) para pro-
ducir un compuesto coloreado que absorbe a
540 nm:

Persxidasa
H,O, + d-aminoantipirina + ESPA
Compuesto coloreado + 2H O

El incremento de absorbancia a 540 nm es di-
rectamente proporcional a la concentracion de tri-
glicéridos en la muestra.

La cuantificacion de colesterol se realiza habi-
tualmente mediante métodos enzimdricos acopla-
dos, facilmente adaptables a autoanalizadores. Co-
mo aproximadamente 2/3 del colesterol circulante
se encuentra esterificado, la primera reaccion con-
siste en la hidrolisis de los ésteres de colesterol a
colesterol libre por la enzima colesterol esterasa:

Laolesterol csterasa
Ester de colesterol + H,O » Colesterol +
acido graso

Posteriormente, la colesterol oxidasa oxida el
colesterol a colest-en-3-ona liberando H,0..

Coolestorol oxidasa
Colesterol libre + O, » Colest-en-3-ona + H.O,

Finalmente, la peroxidada cataliza la reaccion
del H,0, con 4-aminofenazona y fenol para for-
mar un compuesto coloreado rojo que absorbe a
505 nm. El incremento de absorbancia a 508 nm
es directamente proporcional a la concentracion
de colesterol en la muestra,

Peroxidasa
H,O, + Fenol +
d-aminotenazona

» Colorante quinona +
2H,0

La lipoproteina HDL, a diferencia del resto de
lipoproteinas, carece de la apoproteina apo B. La
separacion de las lipoproteinas, menos densas v
que contienen apo B, se puede realizar mediante
precipitacion con fosfostungtstato v magnesio, De
esta forma, tras la centrifugacién para separar las
lipoproteinas precipitadas, las lipoproteinas HDL
son las unicas que permanecen en el sobrenadan-
te, donde se puede cuantificar el colesterol-HDL
mediante la técnica descrita anteriormente.

El contenido de colesterol-LDL se puede de-
terminar empleando la formula de Friedewald una
vez cuantificadas las concentraciones de trighce-
nidos, colesterol total v colesterol-HDL:

colesterol-LDL = colesteral total -
— (colesterol-HDL + Trighcéndos/§)

Hayv que considerar que a medida que la con-
centracion de triglicéridos incrementa, también lo
hace la mexacutud de la tormula, por lo que no
se puede aplicar la formula de Friedewald para el
cileulo del colesterol-LDL si la concentracion de
trighceridos es mayor de 400 mg/dL (4,6 mmol/L).

Material y equipos
Muestras

¢ 5 ml de sangre de un voluntario extraida en un
tubo sin anticoagulante.

Equipos

* Centrifuga.
® FEspectrofotometro que pueda leer a 540 v 505 nm.
* Bano termostatizado a 37 °C..

Material

* Micropipetas de 10-100 pL v de 100-1.000 pl.
¢ Tubos de ensayo.

* Cubetas de muestra para el espectrototometro.
* Guantes de laboratorio.

Reactivos

Determinacion de trighcéridos

e Kit de determinacion de trigliceridos que con-
tenga: lipasa, ATP, Mg2+, 4-aminoantipirina,
sal sodica de la N-etil-N-(3-sulfopropilj-m-
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anisidina, gliceroquinasa, glicerol fosfato oxi-
dasa v peroxidasa.

* Estindar de glicerol equivalente a 250 mg/dL
de trioleina.

Determnacion del colesterol total

¢ Kit de determinacion de colesterol que contiene:
Mg+, 4-aminofenazona, fenol, colesteroleste-
rasa, colesteroloxidasa y peroxidasa.

¢ Estindar de colesterol.

Determmacion de colesterol en HDI

* Reactivos de precipitacion:

Acido fosforingstico 4,8 g/dL.

Cloruro de magnesio 3 M; disolver 60,9 ¢ de
MgCl, x 6H,0 en 100 mlL de agua destilada.
La solucion precipitante se prepara mezclando
5 partes de dacido fosfotingstico con | parte de
cloruro de magnesio. Fste reactivo es estable 3
semanas a 4 "C,

Reactivo de determinacion de colesteral.
Estindar de colesterol.

Protocolo
Evaluacion del aspecto de la muestra

Extraer a un voluntario § mL de sangre en un
tubo sin anticoagulante. Esperar 15- 20 minutos
para que se produzca la coagulacion v centrifugar
10 minutos a 1.000-1,200 g. Transferir la parte
superior que corresponde al suero a un nuevo
tubo ¥ dejarla reposar roda la noche (16-18 k) en
la nevera a 4 "C. Examinar ¢l tubo cundadosa-
mente bajo una luz intensa con un fondo oscuro.

Determinacion de triglicéridos

1. Marcar 3 tubos como blanco, estandar v muestra,
. Anadir el reactivo a los tubos segiin las especi-
ficaciones del kit elegido.
3. Anadir H,O, estandar y muestra a los respec-
tivos tubos segun las especificaciones del kit
elegido.

(]

4. Incubar los tubos durante el ntempo v a la tempe-
ratura indicados por las especificaciones del kit.

5. Leer en el espectrofotometro y anotar las ab-
sorbancias del blanco (A}, estandar (A,,) ¥
muestra (A ).

Determinacion del colesterol total

. Marcar 3 tubos como blanco, estandar y muestra.

. Anadir el reactivo a los tubos segun las especi-

ficaciones del kit elegido.

3. Anadir H,O, estandar y muestra a los respec-
tivos tubos segun las especificaciones del kit
elegido.

4. Incubar los tubos durante el nempo y a la tem-
peratura segun las especificaciones del kit.

5. Leer en el espectrofotometro v anotar las ab-

sorbancias del blanco (A, ), estindar (A ) ¥

muestra (A

o —

MI-Z:I'

Determinacion de colesterol en HOL

1. Anadir 0,1 mL de reactivo precipitante a | mL

de suero. Mezclar v dejar 10 minutos a tempe-

ratura ambiente.

Centrifugar durante 10 minutos a 1.000-1.200 ¢,

3. Determinar el colesterol en el sobrenadante
mediante el procedimuento que se indica en la
SECCI0N anterior.

!u..r

Calculos
Determinacion de triglicéridos

(A=A

L1

Tnglicéridos (mg/dL) = ————
(A=A,

BT

x Concentracion de
Estandar (mg/dl.)

Conversion: para convertir la concentracion
en mg/dL. a mmol/L se multiplica el resultado por
0,0113.

Determinacion del colesterol total y del
colesterol-HDL

(Aye— Ape)
Colesterol {mg/dL) Pl -l

I:‘:!IIII'I.. = A'Hl. :I

% Concentracion de

Estandar (mg/dL.)
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Conversion: para convertir la concentracion BIBLIOGRAFIA
de mg_:,.l’dl_ a mmol/L se |'|'|1I|t‘l|'i]1|._'.'l el resultado por
0.026. Burtis CA, Ashwood ER, Burns DE (eds.) (2005). Lipids,
Lipoproteins, Apolipoproteins, and Other Cardio-
vascular Risk Factors. Tictz Textbook of Clinical
Chemistry and Molecular Diagnostics. Elsevier

Determinacion de Saunders. 4. ed. St Luis.

colesterol en LDL Kaplan LA, Pesce AJ (2010). Coronary Artery Discasc:
Lipid Merabolism. Clinical Chemistry: Theory,

Colesterol-LDL (mg/dL} = colesterol total Analysis Corrclation. Mosby Elsevier. 5. ed. St. Luis.
(mg/dL) - (colesterol-HDL (mg/dL) + NACB LMPG Committee Members (2009). National

; c Academy of Chinical Biochemistry Laboratory Med-
triglicéridos (mg/dLV3) et s o Laborat fcd

wine Pracuce guidehines: emerging biomarkers for
primary prevenuon of cardiovascular discase. Clin

Chem 535:378-84.

Colesterol-LDL immol/L) = colesterol total Third Report of the National Cholesterol Education
(mmaol/L) = (colesterol-HDI (mmaol/L.) + Program (NCEP) F--‘\'Pfﬁ. Panel on Detection, Eval
triglicéridos (mmol/L)/2,2) wation, and Treatment of High Blood Cholesterol in

Adults (Adult Trcatment Panel D) final report
(20002}, Circolation 106:3143-421,

PRESENTACION DE RESULTADOS

Aspecto de la muestra;

Concentracion de colesterol total:

Concentracion de colesterol-HDL:

Concentracion de colesterol-LDL:

Fenotipo lipidico del individuo segun la tabla P25-1:

Valoracion del niesgo cardiovascular segun el perfil lipidico segun la tabla P25-2:

COMENTARIOS




PRACTICA 26 ’
Determinacion de la albumina,

transtiretina, transferrina y proteina
transportadora del retinol (RBP) como
indices del metabolismo proteico

N. Varo Cenarruzabeitia y M. C. Mugueta Uriagque

INTRODUCCION

Algunas proteinas de ongen hepatico reducen
sus niveles plasmancos cuando la ingesta proteica
es insuficiente v vuelven a su nivel normal una vez
restaurado el aporte. La respuesta de las proteinas
a los cambios dieteticos depende de su vida media.
La albumina, prealbumina, transferrina v proteina
transportadora del retinol se utilizan como mar-
cadores de la deplecion proteica nutricional:

1. La albumina (68,5 kDa) es la proteina mas
abundante del plasma (40-60% del total), Se
sintetiza en el higado en funcion de la ingesta
proteica v de su concentracion en sangre.
Constituye un reservorio de aminoacidos facil-
mente disponibles para las células. Su vida
media es de unos 21 dias por lo que su concen-
tracion no desciende hasta que ocurre una mal-
nutricion prolongada. La determinacion de
albiimina en sangre se uniliza con frecuencia en
el seguimiento del estado nutricional. Una con-
centracion inferior a 30 g/l indica pérdida de
proteina.

[t

. La transterrina es una glicoproteina de 77 kDa
de sintesis hepatica cuva funcion principal es
el transporte de hierro. Debido a que su vida
media es de 8-10 dias, refleja de forma mas tem-
prana que la albimina el deterioro nutricional
y su concentracion plasmaitica correlaciona
bien con cambios rapidos en la deficiencia pro-
teica. Su sintesis hepatica se ve muy afectada
por el suministro de amimoacidos por lo que
puede utilizarse para valorar la respuesta al
aporte nutricional. Sin embargo, otros factores
pueden afectar a su sintesis, entre los gue se en-
cuentran el deficit de hierro, en el cual existe

una induccion pesitiva, al igual que en la
reaccion de fase aguda.

3. De las proteinas con rapido aclaramiento, se

consideran la transtiretina {prealbumina) v la
proteina transportadora del retinol, como las
mas indicativas del estado nutricional. La vi-
da media de la prealbimina es de 2.5 dias. Su
concentracion desciende rapidamente cuando
hay baja ingesta energética, incluso aunque
hava adecuada ingesta proteica. Es un indica-
dor mas sensible que la albumina de la dehi-
ciencia proteica v de la recuperacion con ¢l
tratamiento.
La proteina transportadora de retinol (21 kDa)
tiene una vida media muy corta, de unas 12 ho-
ras. Circula unida de forma equimolecular con
la prealbimina, formando un complejo que es
el tnico transportador especifico de la vitami-
na A (retinol). Disminuye de forma temprana
v rapida en casos de malnutricion, va que su
sintesis es muy sensible al aporte de aminoaci-
dos ¥, sobre todo, cuando hay una restriccion
energética. Debido a su bajo peso molecular se
filtra en el glomérulo v practicamente toda se
reabsorbe en los tibulos. Las enfermedades re-
nales, espectalmente tubulares, v los tratamien-
tos con farmacos nefrotdxicos incrementan su
exCrecion urinaria.

OBJETIVO

El objetivo de esta prictica consiste en deter-
minar los valores plasmaticos de albumina, preal-
bumina, transferrina y proteina fijadora del reti-
nol como marcadores del estado nutricional.
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PROCEDIMIENTO
Fundamento

Existen diferentes métodos de laboratorio pa-
ra cuantificar estas proteinas. Es muy frecuente la
cuantificacion por mérodos inmunogquimicos uti-
lizando antisucros especificos y midiendo los
complejos antigeno-anticuerpo mediante nefelo-
metria, turbidimetria, inmunodifusion radial o
electrommmunodifusion. Por su rapidez v facilidad,
la nefelometria v turbidimetria son los métodos
mas utilizados para la mayoria de proteinas san-
guineas. Ambos métodos miden la luz dispersada.
La nefelometria (nefelo: nube; metria; medida)
permite determinar el nimero y tamano de las
particulas de una suspension midiendo la inten-
sidad de la luz dispersada por las particulas con
un detector en un angulo de 90" con respecto a
la luz incidente. La turbidimerria mide la luz dis-
persada a 180" con respecto a la luz incidente
(Fig. P26-1). Se anaden cantudades variables de
antigeno a cantidades constantes de antisuero es-
pecifico, por lo que se forman complejos mmunes
en suspension, los cuales consiguen dispersar un
haz de luz incidente. El instrumento mide la rela-
cion de intensidad de luz dispersa en relacion con
la intensidad de luz incidente. Las intensidades se
comparan con un estandar de concentracion co-
nocida. La eleccion entre la turbidimetria o nete-
lometria depende de la aplicacion v de la instru-
mentacion disponible, Se pueden hacer técnicas
turbidimétricas con la mavoria de los espectrofo-

tometros, sin embargo, la principal desventaja es
el alto ranio senal-ruido. La nefelometria general-
mente es mas sensible.

Material y equipos
Muestras y/o material biologico

* Suero o plasma humano.

Equipos
¢ Equipo de nefelometria.
¢ Espectrofotometro.

Material

¢ Colorimetria para determinar albumina (kir co-

mercial de Spinreact).
¢ Turbidimerria para cuannticacion de prealbu-

mina (kit comercial de Spinreact).

Reactivos

* Antisueros especificos producidos en conejo
trente a:

Albimina humana.
Prealbamina.

Transferrina.
Proteina transportadora de retinol.

Luz

Figura P26-1. Esque-
ma de la nefelometria

Luz
transmiiinda
R ] —_— .

Detector

TURBIDIMETRIA
1804

Muestra

Detector

4

NEFELOMETRI
0o

y turbidimetria.
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Protocolo
Nefelometria

Aungque se suele considerar el método de refe-

Colorimetria para determinar
albumina

1. Pipetear en tres tubos las cantidades que se in-
dican en la Tabla P26-1.

Tabla P26-1. PROCEDIMIENTO

i T ? Verde de
rencia para la cuantiticacion de la mayoria de las bromigcrasal 1 mbL 1l 1l
proteinas séricas requiere equipos especificos.
Suero o plasma - - SuL
Patron - Sk -

ra de 67 mg/dL. La Tabla P26-2 resume los vo-

l[imenes a emplear.
2. Mezclar v leer la absorbancia (A1) a 340 nm.

ll a i r A 1 w, ] I F - " -
MEEFIW ¢ incubar 10.minutos a temperatura 3. Anadir 50 pL de anticuerpo a todos los tubos.
ambiente. : i .

3. Leer las absorbancias del patron v de las mues- 4. Mezclar y leer la absorbancia (A2] a 340 nm,

tras a 630 nm frente al blanco.

Turbidimetria para cuantificacion
de prealbumina

1. Hacer diluciones seriadas a 1/2 para preparar
una curva de calibracion de 6 puntos disolvien-
do el calibrador de proteinas en suero fisiolo-
gico. La concentracion mas alta de la curva se-

exactamente dos minutos después de haber
anadido el anticuerpo.

Calculos
Colorimetria para determinar albumina

Concentracion albimina (g/dL) = Almuestra)
x S/A(patron)

Tabla P26-2. PROCEDIMIENTO DE CALIBRACION Y MEDIDA

Diluyente 950 uL 750 pL 950 pL 950 pL 950 pl 950 plL 980 pL
Calibrador 10 pL 10 4L 10 uL 10 pL 10 pL 10 uL 2
Muestra - - - - - - 10 pL

Tabla P26-3. VALORES DE REFERENCIA

Albimina 478-724 3.300-5.000 mg/dL g/L x 0,1449 = ymal/L 3.000 mg/dL
Transferrina 22-44 200-400 mg/dL ma/dL x 0,11 = pmol/L 150 mg/dL
Transtiretina 1.7-67 10-40 mg/dL mg/dL x 0,167 = ymal/L 10 mg/dL
Proteina transportadora

del ratinal 7857 3-6'mg/dL mg/dL % 0,95 = umol/L 2 mgldL
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Turbidimetria para cuantificacion BIBLIOGRAFIA

de prealbumina

Clinical nutrition {The Nutrition Socicty Textbook), Ed-
ited by Michae] . Gibney, Marinos Elia, Olle Ljung-
gvist, Julie Dowscrt.

Fuhrman MP, Charney I, Mucller CM (2004). Hepatic
proteins and nutrition assessment. | Am Diet Assoc

Calcular la diferencia de absorbancias (A2-
Al) para cada punto de la curva de calibracian.
Dibujarlo sobre papel milimetrado e interpolar la

(A2-Al) de las muestras en la curva de calibra- 104{8}:1258-64,

cion. ) Johnson AM (2006). Amino acids, peptides, and proteins.
La Tabla P26-3 resume algunos parimetros de Tietz Texthook of Clinical Chemistrey, Carl A. Burtis,

estas proteinas. Edward R. Ashwood, Norbert W, Tictz (eds.).

PRESENTACION DE RESULTADOS

Un varon de 69 anos ingresa para cirugia por obstruccion intestinal por neoplasia de recto, Se cuan-
tifican algunas proteinas para la valoracién de su estado nutricional proteico. Tras la intervencion co-

mienza a administrarse nutricion parenteral (NP) v se valora su estado semanalmente. Habitualmente
pesaba 70 kilos v en el momento del ingreso pesa 59, La Tabla P26-4 recoge los resultados de los analisis

realizados.

Tabla P26-4. RESULTADOS DE LOS ANALISIS DEL PACIENTE

Albdmina [mg/dL] 2.380 2.150 2.400 2.670
Transferrina [mg/dL) 140 120 160 240
Transtiretina [mg/dL] 8,2 5.7 16,2 20,4
Prot trans de retinol [mg/dL] 1,7 1,2 27 4.0
Peso kgl 53 59 82 b4
IRM 71,6 67,7 133 78,6

La malnutricion puede encontrarse en pacientes con cancer, como en este caso. Asimismo, la malnu-
tricion en pacientes hospitalizados es un problema frecuente que muchas veces pasa inadvertido v cons-
tituye un factor de mal prondstico. Un parametro de utilidad calculado es el Indice de riesgo nutricional
(IRN), que evalia la desnutricion en los enfermos v la indicacion de nutricion perioperatoria: IRN =
15,19 x albimina (g/dL) + 41,7 = (peso actual/habitual). Un IRN superior a 100 indica un buen estado
nutricional, mientras que si es inferior a 83,5 indica una desnutricion grave.

El paciente, ya en €l momento del ingreso presenta un estado de malnutricion proteico-calérica re-
flejado en el cambio en el peso, bajo IRN y niveles bajos de todas las proteinas analizadas. Tras la nu-
tricion parenteral hay una buena respuesta que se objetiva por la elevacion ripida y relativamente
marcada de transtiretina v proteina transportadora de retinol. Finalmente, un mes despues la elevacion
de la albimina indica una consolidacion del estado nutricional.
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PRACTICA 27

Biodisponibilidad de minerales

INTRODUCCION

Los minerales constituyen un grupo de nu-
trientes esencial para el correcto funcionamiento
del organismo, ya que realizan importantes labo-
res estructurales v/o moduladoras del metabo-
lismo. La esencialidad de estos micronutrientes
obliga a incluirlos en la dieta en cantidades ade-
cuadas, debido a su caracter inorganico (no son
sintetizados) v a las perdidas fisiologicas que se
producen de los mismos. Los requerimientos dia-
rios de dichos minerales varian en funcion de las
caracteristicas antropometricas y hsiologicas de
cada individuo, siendo las que mas se tienen en
cuenta la edad, sexo, situaciones hisiologicas espe-
cificas o la presencia de patologias.

Para comprobar si la cantidad de un determi-
nado mineral aportada por la dieta es subiciente
para cubrir las necesidades de un organismo, es
conveniente determinar su balance, es decir, su re-
tencion, que debe ser mayor de 0 para individuos
en crecimiento e igual a 0 para individuos sanos
que va han alcanzado su maximo desarrollo. Esto
se lleva a cabo a través de la medida de la ingesta
v de las pérdidas del mineral concreto, que en su
mayor parte tienen lugar por via fecal v urinaria.

Por otro lado, no todo el mineral de una dieta
estd disponible, puesto que en ocasiones esta for-
mando parte de moléculas o complejos que no
permiten su liberacion durante la digestion, limi-
tando por tanto su absorcion. Tal es el caso de los
fitatos, taninos, oxalatos, algunas fibras dietéticas,
v otros, que suelen disminuir, en algunos casos no-
tablemente, la biodisponibilidad de minerales,
sobre todo de cationes divalentes y trivalentes.

En relacion al hierro, este mineral es un nutrien-
te esencial que participa en procesos vitales claves

8. Navas-Carretero y M. T. Macarulla Arenaza

como son el transporte de oxigeno por la sangre, la
cadena respiratoria mitocondrial, multples reaccio-
nes de oxido-reduccion celulares, etc. No todo el
hierro que se ingiere puede ser aprovechado va que
su grado de absorcion depende de varios factores,
como son las necesidades del organismo, su forma
quimica v otros componentes de la dieta. A este res-
pecto, el hierro de los alimentos se puede encontrar
como hierro bemo o como hierro no bemo. El pri-
mero posee un grado de absorcion elevado e inde-
pendiente de otros factores dietéticos, mientras que
el segundo debe estar en su forma reducida (Fe?+)
para poder ser absorbido, por lo que todos aquellos
factores que provoquen su reduccion mejoran su
grado de absorcion. Tal es el caso de la vitamina C
que, ademas de formar con él complejos disociables
de facil absorcion, mantiene al hierro de los alimen-
tos en st forma ferrosa v provoca en gran medida la
reduccion del hierro férrico presente en los mismos.

Por otra parte, las proteinas de las carnes v
pescados también facilitan la absorcion del hierro
no hemo porque contienen cantidades importantes
de ciertos aminoacidos que forman con €l comple-
jos disociables v algunos de ellos poseen ademas
propiedades reductoras.

Por tode ello, para calcular cudnto hierro se
absorbe de una comida concreta no basta con
saber cuanto contiene, sino también qué tipo de
hierro es, la cantidad de carne v/o pescado que
posee v la cantidad de vitamina C que se ingiere
con ella (Tabla P27-1).

OBJETIVO

En esta practica se plantean dos objetivos,
siendo el primero estudiar el grado de absorcion,
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Tabla P27-1. BIODISPONIBILIDAD DEL HIERRO DE LAS COMIDAS EN FUNCION DE SU
CONTENIDO EN CARNE Y/O PESCADO Y VITAMINAC

Disponibilidad baja
<30 <25 :
Disponibilidad media
=30 25-75 3
30-%0 <25
Disponibilidad alta
> 90 Indistinto .

Indistinto =75
30-90 25-78

la eliminacion renal y el balance nutritivo o reten-
cion de hierro, cobre v zinc en funcién de la edad
v de la presencia en la dieta de un agente comple-
jante de 1ones divalentes, En segundo lugar se de-
terminara el aporte de hierro de una comida v
predecira su grado de absorcion,

PROCEDIMIENTO
Fundamento

La concentracion de hierro, cobre v zinc se
analiza mediante la técnica de espectrometria de
absorcion atomica. Una vez obtenida una disolu-
cion de los minerales tras incinerar o diluir la
muestra, se realiza una lectura de la muestra con
lamparas de catodo hueco especificas para cada
mineral ¥ se contrasta la absorcion de la luz pro-
ducida por la muestra con respecto a la recta de
patrones introducida previamente.

Para estimar el aporte dietético de hierro v ¢l
grado de absorcion, se necesitan tablas de compo-
sicion de alimentos, las cuales tras una entrevista
con ¢l paciente nos ayudaran a evaluar tanto la
cantidad como la calidad del hierro ingerido, y va-
lorar asi el posible riesgo de una ingesta deficitaria
de hierro.

15 23

Material y equipos

Absorcion, excrecion y balance nutritivo
de minerales

Muestras biologicas

* Ratas jovenes v adultas.
* Heces v onna de las ratas.

Equipos

Balanza.

Congelador.

Mufla.

Placas calefactores.

Espectrofotometro de absorcion atomica con
lamparas de citodo hueco para hierro, cobre v
zZing.

Material

Jaulas de metabolismo,

Frascos de recogida de heces v orina.
Pipetas.

Embudos.



Dieta normal.

Dieta con acido fitico o hexatostaro de mioino-
sitol (2 g/kg de dieta).

Crisoles de porcelana.

Botes de plastico.

Matraces aforados (de 50 o 100 mL)

Nota: Todos los materiales deben limpiarse
con acido diluido (HNO | al 10%) y aclararse con
agua MiliQQ para evitar la presencia de contami-
nanftes.

Reactiiros

HNO, (c).

H_SO, (c).

H,0, 30 volimenes.

Mezcla acida (HNO : HCL: agua MiliQ; 1:1:2).

Disolucion madre de hierro 20 ppm: 2 mlL de

patrén de hierro 1,000 ppm enrasados a 100

mL con agua.

e Disolucion madre de cobre 10 ppm: 1 mL de
patron de cobre 1.000 ppm enrasado a 100 mL
con agua.

* Disolucion madre de zine 10 ppm: | mL de patron

de zinc 1,000 ppm enrasado a 100 mL con agua.

Aporte dietetico de hierro y grado de
absorcion

Tablas de composicion de alimentos.

Protocolo

Absorcion, excrecion y balance nutritivo
de minerales

Lo primero que se debe realizar es preparar las
muestras, es decir, escoger ¥ distribuir los animales
en cuatro grupos, que seran de ratas jovenes de
100 = 10 g (grupos 1y I1) y adultas de 250 = 10 g
(grupos III y IV), que se introducen en jaulas de
metabolismo. Tras un periodo de aclimatacion de
2-3 dias, durante el cual se les proporciona agua
y dieta normal ad libitum, a las ratas de los grupos
1y IV se les cambia la dieta por otra con fitatos,
v se comienza el experimento.

Durante § dias, se controla individualmente la
ingesta de dieta y se recogen las heces y orinas,

Practica 27. Biodisponibilidad de minerales

que se guardan, previamente medidas, en frascos
en el congelador. El ulumo dia de expenimento se

vuelven a pesar los animales y se analiza, como
se indica a continuacion el contenido en hierro,

cobre, zinc de las dietas, heces y onnas.

Para la obtencion de la muestra procesada que
analizaremos en el espectrofotometro de absor-
cion atomica se deben realizar unos pasos previos.
El primer paso a realizar es la carbonizacion ¢ in-
cineracion de las muestras de dietas y heces, v pos-
terior resuspension de los minerales presentes en
las mismas en una disolucion ligeramente acida
{en las muestras de onna no es necesano):

¢ Carbonizacion:

l. Se pesa una canridad exacta de la muestra
(normalmente 1 g) en un crisol de porcelana
resistente a altas temperaturas. El crisol estara
previamente desecado, pesado v rotulado en |a
base con un lipiz de grafito (2B).

2. Se coloca el crisol con la muestra en una placa
eléctrica y se anaden unas 5 goras de H,0, de
30 volumenes.

. Se enciende la placa primero a baja tempera-
tura ¥ se va aumentando gradualmente hasta
el maximo. Durante todo este proceso hay que
estar muy pendiente de que la muestra “no
burbujee demasiado v se salga del crisol”.

4. Se mantiene a la maxima temperatura hasta
que las muestras dejen de humear v estén car-
bonizadas (negras), lo que puede durar unas
horas o dos dias.

()

Mineralizacion:

1. Se introducen los crisoles en una mufla, que se
enciende a una temperatura de 200 °C y se deja
un tempo.

. Se aumenta gradualmente la temperatura de la
mufla hasta llegar a los 500 “°C vigilando siempre
antes de aumentarla que las muestras no humeen.

3. Se mantiene a 500 °C durante un minimo de 4

dias (lo recomendable es una semana).

4, Pasado el iempo necesario, se apaga la mufla y

los crisoles se dejan entriar hasta el dia sigmiente.

[ =

¢ Evaporacion v disolucion:

1. En los mismos crisoles, se anaden 1,5 mL de la
mezcla acida a cada muestra, se colocan los cri-
soles en una placa calefactora, y se enciende la
placa a temperatura media para comenzar a
evaporar el aado.
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2. La disolucion tendra inicialmente un color
amarillo v debe quedar lo mas transparente po-
sible. Hay que evitar que la disolucion se eva-
pore completamente, por lo que hay que ir
anadiendo agua MiliQQ conforme vaya que-
dando muy poca mezcla acida en el crisol.

3. Una vez que la solucion esté casi incolora se

evapora el liquido al méximo posible sin llegar

a sequedad, y se retira el crisol de la placa.

En un matraz aforado de 50 o 100 mL (depen-

diendo de la concentracion habitual de los mi-

nerales analizados en la muestra que se ha

mineralizado) con un embudo se vierte el con-
tenido del crisol arrastrando todo el contenido
con agua MiliQ.

5. Se enrasa el matraz v se transfiriere la muestra
a un bote de plastico.

Una vez que tenemos las cenizas diluidas al
volumen adecuado, se procedera a la determina-
cion de la concentracion de minerales:

1. Una vez que las muestras estén preparadas, se
elaboran los patrones para cada mineral to-
mando los volimenes de las respectivas diso-
luciones madre segin se indica en la tabla
P27-2, vy enrasando a 100 mL con agua MiliQ).

. Se analizan por duplicado, ranto las muestras
comao los patrones, en un espectrofotometro de
absorcion atomica, utilizando lamparas de ca-
todo hueco especificas para cada elemento
(hierro, cobre ¥ zinc).

3. La concentracion de cada muestra se calcula

interpolando su dato de absorcion en su res-
pectiva recta patron.

[

Nota: Para evitar la interferencia de errores en
la medida se recomienda leer las muestras de
torma aleatoria, no con un orden predeterminado.

Aporte dietético de hierro y grado
de absorcion

Se plantea una comida concreta, por ejemplo,
un plato de alubias (100 g) con chorizo (35 g,
magro de cerdo (30 g) v tacos de jamon serrano
{20 g), acompanado de pan (75 g) y una naranja
de postre (200 g). Con los datos de las Tablas de
Composicion de Alimentos, teniendo en cuenta las
porciones comestibles, se calcula la canndad de

vitamina C v de hierro que aporta cada alimento
v los totales aportados por la comida completa.

Sabiendo que las recomendaciones de ingesta
de hierro son, para adultos jovenes y sanos,
10 mg/d para el hombre v 18 mg/d para la mujer,
se determina si esta comida seria suficiente o no
para cubrirlas. Sabiendo que, por término medio,
el 40% del hierro de carnes v pescados es hemao,
mientras que el resto es no hemo, v que practica-
mente el 100% del hierro de los alimentos vege-
tales es de tipo no hemo, se calcula la cantidad que
aporta cada alimento de cada uno de ellos v los
totales de cada tipo. Teniendo en cuenta su con-
tenido en carnes v/o pescados v en vitamina C, se
clasifica la comida come de “alta™, “media” o
“baja”™ disponibilidad de hierro (ver Tabla P27-1).

Teniendo en cuenta los % de absorcién para
cada tipo de hierro, se calcula la cantidad total de
hierro (hemo + no hemo) que es absorbido, tanto

Tabla P27-2. PREPARACION DE LOS PATRONES DE HIERRO, COBRE Y ZINC

Blanco 0 0,0
1 2,5 0,5
2 4 0,8
3 5 1.0
4 20 40
] 25 5.0

0
1

0,0 0 0,0
0,1 1 0,1
05 3 03
1,0 5 05
2,0 10 1,0
5,0



por ¢l hombre como por la mujer. Sabiendo que el
hombre necesita absorber alrededor de | mg/d v la
mujer unos 2,5 mg/d, se determina st esta comida
seria suficiente 0 no para cubrnir estas necesidades.

Nota: Se puede calcular también como se mo-
difica la cantidad de hierro que se ingiere y que se
absorbe cuando se cambia un alimento por otro
similar dentro de la misma comida. Por ejemplo:
al cambiar la naranja por un platano, ¢l chorizo
por morcilla (cuyo hierro es aproximadamente un
80% de tipo hemo), etc.

Calculos

Absorcion, excrecion y balance nutritivo
de minerales

Se calculan las cantidades de minerales ingeri-
das por cada animal, teniendo en cuenta el total
de dieta consumida, v las cantidades eliminadas
por cada uno de ellos, teniendo en cuenta los to-
tales de heces v orina excretados.

Se calcula el balance de cada mineral restando
al ingerido el total eliminado:

BM=M-M=M-(M, +M)

PRESENTACION DE RESULTADOS

Practica 27. Biodisponibilidad de minerales A

Siendo:

BM = balance del mineral

M. = mineral total ingerido

M_= mineral total eliminado

M, = mineral elimmnado por heces.
M_ = muneral eliminado por orma

Los resultados se expresan en mg del mineral
retenidos/dia, v en mg del mineral retenidos/ga-
nancia de peso del animal en g/dia.
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Absorcion, excrecion y balance nutritivo de munerales

Grupo | [ratas jovenes
con dieta normall

Grupo Il [ratas jovenes
con dieta con fitatos)

Grupo Il ratas adultas
con dieta normall

Grupo [V [ratas adultas
con dieta con fitatos)
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Apaorte dietético de bierro ¥ grado de absorcion

Totales -

Tipo de comida [disponibilidad]

Hierro ingerido [maq)

¢Cubre las recomendaciones
diarias de ingesta? Isi o nol

Hierro absorbido Img|

(Cubre las necesidades
diarias de absorcion?
fsi 0 nol

COMENTARIOS




PRACTICA 28

Actividad glutation reductasa

eritrocitaria como indicador
en estados de deficiencia
de vitamina 82

S. Lorente-Cebrian, M. Zabala Navo, M. |. Moreno-Aliaga

INTRODUCCION

La glutation reductasa eritrocitaria (GRE; EC
1.6.4.2) es una enzima dependiente de tlavin-ade-
nin dinucledtido fostato (FAD) que cataliza la
reaccion de glutandn oxidado (GSSG) a glutation
reducido (GSH) v que tiene lugar en los eritrocitos
o hematies. Esta reaccion requiere también la pre-
sencia de NADPH como agente reductor (donante
de electrones) siendo el FAD el factor limitante
dicha reaccion (P28-1).

El FAD es un cofactor esencial que se une tuer-
temente a la enzima GRE y cuva presencia ¢s ne-
cesaria para la maxima actuvidad de dicha enzima.
El NADPH actia como agente donante de elec-
trones y el ratio de desaparicion de NADPH a lo
largo de la reaccion es equivalente a la tasa de ac-
tividad enzimatica. Esta acuvidad puede ser esti-
mulada i vitro mediante la incubacion con la
cantidad optima de FAD.

El coeticiente de acuvidad de la glutanion re-
ductasa erttrocitaria (CA-GRE) representa el ratio
entre la actividad enzimatica de GRE estimulada
con FAD respecto a la actividad no estimulada.
Este coeticiente refleja la saturacion intracelular
de GRE con FAD, cuyos niveles estan determina-
dos principalmente por la ingesta de riboflavina o
vitamina B,. Por este motivo, la medicion del co-
eficiente de actividad de la glutation reductasa eri-
trocitaria (CA-GRE) es uno de los métodos mas
utilizados para la valoracion del estado nutricio-
nal de la vitamina B,.

Este metodo resulta especialmente anil en la
identificacion de estados de alcoholismo cronico
asociados a estados carenciales en riboflavina, si-
tuaciones de estrés v tratamiento con determina-
dos firmacos (contraceptivos v clorpromacina).

Glutation reducido

MAEEY - 2IGSH)

Glutation reductasa
eritrocitaria |

Riboflavina [FAD] /

NADPH + H-_/ \Glutaigg;é]madg/

Figura P2B-1. Esquema representativo de la reaccion

de formacion de glutation reducido a partir de glutation
oxidado en presencia de poder reductor [NADPH + H+)

y catalizada por la enzima glutation reductasa entro-
citaria en presencia de FAD [indicativo de los niveles de

riboflavina o vitamina B,).

Su principal ventaja, aparte de su simphcidad y
rapidez, radica en el hecho de que puede intor-
mar sobre posibles estados carenciales en dicha
vitamina antes de que aparezcan los sintomas
clinicos caracteristicos (dolor de garganta, se-
quedad de mucosas, dermartitis), constituyendo
asi un marcador temprano de esta anomalia nu-
tritiva.

OBJETIVO

El abjetivo de esta practica es evaluar el es-
tado nutricional de la vitamina B, de un individuo
mediante la determinacion del coeficiente de ac-
tividad de la glutation reductasa eritrocitaria
(CA-GRE).
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PROCEDIMIENTO
Fundamento

La determinacion del coeficiente de actividad
GRE (CA-GRE) se realiza midiendo la oxidacion
de NAPDH a NAPD* mediante la cuantificacion
de la absorbancia a 340 nm con un espectrofo-
tometro en presencia v ausencia del cofactor

FAD.

GSSG + NADPH + H- —:'-%'ra- 2 GSH + NAPD-

Matematicamente, puede expresarse del si-
guente modo:

Act, enzimatica GRE estimulada
mediante la adicion de FAD

Act. enzmimatica GRE basal (sin adicion de FAD)

CA-GRE =

La activacion de GRE depende de la situacion
de FAD de la apoenzima y ésta, a su vez, es un in-
dicador de la disponibilidad de riboflavina en el

organismo. De esta manera, cuando existe una de-

ficiencia en esta vitamina, la actividad GRE dis-
minuye ¥ la esumulacion m witro por FAD
aumenta.

En sintesis, se trata de hemolizar los eritrocitos
de una muestra con agua destilada, dividir ¢l con-

tenido en dos alicuotas y anadir el sustrato. La di-
solucidon de FAD solo se anade a una de ellas.
Después de un breve periodo de preincubacion se
analiza la desaparicion de NADPH con una
prueba cinética.

Material y equipos

Muestras y/o material biolégico

* Sangre heparinizada.

Equipos

* Centrifuga.

* Fotometro con reservorio termostatado para
cubeta a 35 °C con filtro revestido de Hg a
334 nm.

Material

¢ Micropipetas.
® Tubos de vidrio de distintos tamanios.

Reactivos

* Acido citrico anhidro (C_H,0.).

* Cirrato sodico dihidratado (C H Na, O, - 2H,0).
* D-glucosa monohidratada (C H O, - H,0).

¢ (Cloruro sodico (NaCl).

* Fosfato dipotisico mhidratado (K, HPO, - 3H,0).
* Fostato monopotasico (KH, PO ).

* Flavin-adenin dinucleondo, sal disadica (FAD-

Na,).

Bicarbonato sodico (NaHCO 5

¢ Nicotin-amin-adenin-dinucleonido tosfaro, re-
ducido (NADPH), sal tetrasodica.

* Enlendiaminotetracético, sal disadica dihidra-
tada (EDTA-Na, - 2H,0).

* Hidroxido sodico (NaOH).

* (lutation oxidado (GSSG).

* Agua destilada.

Soluciones

* Estabilizador ACD: acido citrico 38 mmol
(7.3 g), citrato sodico 74,8 mmol (22,0 g), D-glu-
cosa x H O 123,6 mmol (24,5 g) en 1.000 mL
de agua.

* Suero salino (NaCl 0,9 %).

* Buffer pH 7,4: solucion de K,HPO, x 3H,0
67 mmol/L (15,22 g/L) nmlada con una solucion
de KH,PO, 67 mmol/L (9,07 g/L.) a pH 7 4.

. F.’tD—?:'-.l:: 0,29 mmol/L: 1,2 mg disueltos en
5 mL de agua {guardar en oscunidad).

* NADPH: 1,99 mmol/L: 1,66 g de NADPH di-
sueltos en 1.000 mL de agua.

® (G55G: 7.5 mmol/L: 4,6 g de GSSG disueltos en
8 mmol/L (0,32 g/l) de NaOH.

Protocolo

Toma de muestra y procesamiento

l. La sangre heparimizada (3 mL) se recoge sobre
0,75 mL de estabilizador ACD con suave agi-
tacion. Puede guardarse en el frigorifico a 4-6 °C
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hasta una semana. Debe determinarse el con-
tenido en hemoglobina antes de la adicion de
ACD.

. Se mezelan suavemente por inmersion los 3 mL
de sangre heparimzada con 8 ml de NaCl al
0,9 % en un tubo de centrifuga graduado y se
centrifuga a 900 g a 4 °C durante 5 min.

3. Tras la centrifugacion, se desprecia el sobrena-
dante aspirandolo con una pipeta Pasteur. El
procedimiento de lavado se repite dos veces
mas, eliminando cada vez el sobrenadante.

4. El sedimento obtenido se resuspende en 40 vo-
limenes de agua fria en un tubo de centrifuga
v se mantiene en bano de hiclo durante 30 min.
Despues de quitar los restos de células por cen-
trifugacion (900 g a 4 °C durante 15 min), el
sobrenadante asi obtenido (hemolisado) se
guarda en el frigorifico durante 1 hora,

P

Aplicacion de la tecnica

I. Tras la incubacion de la muestra a 4 "C, se pi-
petean en 4 tubos diferentes y numerados las si-
guientes cantidades de reactivos (Tabla P21-1).

2. Tras la adicion de los reactivos necesarios, la
reaccion se incuba a 37 "C durante 5§ minutos,
Pasado ese tiempo, se anade a cada uno de los
tubos 0,04 mL de GSSG a intervalos de § mi-
nutos.

3. Una vez asegurada la buena mezcla de los re-
activos, se mide la absorbancia a 334 nm eén un
espectrofotometro. Se utilizard agua destilada
como reactivo de referencia (blanco). Una vez
medida la absorbancia (E1), se continua la

Tabla P28-1. ESQUEMA SOBRE LA
PREPARACION DE LAS DISTINTAS

SOLUCIONES PARA LA DETERMINACION
DE LA ACTIVIDAD GLUTATION REDUCTASA
ERITROCITARIA

Buffer pH 7.4 -! 1.08 E
Hemelisado 0,14 0,16 0,16 0,16
NADPH 0,08 0,08 0,08 0,08
EDTA-Na, 0.04 0,04 0,04 0,04
FAD - - 0,04 0,04
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incubacion a 37 "C. Exactamente 10 minutos
después de la primera lectura, se vuelve a medir
la absorbancia a la misma longitud de onda (E,).

Calculos

Coeficiente de la actividad GRE [CA-GRE)

El cilculo se realiza como se indica a conti-
nuacion:

AE=E -E

El valor promedio de los resultados medidos
por duplicado se aplica a la ecuacion:

AE,  /AE__ =aGRE (CA - GRE)

FAR

Siendo:

AE, = Diferencia de absorbancia de las
muestras inducidas con FAD

AE, .., = Diferencia de absorbancia de las
muestras no inducidas con FAD

En ocasiones, pueden obtenerse valores de
CA-GRE inferiores a 1,00, lo cual puede ser de-
bido a una inhibicion de la glutation reductasa eri-
trocitaria (GRE) causada por un exceso de FAD
en el medio de la prueba.

Actividad enzimatica

La actividad GRE se expresa como mmoles de
sustrato convertido por minuto y por hitro de sus-

pension eritrocitania (compactada) a 37 °C. Dicha

actividad la referiremos al contenido en hemoglo-
bina (g/1.000 mL):

Var E = 10F x 1440 x 1530
= mmoles sustratofg Hb » seg (U Hb)

10 % 6,0 % 10" x 3,9 Hb (gL

Donde Var. /10 es la disminucion de absorban-
cia por min; 1.440 es el volumen total de reaccion
expresado en pl; 3.9 los mL de suspension enitro-
citaria en dicho medio de reaccion; 6,0 = 10" re-
presenta el coeficiente de absorcion molar del
NADPH a 334 nm; 150 es la media del contenido
en hemoglobina (g/L).

Si la actividad enzimanca se expresa en kata-
les, tal v como recomienda el 51, la expresion an-
terior resultaria;
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VarEx 24 x 150

= mmoles sustratog Hb = seg (kat/g Hb)
10x60x100= 39 Hh :_l:"LJ

Valores de referencia

Los valores de referencia de CA-GRE son, por
lo general, especificos de cada poblacion. El CA-
GRE parece ser independiente del género. En ge-
neral, se consideran valores aceptables de
CA-GRE aquellos inferiores a 1,2 (< 1,2); entre
1,2 v 1,4 son considerados valores bajos ¥ con va-
lores superiores a 1,4 se consideran niveles defi-
cientes. Sin embargo, conviene destacar que el
CA-GRE puede verse afectado por otros factores
como por ejemplo la concentracion de FAD unli-
zada, la edad de los enitrocitos, edad v situacion
fisiologica del individuo, etc.

Limitaciones de la técnica

La aplicacion del rest del CA-GRE es la
prueba mas utilizada para la determinacion del es-
tado nutricional de ribotlavina o vitamina B, en
un individuo, aunque su aplicacion es limitada.
De hecho, se desaconseja la utilizacion de esta me-
todologia en diversas situaciones fisiopatologicas,
entre las que podemaos destacar:

— Situaciones de deficiencia de pindoxima (vi-
tamina B ). La acuvidad de la GRE esta dis-
minmda sin vanar el coeficiente de
actividad.

— Anemia ferropénica, uremia severa v cirro-
sis hepatica. Fstas situaciones producen una
elevacion en la acnividad de la GRE.

— Dehciencia en glucosa-6-fosfato deshidro-
genasa. Esta deficiencia ocasiona que los ni-
veles de CA-GRE sean normales pese a la
evidencia clinica de carencia de riboflavina.

PRESENTACION DE RESULTADOS

Sin embargo, a lo largo de los ulumos anos se
han venido desarrollado otros méredos que per-
miten la determinacion de riboflavina en indivi-
duos que presentan alguna de las situaciones
anteriores. Recientemente, se ha sugerido la deter-
minacion de la actividad piridoxamina fosfato
oxidasa (PPO) eritrocitaria como método para la
determunar los niveles de riboflavina mediante me-
todos de Huorescencia v radioacuividad. Estudios
en ratas han demostrado que la actividad de esta
enzima (PPO) es sensible a cambios en los niveles
de riboflavina y demostro tener una sensibilidad
mavor que el ensayo convencional de GRE. Sin
embargo, son necesarios mas estudios para deter-
minar la idoneidad de la aplicacion de esta técnica
como metodo para estudio de los niveles de ribo-
flavina.
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Var E = 107 x 1.440 x 150

mmoles sustrato/g Hb x min (Ufg Hb)

CA-GRE

[]

10 x 6,0 = 10F < 3,9 Hhb r‘w"[_|

Var E x 24 = 150
mmaoles sustrato/g Hb x seg (kat/g Hb)

]

{..:\."IRI-
10 x 6,0 x 10° x 3.9 Hb (g/1)

3
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Determinacion de la vitamina 86

A. Moleres Villares, T. Rendo-Urteaga, C. Galbete Ciaurriz vy A. Marti del Moral

INTRODUCCION

La vitamina B_o piridoxina es una vitamina
hidroseluble que puede presentarse en tres for-
mas diferentes derivadas de la 3-hidroxi-2-meul-
pirimidina (Fig. P29-1). Entre ellas la coenzima pi-
ridoxal 5 -fostato (PLP) es la mas abundante en
plasma (60%) v actia en la mayor parte de las
reacciones llevadas a cabo por las enzimas amino-
transterasas.

La absorcion intestinal de vitamina B_ tiene
lugar sobre todo en el yeyuno v en el ileon y su
excrecion se produce a través de la orina. Cada
dia se excretan de esta forma alrededor de 2 mg
de esta vitamina.

FUENTES DE PIRIDOXINA Y
RECOMENDACIONES

La vitamina B_se encuentra en la mayor parte
de los alimentos, siendo las mejores fuentes en la
dieta el higado, las nueces, el pollo v los platanos.

Todos ellos contienen mas de 0,5 mg/100 g de ali-
mento crudo. Esta vitamina es estable a la accién
de agentes oxidantes, pero muv sensible a la luz.
El precocinado v la técnica de conservacion de los
alimentos producen pérdidas en el contenido de
vitamina B_ de los mismos.

Las RDA (Recomendaciones Diarias Aconse-
jadas) oscilan entre 1,6-2,1 mg/dia tanto para va-
rongs como para mujeres. Los requerimientos
nutricionales de esta vitamina aumentan en el caso
de dietas con elevado contenido proteico (por la
participacion activa de la vitamina en el metabo-
lismo de los aminoacidos), durante la administra-
cion de algunos firmacos como anticonceptivos,
isoniacidas v penicilamina (porque pueden inter-
ferir en el metabolismo de la vitamina B,) y en si-
tuaciones de estres (por el aumento de la secrecion
de glucocorticoides que estimula el catabolismo
proteico). Se ha visto que en individuos con defi-
ciencia en vitamina B , la actividad de las enzimas
alanin-ammotransferasa (ALT) y aspartato-ami-
notransferasa (AST) esta disminuida. Tiene, por
tanto, una gran importancia dilucidar mediante

CH.-OH Ox " CH -NH,
CH.-OH
HO CH,-0H HO 1
= HO = CH,-OH i
S S
H.C M H.C = N H'J{: M
Piridoxina Piridoxal Piridoxamina

Figura P29-1. Formas en las que puede presentarse la piridoxina [vitamina B,]
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pruebas bioquimicas los estados carenciales para
la vitamina B,

METODOS DE DETECCION DE
VITAMINA B,

Existen varios métodos para la medicion de la
vitamina B . En la tabla P29-1 se muestran méto-
dos tanto directos como indirectos para su deter-
minacion, asi como los valores de referencia.

Para la determinacion de vitamina B_ en plas-
ma existen varios metodos entre los que se en-
cuentran ensayos microbiologicos y enzimaticos.
La medida por HPLC (cromatografia liquida de
alta resolucion), se considera como ¢l mérodo
mas apropiado para la evaluacion del estado nu-
tricional de pindoxina, ya que permite cuantificar
todas sus isoformas (vitdimeros) asi como el dcido
4-Piridéxico (4-PA) en un solo ensavo.

OBJETIVO

Se ha visto que en individuos con deficiencia
en vitamina B la actividad de las enzimas alanin-
aminotranferasa (ALT) y aspartato-aminotransfe-
rasa (AST) esta disminuida.

Por tanto, el objetivo de la pricnca es la de-
terminacion de las actividades enzimaricas ALT y
AST en el plasma sanguineo como indicadores de
los miveles de piridoxina.

Tabla P29-1. VALORES DE REFERENCIA DE LA VITAMINA B, Y METODOS DE DETECCION

Directo

PLFP en plasma

Vitamina E1L total
4-PA excretado

Vitamina B, total excretada

u-EAST
a-EALT
Excrecion XA (2g L-Try)

Indirecto

Excrecidon cistationina [3 g L-metianinal

PROCEDIMIENTO
Material y equipos
Muestras

* Suero.

Equipos

* Espectrofotometro (h = 340 nm).
® Cubetas.

* Cronometro.

* Bano caliente (37 °C).

* Micropipetas.

Material

¢ Set de reactivos liquidos para determinacion de
ALT (SGPT) (disponibles en varias casas comer-
ciales).

e Set de reactivos liquidos para determinacion de
AST (SGOT) (disponibles en varias casas co-
merciales).

Determinacion de la actividad
alanin-aminotranferasa [ALT)

® Reactwo: mezclar reactivos 1 y 2 que contienen:
L-alanina 500 mM, a-cetoglutararo 15 mM,

> 25 nmol/L
> &0 nmol/L
> 3 ymol/L
= 0.5 pmeol/L
< 1.8 (< 80%]
< 1,25 |« 25%)
< 65 ymol/dia
< 350 pmol/dia

PLP: piridoxal 5'fosfato, PA: dcido d-piridéxico [&-PAl; EAST: aspartato aminotransferasa eritrocitaria; EALT: alanino aminotrans-

ferasa eritrocitaria; XA: dcido xanturénico urinarie.
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LDH (microbiano) = 2,000 WL, NADH =
0,18 mM, Bufter 100 mM, pH 7,5 = 0,1, dado
sodico 0,25% y estabilizantes.

Determinacion de la actividad
aspartato-aminotransferasa (AST)

¢ Reactivo: mezclar reactivos 1 y 2 que contienen:
acido L-aspdrtico > 200 mM, a-cetoglutarato

12 mM, LDH (microbiano) > 1.000 WL, MDH
{microbiano) > 800 U/L, NADH > 0,18 mM,

buffer pH 7,8 = 0,1, dcido sodico 0,25%, esta-
bilizantes.

Protocolo

1. Lo primero que se debe realizar es preparar los
reactivos de deteccion, Generalmente, estos re-
activos se encuentran en dos botes, etiquerados
como reactivo | y reactivo 2. Para preparar el
reactivo hay que mezclar § partes del reacrivo
1, con | parte del reactivo 2.

2. Posteriormente, se pipeteara | mL del reac-
tivo en los tubos y se precalentara a 37 "C du-
rante § minutos. Seguidamente, se debera
anadir 100 pL de la muestra, en nuestro caso
suero, que se mezclara e incubara a 37 °C du-
rante | minuto.

3. Después de un minuto se podra leer la absor-
bancia a 340 nm tras poner un blanco. Una vez
terminada la lectura, se volvera a colocar el
tubo a 37 “C v se repetirin las mediciones cada
minuto durante 2 minutos.

Calculos

Lo primero es calcular el valor de la diferencia
de absorbancia/minuto (AAbs/min).

Esta AAbs/min se multiplicara por ¢l factor de
correccion 1.768 dando como resultado la con-
centracion en [U/L.

Principio de las reacciones

s ALT:
_ ALT
L-alanina + a-cetoglutarato-® Piruvato + L-glutamato
LEH

piruvato + NADH + H* —»= L-lactato + NAD* + H,0

ALT cataliza la transterencia del grupo amino
desde L-alanina a a-cetoglutarato dando lugar a
piruvato v L-glutamato. La enzima lactato deshi-
drogenasa cataliza la reduccion del piruvato v la
oxidacion simultanea de NADH a NAD. La dis-
minucion en la absorbancia es directamente pro-
porcional a la actividad de ALT.

* AST
AST
L-aspartato + a-cetoglutarato s oxalacetato + L-glutamato
MDH

oxalacetato + NADH + H—p L-malato + NAD* + H 0

Aspartato-aminotransferasa catahiza la trans-
ferencia de un grupo amino desde L-aspartato a
a-cetoglutarato dando oxalacetato v L-glutamato,
El oxalacetato se reduce oxidandose a la vez ¢l
NADH a NAD en una reaccion catalizada por la
malato deshidrogenasa (MDH). La disminucion
en la absorbancia es directamente proporcional a
la actividad de la AST. La enzima lactato deshi-
drogenasa (LDH) se anade para prevemir interfe-
rencias del piruvato endogeno que normalmente
esta presente en el suero.
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PRESENTACION DE RESULTADOS L4

Los resultados se expresan en IU/L de muestra. Las unidades internacionales (IU) se definen como

la canndad de enzima que cataliza la transtormacion de un micromol de sustrato por minuto bajo unas
determinadas condiciones.

f
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PRACTICA 30
Valoracion del estado nutricional

en humanos a traves de
biomarcadores inmunologicos

S. Gomez-Martinez, L. E. Diaz Prieto, |]. Romeo Marin y A. Marcos Sanchez

INTRODUCCION

La valoracion del estado nutricional permite
identificar no s6lo la desnutricion clinica severa
sino también el riesgo a desarrollarla. A traves de
la evaluacion del estado nutricional se puede de-
tectar un estado nutricional normal, diversos gra-
dos de desnutricion (leve, moderada o severa), in-
cluso situaciones de sobrepeso u obesidad.

Un estado nutricional inadecuado conlleva
entre otras complicaciones el retraso en la cica-
trizacion de las heridas, una menor resistencia a
las infecciones o una mayor susceptibilidad a des-
arrollar procesos inflamatorios. De hecho, se ha
observado que el estudio de la inmunidad puede
ser una herramienta muy eficaz para detectar po-
sibles situaciones de malnutricion, incluso a nivel
subclinico, en cualquier grupo de poblacion. En
este capitulo se plantean varias practicas posibles
para la valoracion del estado nutricienal a partir
de biomarcadores inmunologicos.

OBJETIVO

La evaluacion del estado nutricional a partir
de parametros inmunologicos se puede llevar a
cabo desde varias perspectivas, ya que los factores
nutricionales {nutrientes, ingredientes, compues-
tos bioactivos) pueden actuar directamente sobre
las células inmunocompetentes y la funcionalidad
del sistema inmune.

PROCEDIMIENTO

Con la intencion de dar una vision general de
las distintas vias de estudio que permiten evaluar

el estado nutricional por parametros inmunaologi-
€os a confinuacion se presentan varias practicas.

PRACTICA 1: DETERMINACION

DE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS
Y CAPACIDAD FAGOCITICA DE LAS
CELULAS INMUNOCOMPETENTES
POR CITOMETRIA DE FLUJO

Fundamento

La citometria de flujo es una técnica de anali-
sis celular multiparamétrico cuvo fundamento se
basa en hacer pasar una suspension de particulas
(generalmente células) alineadas y de una en una
por delante de un haz de liser focalizado. El im-
pacta de cada célula con el ravo de luz produce
senales que corresponden a diferentes parametros
de la célula v que son recogidos por distintos de-
tectores, Estos convierten dichas sefiales en senales
electronicas que posteriormente seran digitaliza-
das para permitir la medida simultanea de varios
parametros en una misma celula (Fig. P30-1).

Al obligarlas a pasar alineadas una a una
frente a un haz laser mediante un tlujo continuo,
cada celula, a la vez que dispersa la luz, emite luz
tluorescente como consecuencia de la excitacion
laser a la que es sometida. Los parametros que
se pueden medir de forma simultanea en cada cé-
lula son:

® Dispersion frontal de la luz {proporcional al ta-
maino celular).

* Dispersion de la luz ortogonal (proporcional a
la cantidad de estructuras granulares o comple-
jidad de la célula).
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Detectares de luz
Detector de rojay naranja
luz reflejada

a 90° Datactor

de luz verde

Espejos reflactores
de luz de determinadas
langitudes de onda

Detactar da
luz incidente

Fuente de luz laser

Figura P30-1. Sistema de detectores de luz en un cito-
metro de flujo.

* [ntensidades de fluorescencia a diferentes lon-
gitudes de onda.

La citometria de flujo permite obtener infor-
macion sobre poblaciones celulares a partir de un
estudio individualizado de un gran nimero de cé-
lulas (habitualmente entre 5.000 vy 10.000) que
por tanto serdn una muestra lo suficientemente re-
presentativa del conjunto poblacional (Fig. P30-2).
La suspension de células en solucion 1sotonica se
hace pasar a través de un pequeno orificio de
modo que cuando salen lo hacen una a una (en
fila india) formando parte de una corriente conti-
nua o tlujo cilindrico (Fig. P30-1).

Sobre esta corriente de celulas se hace incidir
un haz de luz laser, cuva dispersion y reflexion son
analizadas en duracion, intensidad v espectro. La
identificacion de los distintos tipos de células se
realiza a través de la union de distintos anticuer-

pos monoclonales marcados con diterentes Huo-
rocromos, que se unen a la superficie celular de-
pendiendo de los receptores de membrana de cada
celula a identificar, De este modo, se permite la
identificacion y clasificacion de diferentes células
tanto normales como patologicas. El isotiocianato
de fluoresceina, la ficoeritrina y el PerCP son los
fluorocromos mas empleados en el marcaje de an-
ticuerpos monoclonales. Todos ellos se excitan a
488 nm (luz azul) v emiten en la zona del verde,
naranja ¥ rojo, respectivamente {Fig. P30-2).

También permite determinar las variaciones de
la capacidad de detensa del organismo a partir de
la disminucion de la capacidad fagocitica y axida-
tiva de las células inmunes. Esta capacidad de
reaccion suele estar alterada cuando el estado nu-
tricional no es el adecuado.

El proceso de fagocitosis contiene § fases: qui-
miotaxis de la celula fagocitica, opsonizacion, ab-
sorcion de la bacteria, formacion del fagosoma,
fagocitosis, y finalmente destruccion y muerte del
agente extrafno, Las pruebas de laboratorio utili-
zadas para evaluar la funcion fagocitica se pueden
analizar en terminos de los cinco pasos principales
de este proceso aungue se debe indicar que no
existe un analisis estandar para muchas funciones
del neutrofilo; por tanto, la variedad de la eleccion
de las pruebas depende del laboratorio, A conni-
nuacion, se presentaran dos pricticas que sirven
para analizar la capaadad fagocinca (Phagotest)
v oxidativa (Burstest).

El Phagotest permite determinar cuantitativa-
mente la actividad fagocitica de leucocitos presen-
tes en sangre periferica (Fig. P30-3). Este test mide
el porcentaje medio de monocitos y granulocitos
con actividad fagocitica (implica la ingestion de

FS Granulocitos

S,
‘el ;
Linfocitos

Tamarnio

wTw)

Monocitos

Celulas CD4+

Namero de celulas
|

]
|

Figura P30-Z. Histograma
de distribucion tamano/com-
plejidad para leucocitos.

Complejidad

55
Fluorescencia
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Figura P30-3. Ejemplo de un estudio de fagocitosis de izguierda a derecha, tubo control, tubo con FMLP, tube con

bacterias £ colf y tubo con PMA,

una o mas bacterias por célula} ¥ la actividad fa-
gocitica especifica por célula (nimero de bacterias
fagocitadas por célula).

Burstest, permite determinar cuantitativa-
mente la actividad respiratona oxidativa de leu-
cocitos presentes en sangre periférica, determi-
nando el porcentaje de células fagociticas que
producen reactivos oxidantes v su actividad enzi-
martica.

Material y equipos
Equipos

* Centrifuga.
* Vortex.
* Citometro de Hujo.

Material

Determunacion de las subpoblaciones
linfocitarias

* Tubos de ensayo de poliestireno.

* Micropipeta con puntas.

* Solucién lisante (10x tamponada con menos del
50% de dietilenglicol ¥ 10% de formaldehido).

* Anticuerpo monoclonal conjugado con fluoro-
cromo.

* Tampon de lavado (solucion salina tampanada
con fosfato (PBS).

Capacidad fagocitica

* Tubos de ensayo de poliestireno.
* Micropipeta con puntas.

Bacterias E. colt opsonizadas en inmunoglobu-
linas y complemento marcadas con fluore-
cromo fluoresceina.

Solucion lisente.

Solucion de parada (Quenching).

Solucion tincion de ADN.

Capacidad oxidativa

¢ Tubos de ensavo de poliestireno.

Micropipeta con puntas.

Bacterias E. coli opsonizadas no marcadas.
Forbol 12-miristato 13-acetato (PMA).
Peptido quimiotactico N-formil-met-leu-phe
{fmlp).

Dihidrorodamina (DHR)123.

Solucion lisente.

Solucion de parada {Quenching).

Solucion tincion de ADN

Protocolo

Subpoblaciones linfocitarias

1. A partir de 100 pL de sangre entera anticoagu-

lada en EDTA se le anade 10 pl. de anticuerpo

monoclonal.

Se agita en un vortex 2 segundos v se incuba

en oscuridad entre 30 v 45 minutos.

Se anade 2 mL de solucion lisante, se agita en

un vortex 5 segundos y se mcuba 20 minutos

en oscuridad a temperatura ambiente.

4, Se centrifuga a 250 g 5 minutos v se desecha el
sobrenadante.

5. Sobre el pellet se anade 1 mL de solucion de la-
vado, se agita en un vortex § segundos v se
vuelve a centrifugar 5 minuros a 250 g.

[t

ad
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6. Se desecha otra vez el sobrenadante v se resus-
pende el pellet en 0,5 mL de Buffer Fosfato Sa-
lino (PBS).

7. Se mezcla v va esta listo para realizar la lectura
en ¢l citometro.

Capacidad fagocitica

I. Se incuban 50 pl. de sangre heparinizada du-
rante 10 minutos con 20 pl. de bacterias E.
coli a 37 °C y otros 50 pL. de sangre heparini-
zada se ponen en hielo (control negativo).

El tubo con sangre y bacterias E. coli se pone
en hielo 2 0 3 minutos,

3. Se le anade 50 pL de solucion de parada
(Quenching). Se agita con vortex § segundos.

4. Se anaden 2 mL de solucion de lavado [Was-
hing).

5. Se centrifuga 5 minutos a 250 g v se descarta
el sobrenadante,

6. Se repite el proceso de lavado otra vez,

7. Se anade 1 mL de solucion hisante y se incuba
20 minutos en oscuridad a temperatura am-
biente.

8. Se centrifuga § minutos a 250 g

9. Se repite ¢l proceso de lavado.

10. Se anaden 100 pl. de voduro de propidio v se
mantiene a 0 "C durantel § minutos,
11. Se analiza en el citometro,

bt

Capacidad oxidativa

1. Se ponen en hielo durante 15 minutos 4 tubos
de 50 pL. de sangre heparinizada.

2. Un tubo control se mannene en el hielo mien-
tras se incuba el resto con 20 pl. de bacterias
E. coli opsonizadas, 10 pL forbol 12-mirstato
13-acetato (PMA) y 10 pL del pepuido quimio-
tactico N-formil-met-leu-phe (fmlp) a 37 °C
durante 10 minutos.

3. Se anaden 20 pL dihidrorodamina (DHR)123
como substrato fluorogénico v se mncuba 10
minutos a 37 "C,

4. Se anade 1 mlL de solucion lisante v se incuba 20
minutos en oscuridad a temperatura ambiente.

5. Se centrifuga 5 minutos a 250 g. Se repite el
proceso de lavado,

6. Se anaden 100 pL de yoduro de propidio v se
mantiene a 0 "C durante 15 minutos.

7. Se analiza en el citobmetro.

PRACTICA 2. TEST DE
HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA

Fundamento

La respuesta de hipersensibilidad de npo IV,
es una respuesta inmune mediada por los linfo-
tos T. La respuesta se inicia por los linfocitos T
actuivados por antigeno sensibihzados. Incluye las
reacciones de hipersensibilidad retardada mediada
por células T CD4+ v la citotoxicidad celular di-
recta mediada por celulas T CD8+. Este npo de
repuesta se da no solo ante una variedad de agen-
tes microbianos, sino también contra muchos
virus, hongos protozoos y parasitos. El objetivo
de esta practica consiste en valorar la respuesta in-
mune celular in vivo de nipo IV, respuesta inmune
mediada por los linfocitos T, mediante el uso de
Multitest.

Material y equipos

* Alcohol.
* Algodon.
* Multitest.

Protocolo

1. El Multitest debe ser aplicado sobre piel sana
(Fig. P30-4). Se retira la pelicula protectora ad-
herente, se limpia con alcohol el lugar de la
aplicacion, que generalmente es la cara ante-
rior del antebrazo y se quitan los capuchones
protectores de cada cabeza precargada.

. Sujetando el antebrazo estirando la piel, se
orienta la parte en T del Mulatest hacia la ca-
beza del sujeto (Fig. P30-3) v se apoya hrme-
mente ejerciendo una presion homogénea de
las 8 cabezas sobre la piel.

3. La lectura se practica a las 48 horas con avuda
de una escala graduada de precision milimé-
trica. Se comprueba por palpacion la indura-
cion v se delimita su periferia con un boligrato
o un lipiz dermogratico, teniendo en cuenta
que en ningun caso se debe tomar en conside-
racion un eritema solo. A continuacion se
miden los diametros a ¥ b de induracion en
mm. Calcular el diametro medio (score) de la

siguiente manera (a + b/2) (Fig. P30-4).

[ ]
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Score = |a = blf2

Antigenos: |: Tétanos. 2: Difteria. 3: Estreptococo del grupo C. 4: Tubercutina. 5: Glicenna
{testigo negativol. &; Candida albicans, T: Trichophyton mentagrophytes. 8: Proteus mirabilis

Figura P30-4. Sistema Mul-
titest, distribucion de antige-
nos y calculo del score.

PRACTICA 3. DETERMINACION DE
CITOQUINAS EN SOBRENADANTE
DE CULTIVO DE LINFOCITOS

Fundamento

La técnica de ELISA se basa en la union espe-
cifica de la citoquina contenida en la muestra a an-
ticuerpos monoclonales especificos inmovilizados
sobre la superficie de placas de titulacion, El obje-
tivo de esta practica consiste en determinar los ni-
veles de citoquinas en sobrenadantes de culuvos de
linfocitos o en sueros mediante la téenica de ELISA
({ Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, Ensayo
por inmunoabsoraion hgado a enzimas).

Material y equipos
Equipos

Lector de absorbancia.
Vortex.

Sonicador.

Agitador orbital de placas.

Material

¢ Pipetas automaticas de 25-1,000 pl. y multica-
nal (8 canales).

* Tubos de centrifuga de polipropileno.

¢ Estandares v controles,

* Arcuerpos anu-1L-1{}, anti-1L-6, ant-TNF-a,

e Estreptavidina-HRP {Horseradish peroxidase
conpugate).

* Terramenlbencidina (TMB).
* Buffer de ensayo v de lavado.
* Placa de 96 pocillos.

Protocolo

1. La dererminacion de los niveles de citoquinas
puede realizarse en suero o en sobrenadante de
cultivo de linfocitos con estimulacion por mi-
togeno.

. Incubacién de muestras v estiandares en placas
de 96 pocillos para unir antigeno a determinar
(IL-1p, IL-6 TNF-a) a los anticuerpos fijados
al pocillo.

3. Adicionar segundo anticuerpo monoclonal an-

ticitoguina conjugado con biotina.

4. Lavados repenidos con solucion butfer para eli-
minar el segundo antcuerpo no unido.

5. Incubar en presencia de un conjugado estrep-
tavidina-HRP que se unira al conjugado de
biotina.

6. Lavados repetidos con solucion buffer para eli-
minar la streptavidina-HRP no unida v se
anade una solucion de TMB que sirve de sus-
trato a la HRP.

. La reaccion se detiene mediante la adicion de

una solucion de detencion v se mide la absor-
bancia a 450 nm.

[t
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PRESENTACION DE RESULTADOS

Practica 1. Deternminacion de subpoblaciones linfocitarias y capacidad fagocitica de las células inmuno-
contpetentes por cifometria de .I’il'mn

Los resultados analizados en el citobmetro se pueden presentar en:

* Histogramas.

Gritico de puntos (Dot Plot).

Gratico de contorno (Contour Plot).

Grafico isométrico (3D},

Grafico de densidad (Density Plot).

Cada una de estas representaciones permite reconocer la poblacion de estudio dependiendo de su
tamano, complejidad v fluorescencia v extraer valores parcentuales de dichas poblaciones en la muestra
total. Una vez se tienen estos porcentajes se calcula el nimero de células rotal en el individuo a partir de

los datos de linfocitos que han sido caleulados con anterioridad en un hemograma de control.

En cuanto a los resultados que se pueden extraer de la capacidad fagocitica v oxidativa a partr de
los resultados del citometro se puede llegar a determinar cuantitativamente el nimero de células capaces
de ingerir bacterias v la actividad especifica por célula (niimero de bacterias internalizadas) a la vez que
se puede conocer tanto cuantitativamente como cualitativamente resultados del proceso conocido come
estallido respiratorio (Fig. P30-4).

Practica 2. Test de hipersensibilidad retardada

Los resultados seran presentados cualitativamente por el Score de la siguiente forma:

* Score = () respuesta anérgica.

* Score = (-5 mm para mujeres o 0-10 mm para hombres: hipoergia.

& Score = 5-10 mm para mujeres o 10-20 mm para hombres: respuesta baja.
® Score> 10 mm para mujeres o > 20 mm para hombres: respuesta normal.

Criterios de valoracion de respuestas definidos por Jaurrieta v col. (1981) para la poblacion espa-
nola.

Practica 3. Determinacion de citoguinas en sobrenadante de cultivo de linfocitos

Se prepara una curva estandar a partir de las concentraciones conocidas (estandares) de citogquina
utilizada v se determina la concentracion de la muestra a partir de la absorbancia medida (p.e)., concen-

tracion para [L-6 = 400 pg/mL) (Fig. P30-5).
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PRACTICA 31

Evaluacion bioquimica del

estado nutritivo con metodos
de diagnostico rapido

M. A, Zulet Alzorriz, 1. Abete Gosu y [. A. Martinez Hernandez

INTRODUCCION

La necesidad de autocontrol v seguimiento
de determinadas enfermedades, asi como la sen-
sibilizacion a la poblacion en materia de salud
y prevencion, ha llevado al desarrollo de equu-
pos que permiten de una forma practica, rapida
v eficaz, idenrificar y controlar determinados
factores de riesgo de enfermedad, tales como el
colesterol v los trighcenidos en las dislipemias
v la glucemia v los cuerpos cetonicos en la dia-
betes.

La deteccion precoz es fundamental como
primera medida para la prevencion de las com-
plicaciones asociadas, por ello en muchas cam-
panas promovidas con este tin se cuenta con este
tipo de tecnologia que permire con fiabilidad v
en breve espacio de tiempo identificar parime-
tros alterados. [gualmente, los equipos de diag-
nostico rapido estan disponibles en farmacias
para una mejor atencion farmacéutica, en con-
sultas dietéticas para control de la eficacia v
cumplimiento de la paura dietética instaurada,
asi como én centros de ensenanza para familiari-
zar al alumno con su manejo e interpretacion. En
este sentido, los analisis bioguimicos de diagnds-
tico rapido se llevan a cabo habitualmente en
sangre capilar v en arina.

OBJETIVO

El objetivo de esta practica consiste en llevar
a cabo determinaciones en sangre capilar v orina
con métodos de diagnastico rapido, para su pos-
terior Interpretacion.

PROCEDIMIENTO

Fundamento

El procedimiento a seguir en ¢l case de utili-
zacion de equipos de autocontrol portatiles en
sangre capilar depende de la casa comercial pro-
veedora. No obstante, en el protocolo se recogen
generalidades acerca de la unlizacion de diversos
equipos.

Material y reactivos
Equipos

Equipos para analisis en sangre:

Analizadores automaticos de quimica seca con

tiras monoparameétricas en sangre capilar, total,

suero o plasma.

¢ Lanceta estéril.

* Dispositivo de puncion (pinchador).

¢ Tira reactiva (especifica para cada aparato).

* Contenedor de desechos apto para eliminar
tiras reactivas.

* Contenedor de desechos apto para material

punzante {lancetas).

Equipos para analists en orina:

* Tiras reactivas colorimétricas para la lectura vi-
sual de parametros bioguimicos en muestras de
orina.

* Analizadores de orina semiautomaticos.

* Tubo estéril recoleccion orina.
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* Test para la deteccion simultanea cualitativa de
multples drogas v metabolitos en muestras de
orina humana.

Protocolo

Equipos de autocontrol portatiles
en sangre capilar

1. La mayoria de los equipos contemplan el and-
lisis de colesterol, triglicéridos, glucosa, cuer-
pos cetonicos v/o lactato mediante tiras reacn-
vas. Algunos de ellos no requieren calibracion
para el usuario (autocalibrado) y tienen la
posibilidad de incorporar evento posprandial,
hora de ingesta vy tiempo transcurrido desde la
ingesta.

2. La roma de muestra es por capilaridad v el vo-
lumen requerido es pequeio (pL). El lugar para
ejecutar la puncion es habitualmente la vema
de los dedos. El uso de zonas de puncion aleer-
nativas debe siempre ser consultado con el pro-
fesional sanitario, va que muestras obtenidas
en otras zonas, pueden sufrir diferencias res-
pecto a las muestras obtenidas en el dedo, por
lo que debera ser correctamente informado.

3. Para la obtencion de la gota de sangre se utiliza
una lanceta esteril ultrafina metalica compan-
ble con los principales dispositivos de puncion
del mercado y que garantiza la puncion capilar
practicamente indolora. El dispositivo de pun-
cion ofrece la posibilidad de seleccionar la pro-
fundidad de penetracion de la lanceta a dife-
rentes niveles v la fuerza del muelle. Algunos
pinchadores incluyen un adaptador para pun-
ciones alternativas (antebrazo).

4. Para facilitar la formacion de una buena gota
de sangre es conveniente masajear el dedo en
direccion al lugar de puncion, En ese momento
se aproxima la nira reactiva, la cual absorbe la
gota de sangre por capilandad. Los equipos
suelen incorporar un sonido acistico que n-
dica que se puede retirar la tira v esperar al
analisis. Los resultados aparecen en pantalla.

5. La obtencion de resultados es en tiempo breve
(5 segundos aproximadamente). Existe la po-
sibilidad de avisador alarma para ¢l control de
la medicion a determinadas horas, Ademas,
disponen de memoria para almacenar medicio-
nes diferentes con fecha y hora,

6. Diversos aparatos incluven o adaptan impresora
o también ofrecen la posibilidad de conexion,
permitiendo la impresion de los resultados.,
Igualmente algunos aparatos se acompanan de
un programa informatco que permite realizar
griaficos de segmimiento de datos en un periodo
de tiempo, realizar informes, etc.

. Los equipos unlizados deben garantizar la co-
rrelacion de resultados con los andlisis estan-
dar de laboratono.

Equipos para urianalisis

1. Existe la opcion radicional de unilizar tiras re-
activas colornimetricas para lectura visual, Fl
procedimiento a seguir se basa en sumergir la
tira en la muestra de orina de primera hora de
la manana previamente recolectada en tubo es-
téril. La determmacion se realiza por compa-
racion de la tira reactiva con la escala de
colores impresa en el envase.

2. Los parametros que se analizan comprenden:
proteinas, leucocitos, cuerpos cetonicos, glu-
cosa, bilirrubina, urobilindgeno, sangre, nitri-
tos, pH, densidad y acido ascorbico.

3. Actualmente existe la posibilidad de urilizar
analizadores de orina semiautomaticos que son
faciles de usar, rapidos (60-90 segundos) v ga-
rantizan tiabilidad de lectura. Algunos equipos
incluyen programa informatico para gestion de
los resultados.
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PRESENTACION DE RESULTADOS

Glucemia ayunas < 5,5 mmmeol/L 5,6-6,9 mmol/l*
(70-99 mg/dL} [100-125 mag/dL]
Cuerpos cetonicos
Colesterol < 5,1 mmmeal/L 5,1-6,1 mmmol/L
1200 mag/dL] (200-239 ma/dL
Trigliceridos ayunas < 1,7 mmol/L 1,7-2,24 mmaol/L

{150 mg/dL]

(150-199 mg/dLI

* Glucemia en ayunas alterada |prediabetes); = 7,0 mmal/L [126 mg/dL] diagndstica de diabetes

Glucosa

Proteinas

Bilirrubina

Urobilinogeno

Glucosuria:

Diabetes mellitus
Renal

Embarazo
Alimentaria
Proteinuria:
Enfermedad renal
Mefropatia diabstica
Ictericia

Hepatitis aguda
Hepatitis cronica
Enfermedad hepatica
Enfermedad hemolitica

Obstruccidn biliar
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Densidad

Sangre

Cuerpos cetonicos

Nitritos

Orina dcida [pH< 7

Cetosis diabetica

Diabetes mellitus

Acidosis respiratona

Diarreas

Uremiz

Dieta hiperproteica

Vémitos

Gota

Fallo renal

Orina alcalina [pH = 7);
Hiperventilacién

Alcalosis metabalica

Dietas ricas en vegetales y lacticos
Glomerulonefritis y pielonefritis
Insuficiencia adrenal

Fallo cardiaco

Hematuria:

Calculos

Tumores

Glomerulonefritis

Pielonefritis

Cistitis

Cetonuria:

Descompensacion metabolica
Diabetes mellitus

Estados de inanicidn

Algunas dietas de adelgazamiento
Estados febriles

Bacteriuria:

Pielanefritis
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SECCION 3

Nutricion humana y dietética

32, Calculo del gasto energético total y valoracion de la actividad
fisica

33. Encuestas dietéeticas de valoracion de la ingesta individual

34. Cuestionarios de evaluacion rapida del estado nutricional.
Mini Nutritional Assessment [MNA]

35. Empleo de listas de intercambio para enfermos renales

36. Adaptacion y aplicacion del cuestionario de conducta de ali-
mentacion infantil CEBQ




PRACTICA 32

Calculo del gasto energético total
y valoracion de la actividad fisica

H. H. M. Hermsdorff, I. Labayen Goni y A. Ferndndez-Quintela

INTRODUCCION

El gasto energético total (GET) se obtiene de
la suma de tres componentes: a) el gasto energéti-
co en reposo (GER), b) el efecto termogénico de
los alimentos y ¢) el gasto derivado de la actividad
fisica (AF). Cada uno de estos tres componentes
es altamente variable v es precisamente esta varia-
bilidad la que determina las diterencias en el gasto
energético diario de los individuos.

El GET se puede medir objetivamente (calori-
metria directa € indirecta v metodo del agua do-
blemente marcada) o se puede estimar por extra-
polacion a partir de medidas antropométricas,
cuya ventaja reside en su mayor accesibilidad v
menor coste. Los métodos objetivos ya han sido
parcialmente revisados en otro capitulo de esta
obra; en este capitulo nos centraremos en la utili-
zacion de las herramientas disponibles para la es-
timacion indirecta del GET.

OBJETIVO

El objetivo de esta sesion consiste en determi-
nar el GET de individuos de diferentes grupos de
edad o en situaciones fisiologicas diferentes, por
estimacion indirecta, con el empleo de formulas y
tablas de referencia.

PROCEDIMIENTO

Fundamento

Las herramientas disponibles nos permitiran
estimar el GET para cada grupo de edad y situa-

cion fisiologica concreta. Como norma, se debe
indicar que una herramienta es tanto mas precisa
cuanto mayor sea ¢l mimero de variables que in-
cluya en su definicion.

En este sentido, las mayoria de las tormulas v
tablas de referencia para la estimacion del GET
estan basadas en la técnica de dilucion i1sotopica
{agua doblemente marcado) o en la medida de la
frecuencia cardiaca. A partir de estos métodos, los
valores de GET (kcal/dia) incluyen el coste meta-
bolico basal, el efecto termogénico de los alimen-
tos, el coste para el turnover de tejidos y el coste
derivado de la actividad tisica. En lactantes, ninos,
adolescentes y durante el embarazo y lactancia, se
tiene en cuenta ademas un coste energético adicio-
nal, debido al crecimiento, ganancia de peso v
produccion de leche, respectivamente. El efecto
energetico de los alimentos supone entre un 7% v
un 10% del gasto energético total.

Ninos v adolescentes: las necesidades energé-
ticas en la infancia v la adolescencia son dificiles
de establecer debido a las importantes diferencias
interindividuales relacionadas, sobre todo, con el
ritmo de crecimiento v con el grado variable de
actividad fisica. El calculo del GET en cada una
de las etapas de este periodo incluye un compo-
nente derivado del gasto energético del crecimien-
to somatico. En el caso de los lactantes, el coste
energético derivado del crecimiento puede variar
desde un 40% del GET en el primer mes, hasta un
3% en el segundo ano de vida; el coste energético
debido a la actividad fisica, por el contrario, es
muy pequeno en el recién nacido y va aumentando
progresivamente. Por otra parte, el gasto energe-
tico en reposo depende fundamentalmente de los
tejidos libres de grasa, por lo que los cambios en
la composicion corporal originados en ambos se-
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Tabla P32-1. CALCULO DEL GASTO ENERGETICO TOTAL (GET) EN LACTANTES

O mes

1 mes

2 meses

Jd meses

4 meses

J meses
5-9 meses

10-12 meses

110
102

£E 5% 3 88

0-3 meses
4-4 meses
7-12 meses

13 meses-3 afos

GET [kcal/dial = 89 x Pesa (kg) - 100 + 175
GET [kcal/dial = 89 x Pesa [kg) - 100 + 56
GET lkcal/dia) = 89 x Peso lkg] - 100 + 22
GET [kcal/dial = 89 x Peso [kg) - 100 + 20

Para todos los bebes

Paises desarrollados

GET lkcal/dial = 88,6 = Peso [kgl - 99.4
GET [kJ/dial = 371 x Peso lkgl - 415
Palses en vias de desarrollo

GET |kcal/dial = 95,0 x Peso [kgl - 126
GET [kJ/dial = 397 x Peso [kgl - 527

Para bebés alimentados
con leche materna

Para bebes alimentados
con formula lactea

xos durante la maduracion van a tener una reper-
cusion importante sobre los requerimientos nutri-
nvos.

Embarazo y lactancia: ¢l coste energético en el
embarazo estd determinado por la energia nece-
saria para la ganancia de peso gestacional, asocia-
da con la deposicion proteica v de grasa en los te-
jidos maternos, fetal v placentario, asi como por
el aumento en el GER de la madre. A su vez, las

GET lkeal/dial = 92,8 x Peso lkgl - 152
GET [kJ/dia | = 388 x Peso [kg) - 635

GET [kcal/dial = 82,6 x Peso lkgl - 29,0
GET [kJ/dial = 344 x Peso [kg) - 122

necesidades energeticas de la mujer durante la lac-
tancia estin definidas como el gasto energénico pa-
ra ¢l mantenimiento del peso y composicion cor-
porales, asi como el coste energetico derivado de
la produccion v secrecion de la leche materna,

Ancianos: el GET desciende en esta etapa de
la vida debido tanto al descenso del GER (1-3%
por década), como a la disminucion de la acrivi-
dad fisica.



Tabla P32-2. CALCULO DEL GASTO ENERGETICO TOTAL (GET) O DEL GASTO ENERGETICO EN REPOSO (GER) EN NINOS Y ADOLESCENTES

m ed151) pepine ] 3p uodeloiea A 2101 oonafisaua ojseh 1ap one) Z¢ BIRdRLd

< J afios

Nifies GET Ikcal/dial = 0,167 = peso lkgl = 1.517 = Longstud/Talla Im) - 618 GER lkcal/dial = 60,9 x peso (kgl - 54
GET |MJ/dia) = 0,0007 x peso (kgl « 6,349 x Longitud/Talla [m) - 2,564 GER [MJ/ dia) = 0,249 = pesa [kg) - 0,127

Nikas GET [keal/dial = 18,25 = peso [kgl + 1,023 = Longitud/Talla Im| - £135 GER Incal/dial = &1 x pesa |kgl - 51
GET IMJ/dial = 0,068 x peso lkgl « £,281 x Longitud/Talla Im] - 1,730 GER [MJ/ dia) = 0.244 x pesa lkgl - 0,130

3-10 afios

Nifes GER Ikcal/dia) = 19,6 = pesa (kg « 1,31 = altura Im] + 366 GER lkcal/dial = 22,7 » peso kgl « 435
GER [MJ/dial = 0,082 x peso kgl + 0,545 »a ltura [mi + 1,736 GER IMJ/ dial = 0,095 x pesa [kgl + 2,110

Nifas GER lkcal/dial = 16,97 x peso kgl « 1,62 x altura Im] + 371.2 GER Ikcal/dinl = 22,4 x pesa {hg) + 459
GER [MJ/dial = 0,071 x peso |kg) + 0,677 x altura Im) + 1,533 GER IMJ/ dial = 0,085  peso |kgl + 2,033

10-18 afios

Nifos GER [kcal/dio) = 16,25 » peso (kgl + 1,37 x altura Im] + 5155 GER fecat/dial = 17,5 x pesa (kgl « 651
GER IMJ/dial = 0,068 x peso lkgl + 0,574 x altura [m] + 2,157 GER IMJ/ dia) = 0,074 x peso [kgl + 2,754

Nifas GER lkcal/dia) = 8,365 « peso kgl « 1,466 x altura [m] + 200 GER fkcal/dial = 12,2 « pesa tkgl + 746
GER [MJ/dial = 0,035 = peso [kgl + 1,948 « altura |m] + 0,837 GER [M./ dia) = 0,056 = peso lkgl + 2,898
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Tabla P32-3. CALCULO DEL GASTO ENERGETICO EN REPOSO (GER)
EN ADULTOS Y ANCIANOS*

Harris-Benedict [1919)

Hombres GER [kcal/dia) = 66,47 + 13,75 x Pesa lkgl + 5.0 x Altura [cm) - 6,75 x Edad (afios)
Mujeres GER [kcal/dial = 455,09 + 9,56 = Peso kgl + 1,84 x Altura lem] - 4,67 x Edad [afios)

Owen [1986-1987]

Hombres GER [kcal/dial = B7% + 10,2 x Peso [kg)
Mujeres GER [kcal/dial = 795 + 7,18 x Peso [kg)

Mifflin-5t Jeor (1990)

Hombres GER lkcal/dia) = 9,99 x Peso (kg + 6,25 x Altura [cm] - 4,92 x Edadlafios] + 5
Mujeres GER Ikcal/dial = 9,99 x Peso (kg + 6,25 x Altura [em) - 4,92 x Edad |afos| - 141

FAO/WHO/UNU (1985, 2001)

Hombres
18-30 anos GER Ikeal/dial = 15,3 x Peso (ky) + 479
GER [MJ/ dial = 0,063 = Peso [kg) + 2,894
31-460 anos GER |kcal/dial = 11,6 x Peso [kg| + 879
GER [MJ/ dia} = 0,048 = Peso lkg) + 3,653
> &0 afios GER [kcal/dial = 13,5 x Peso [kg| + 487
GER [MJ/ dia] = 0.04% x Peso [kgl = 2,459
Mujeres
18-30 aios GER [kcal/dial = 14,7 x Peso [kg) + 496
GER |MJ/ dia] = 0,062 = Peso [kgl + 2,035
31-60 afios GER [kcal/dial = 8,7 x Pesao (kg + 829
GER [MJ/ dia) = 0,034 = Peso [kgl = 3,538
> 80 afios GER [kcal/dial = 10,5 x Peso [kg) + 596
GER [MJ/ dial = 0,038 x Peso [kgl + 2,755
Estimacion rapida
Hombres GER |kcal/dial = 1,0 keal/hora = Peso [kg)
GER IMJ/dial = 0,4187 MJ/hora = Peso [kgl
Mujeres GER [kcal/dial = 1,0 keal/hora = Pesa lkg)

GER [MJ/dial = 0,3768 MJ/hora = Pesa (kg

*Para el calculo de GER para ancianos son utllizadas las ecuaciones de la FAD/WHD/UNU, correspondientes para la edad y las
ecuaciones de Harns-Benedicl




Practica 32. Calculo del gasto energético total y valoracion de la actividad fisica W

Tabla P32-4. CATEGORIAS DE DISTINTAS ACTIVIDADES Y SU FACTOR CORRESPONDIENTE
(FAO/WHO/UNU, 2001)

Repaso

Sueno, tumbada. 1.0

Sedentaria o ligera

Actividades en posicion sentada y de pie (leer, escribir, usar el ordenador, ver la te-

levision, hablar, escuchar musical, oficinistas, abogados, médicos, estudiantes, de-
pendientas de comercio, maestros, jubilados, parados, trabajos de laboratorio,
secretarias, amas de casa y profesiones similares). 1.55

Activa 0 moderada

Actividades como practicar el feeling, ciclismao, tenis, bailar, y otros deportes
aerchicos, gimnasio. 1.75

Muy activa o intensa

Caminar con carga, cortar arboles, cavar y otros trabajos en el campo no mecani-
zados, futbol, squash, rugby. 210

*Los factores que se presentan incluyen el gasto por la actividad fisica y el efecto termogénico de los alimentos

Tabla P32-5. CALCULO DEL GASTO ENERGETICO TOTAL [GET) EN EL EMBARAZO
Y EN LA LACTANCIA [FAO/WHO/UNU, 2001)

Primer trimestre  GET |kcal/dial = GET + 0 keal
Segundo trimestre GET [kcal/dial = GET . i s s * 360 keal
Tercer trimestre  GET lkcal/dial = GET + 475 keal

worrespondeente a la edod

Madre con ganancia de peso satisfactoria en el embarazo  GET [kcalfdial = GET ... ..aumes i cses * 505 keal

rorfesponfiente o la edad

Madre con ganancia de peso insuficiente en el embarazo  GET [kcal/dial = GET _ . i i wie + 675 keal

Ademas, el GET se puede estimar por calculos  Material

factoriales basados en las actividades realizadas

durante las 24 horas y el coste energético de las Se unlizaran férmulas y tablas, propuestas por

mismas. diversas Instituciones, Comités de expertos o au-

o g ; T tores.

Situaciones especiales: la determinacion de las

necesidades energéticas de los individuos con en-

fermedades agudas o cronicas s mas compleja Protocolo

que en el estado de salud, pues depende del factor

de estrés de la propia enfermedad, del nivel de in- 1. El primer método de determinacion del GET,

actividad fisica o movilidad del paciente, del tra- aplicable a los lactantes, es el que utiliza el peso

tamiento y del estado nutritivo del sujeto. v el tipo de la lactancia recibida como variables



<ILW Parte |l. Metodologia y aplicaciones

Tabla P32-6. GASTO ENERGETICO EN FUNCION DE DISTINTAS ACTIVIDADES INDIVIDUALES

PARA ADULTOS

Ligera Intensa
Dormir 0,017 Jardineria 0,086
Estar tumbado 0.017 Badminton 0.087
Estar sentado D018 Albafileria 0,093
Estar de pie 0,01% Correr (7.0 km/h] 0,097
Leer 0,018 Segar y arar 0,098
Estudiar 0,020 Ciclisma (14 km/h] 0,100
Ver TV 0,025 Tenis 0,104
Comer 0,025 Aerobic 0,104
Coser a maguina 0,025 MNadar a braza 0,106
Mecanografiar 0,024 Cortar leha 0110
Conversar 0,027 Mineria 0110
Escribir 0,029 Karate o judo 0,113
Ducharse 0,030 Patinaje 0,118
Barrer 0,031 Escalada [sin pesos) 0,120
Lavar platos 0,037 Voleibol 0,120
Pasear 0,038 Correr (7,5 km/h] 0,121
Tocar plano 0,038
Pescar 0,038
Caocinar 0,045
Caminar (3,6 km/h) 0,051
Moderada Muy intensa
Carpinteria 0,052 Correr (8,2 km/hl 0,138
Herreria 0,052 Boxeo Ino profesional] 0,139
Metalurgia 0,052 Hockey 0,139
Usar cortacésped 0,052 Baloncesto 0,140
Frisbee 0,052 Subir escaleras 0,154
Eguitacion 0,052 MNadar a crowl 0,155
Surfear 0,052 Futbol 0,157
Tenis de mesa 0,057 Ciclisma {20 km/h) 0,160
Gimnasio 0,059 Correr (9,5 km/h] 0,167
Fregar el suelo 0,060 Esquiar 0,174
Limpiar ventanas 0,061 Balonmano 0,174
Mecanica 0,061 Cargar troncos 0,174
Ciclismo |8 km/h) 0,064 Buceo 0,205
Caminar (5,1 km/hl 0,069 Boxeo |profesionall 0,209
Lavar ropa [manuall 0,070 Salto con cuerda 0,209
Remar 0,075 Squash 0,209
Golf 0,079

(Tabla P32-1), dado que el coste energético por Se calculara primero el GER, de acuerdo con

AF es muy pequeno en este rango de edad. el sexo v la edad. Las tablas P32-2 v P32-3 pre-

2. El segundo método de determinacion del GET sentan las tormulas mas utilizadas para ninos
es el que uriliza el GER y el gasto energético v adolescentes v adultos v ancianos, respecti-

derivado de la AE vamente. Posteriormente, se determinara el




Préctica 32. Calculo del gasto energético total y valoracién de la actividad fisica

Tabla P32-7.FACTORES CORRECTORES DEL
GASTO ENERGETICO EN SITUACIONES

ESPECIALES PARA ENFERMOS U

HOSPITALIZADOS*
Actividad fisica
Reposo en cama 1.2
Movimientos en la cama 1,25
Ambulatorio 13
Situacion especial o enfermedad
diagnesticada
Cirugia menor 1.2
Cancer 14
Infeccion
Leve 1.1
Moderada 13
Severa 14
Sepsis mayor 1.6
Paritonitis 14
Iraumaltisimo
Esquelatico 1.4
Cabeza [comatosal 1.4
[terapia con esteroides] 1.6
Traumatismo multiple 1.5
Traumatismo + Sepsis 1,6
Quemadura
0-20 % 1115
20-30 % 1.6
30-50 % 1.7
50-70 % 18
70-90 % 20
Factor térmico
Por cada grado de
temperatura por encima
de los 37 °C 1.13
*Aplicables en adullos y ancianos

P32-4). Finalmente, se multiplica este factor
por el GER para determnar ¢l GET, Estos fac-
tores incluyven el gasto por la actividad fisica y
el efecto termogénico de los alimentos. A los
nifios hasta los 10 anos de edad se les considera
COmMo activos,

En las situaciones fisiologicas de embarazo o
lactancia, la ingesta calorica de la mujer se cal-
culara mediante la suma entre el GET (GER
correspondiente a la edad y factor de AF) mas
un factor que depende del periodo gestacional
en que se encuentre ( Tabla P32-5).

3. Un tercer método, que se aplica en adultos
sanos, es aquel que cuantifica de forma mas
precisa la actividad fisica diaria v que ademas
tiene en cuenta el peso del individuo (Tabla
P32-6).

4. En el caso de pacientes hospitalizados o enfer-

mos se tendrd en cuenta un factor corrector del
coste energetico que depende del tipo de agre-
sion o lesion.
Se calculara primero el GER, de acuerdo con
el sexo, mediante la ecuacion de Harris-Bene-
dict (Tabla P32-3). Posteriormente, se deter-
minara el factor de AF adecuado, segun las
actividades que desarrolle a lo largo del dia,
en condictones de salud {Tabla P32-5) o en-
fermedad (Tabla P32-7) v se mulnplicard este
factor por el GER. Finalmente, se determinari
el factor de lesion o agresion, correspondiente
a la enfermedad diagnosticada (Tabla P32-7)
v se multiplicara este factor por el resultado
de “GER x factor de AF" para determinar el
GET.
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PRACTICA 33

Encuestas dieteticas de valoracion
de la ingesta individual

E. Sanchez Campayo e I. Zazpe Garcia

INTRODUCCION

La anamnesis dietética es uno de los pilares en
los que se basa la valoracion del estado nutricional
de un individuo. Los especialistas en nutricion y
otros profesionales sanitarios necesitan informa-
cion sobre el patron de consume alimentario v la
ingesta de nutrientes para establecer la relacion
entre la dieta v el estado de salud de los indivi-
duos. La obtencion de dicha informacion precisa
del empleo de encuestas dietéticas o alimentanas.
En esta practica se van a explicar tinicamente las
mas empleadas para valorar la ingesta individual:
el recuerdo de 24 horas, el cuestnionario de fre-
ctiencia de consumo de alimentos (CFCA), la his-
toria dietetica v el diario dietenico. Cada uno de
estos métodos tiene sus ventajas, limitaciones y
aplicaciones {Tabla P33-1) que deben conocerse
antes de su empleo en la practica dieténca.

Recuerdo de 24 hora: es uno de los métodos
mas usados para valorar la dieta actual, conocer
con detalle los alimentos v bebidas ingeridos en
las ultimas 24 horas v calcular v valorar ¢l conte-
nido en nutrientes. A veces, la estimacion de la n-
gesta se puede ampliar a las ultimas 48 o 72 horas
para reducir el sesgo de vanabilidad en la ingesta
intrasujeto. Para cumplimentar esta encuesta hay
que anotar el alimento v la cantidad consumida,
la forma de preparacion, el tipo de alimento (por
ejemplo, hay que diferenciar entre leche entera,
desnatada o semidesnatada), los ingredientes de
un plato, la marca comercial (si se conoce) y, por
ultimo, el lugar v la hora de consumo. Ademas,
para realizar una estimacion mas precisa de la
cantidad consumida, se pueden emplear apoyos
visuales (fotos, replicas de alimentos...).

Cuestionario de frecuencia de consumo de ali-
mentos (CFCA): es la encuesta mas empleada actual-
mente en epidemiologia nutricional, Consta de una
lista mas o menos extensa de alimentos v de una re-
lacion de frecuencias de consumo (diaria, semanal,
mensual v anual), Por lo general, el CFCA hace re-
ferencia al consumo en el ulomo ano, para facilitar
el recuerdo v evitar al mismo tiempo la variabilidad
estacional, ya que el consumo de ciertos alimentos
varia segun la estacion. Un CFCA es cualitativo si
solo informa de la frecuencia de dicho consumo v
semicuantitative, si ademais senala el tamano de la
racion tpica (gramos o medidas caseras). Por al-
tmo, senalar que es posible realizar la derivacion de
los nutrientes a partir de la frecuencia de consumo
por grupos de una manera facil y comoda.

Historia dietética: es el método de recogida de
mnformacion dietética actual v pasada mas preciso
v valido de todos. Consiste en una entrevista perso-
nal que incluye un recuerdo de 24 h, una lista por-
menarizada de alimentos para que el encuestado
senale la frecuencia con que los consume v un diario
prospectivo de lo que se consume en tres dias.

Diario dietetico: mérodo prospectivo muy pre-
ciso que evalioa la ingesta actual. Consiste en soli-
citar al encuestado que rellene a diario en un
formulario durante 3, 7 o incluso mas dias, todo
lo que come y bebe en el hogar o fuera de él. Este
metodo requiere que el entrevistado sea instruido
previamente sobre la manera de detallar las por-
ciones consumidas.

OBJETIVO

Los objetivos de esta sesion practica son en
primer lugar conocer los aspectos mas relevantes
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Tabla P33-1. VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LAS ENCUESTAS DIETETICAS
MAS EMPLEADAS EN LA PRACTICA

Recordatorio 24 h - Rapido y ecandmico - No es muy util para estudios
- Buen grado de aceptacién y analiticos
comprension - Lamemaria del paciente puede
- Indica la ingesta habitual [seriadal determinar la eficacia del
- Basta con un solo contacto cuestionario
= La estimacion del tamafio de las
porciones puede ser inexacto
- Mecesidad de entrevistadores
cualificados
Cuestionario de frecuencia - Economico - Depende de la memoria del

preparados

Historia dietética

analfabetos

de las encuestas dieténicas mas empleadas en la
prictica, ¥ en segundo lugar, iniciarse en su ma-
nejo con el fin de comprobar lo complicado que
resulta la recogida de datos con precision.

PROCEDIMIENTO

Fundamento

La determinacion de la ingesta de nutrientes
se basa en la recogida de informacion respecto a
los alimentos consumidos ¥ su transformacion en
nutrientes utilizando las tablas de composicion
apropiadas.

Material

* Recuerdo de 24 horas.

* Cuestionario de frecuencia de consumo de ali-
mentos.

* Cuestionario de preferencias y aversiones ali-
mentarias.

Posibilidad de enviarlo por correo
- Estima ingesta habitual

- Permite establecer asaciaciones
entre dieta-enfermedad
- Mo precisa entrevistadores

Existe uno validado en Espana
Posibilidad de empleo con
Es concreto y completo

Incluye datos sobre el cocinado
- Mas preciso que el CFCA

paciente
- Precision relativa
~ Es dificil su validacion
- Poco eficaz en nifios y ancianos
- Posible limitacién a la hora de
seleccionar los alimentos del

cuestionario

- Precisa de gran cooperacion y
de personal cualificado

- Precie elevado

= No hay un modelo patran para

interpretar la informacian

Protocolo

1. Por parejas, se van rellenando mediante entre-

vista personal cada una de las encuestas dieté-
ticas recogidas en esta prictica, anotando al

mismo tiempo los problemas o dudas que van
surgiendo en la recogida de los daros,

. A continuacion, se exponen las dificultades en-
contradas ¥, por tultimo, se proponen soluciones

e

o pautas de actuacion que permitan recoger da-
tos sobre vanables dieteticas con la mayor pre-
cision posible.
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PRESENTACION DE RESULTADOS

La presentacion de resultados consiste en cumplimentar los siguientes cuestionarios de habitos ali-
mentarios y estilos de vida, de frecuencia de consumo de alimentos v de preferencias y aversiones.

ANAMNESIS DIETETICA. ENCUESTAS ALIMENTARIAS
DATOS PERSONALES

T T o e e e e S ERehd i
Edad oo, T Estado civil ..ooooovnciiinnanns 4 P [ 1 R
Lugar de nacimiento ... P LT S T T e Sl A
Meotivo de la eanstitla Lol aiie i e e e b A oM 0 e e b et e
DUEUEPATEONT: wvuvetimenyoseusnemsssssomesam s bems b im ot o4 e Hn 8ot H 1428 bd 1 o4k o £t 4444184 bt 8k £ i1
Talla .cveenes cm Pesoactual oo kg Peso habitual ..o kg

CUESTIONARIO DE HABITOS ALIMENTARIOS Y ESTILOS DE VIDA*

Habitualmente, ;cuales de estas comidas realiza?

Desayuno Merienda
Media manana Cena
Comida Recena Otros:

iCuantos dias a la semana va a comer 3 €asa al MadiodiaT. .. e s
;Mantiene un peso estable 3 1o largo del HEMPOT ..t et e e fh kbbb b b b s e kbbb e
+Ha intentado reducir peso alguna vez T (POF QUET Lo s e
; Toma algln preparado VIEaMINICo O MIEIEFELT. o i e bbb e s bbb bbb kbt m b £ b
iLe preocupa su alimentacion?...

4 Practica algun tipo de actividad f|5r|:a¢' i N o AR 5

Habitualmente, ; cuanto tiempo anda al |:ha'?. i g AR S

iCuantas horas duerme al dia?...

i Cuantas horas trahajafeatudla aL |:||a7 ;

iTiene alguna enfermedad?.....cciiniine. LElualT Wi

SRumat.. L S LCUEHIDE <:|garr|kl.u: aL d|a’-’

iSuele het}er atcu}hﬂl" T|pn de bebtda y cantidad diaria o semanal

En comidas y cenas, ; que 5uele beber? s B A R A B e s
i Toma pan en las comidas? ... pdeque tipo?. ... (Cudntas rebanadas? .o,
3 Qb acpite utiliza parg alifart oo eaiama &Y PEPECOETIEET ooy b i neminsss basbssh b bims e aaass sads s dbsie sl S s

*Se puede consultar otro modelo de histona dietética en: Murioz M, Aranceta J, Gacia-Jalén | [2004).
Mutricidn aplicada y Dietoterapia, pp. 1293-1297 {22 ed.). Eunsa, Pamplana.
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RECUERDO DE 28 Hi ciiiiiminiiiiiiiis i s s s s a st i i
El dia de ayer fue: El ipo de alimentacion realizada el dia de ayer:
Labarable 1. Fue como la de cualquier otro dia
Vispera de festivo 2. Aver estuve enfermo
Festivo 3, Fue un dia diferente al habitual

TOMA: 1. Desayuno 2. Media manana 3. Comida 4. Merienda 5. Cena 6. Recena 7. Otros




Préctica 33. Encuestas dietéticas de valoracién de la ingesta individual

CUESTIONARIO DE FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS*

Lacteos
Leche entera |1 taza, 200 cc|
Leche sermidesnatada |1 taza, 200 ccl
Leche desnatada |1 taza, 200 cc]
Nata o crema de leche [1/2 tazal
Yogur entero |uno, 125 gl
Yogur desnatado [uno, 125 4]
Queso en porciones |1, porcion 25 gl
Otros gquesos: curade, semicurado (50 gl
Queso blance o fresea |50 g)
Natillas, flan, puding luno, 130 cc)
Un plato o racion de 100-150 g,
excepto cuando se indique otra cosa
HUEVOS, CARNES Y PESCADOS
Huevo de gallina luna)
Follo o pave
Carne de ternera o vaca
Carne de cerdo
Carne de cordero
Conejo o liebre
Higada [temera, cerdo, pollo}
Jamén serrano o paletilla luna loncha, 30 gl
Jamdn York, jamdn cocido [una loncha, 30 gl
Otros embutidos [salchichon, chorizo..JI50 g)
Pescado blanco
Pescado azul
Mariscos [5-6 piezas)
Pescado y mariscos enlatados funa lata, 50g]
Un plato o racion de 200 g, excepto
cuando se indique
VERDURAS Y HORTALIZAS
Verduras cacidas
Lechuga, endivias, escarola 100 gl
Tomate, pepino, zanahoria 100 g
Gazpacha andaluz [un vaso, 200 ccl
Patatas fritas comerciales [una bolsa, 50 gl
Patatas [ritas caseras [una racian, 150 gl
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CUESTIONARIO DE FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTODS !cantmuacrdnf

Uruphnun:mmptu:MHmdnm

Pmra 0 racion de fruta fresca

Frutas en almibar o en su jugo [dos unidades)
Datiles, higos secos, pasas. (150 g)
Frutos secos {30 gl

Un plato o racion [150 gl, excepto cuando
se indigue otra cosa

LEGUMBRES Y CEREALES

Lentejas, alubias, garbanzos

Pan blance (50 gl

Pan integral (50 gl

Pan de molde [dos rebanadas, 50 gl
Cereales desayuno (30 gl

Arroz |un plato en cocidol

Pasta un plate en cocidel

Una cucharada o porcion individual.
Para frelr, untar, alifiar ensaladas.
Utilice en total

ACEITES ¥ GRASAS

Aceite de oliva luna cucharada soperal
Aceite de girasol [una cucharadal

Margarina [porcion mdvidual, 12 gl
Mantequilla [porcion indivdual, 12 gl
BOLLERIA Y PASTELERIA

Galletas Maria |4-6 unidades)

Galletas integrales o de fibra (4-6 unidades|
Galletas con chocolate |4 unidades)
Croissant, ensaimada, pastas de té |una|
Magdalenas [1-2 unidades|

Pasteles |1 unidad)

Chocolates y bombones (30 gl

Cacao en palve luna cucharada de postre]
MISCELANEA

Croquetas, empanadillas, precocinadas lunal
Salsa de tornate frito, ketchup luna cucharadital
Mermeladas (una cucharadital

Azlicar [una cucharadital

Miel [una cucharadital
Snacks distintos de patatas fritas (una bolsal
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CUESTIONARIO DE FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS /continuacion/

BEBIDAS
Bebidas carbonatadas con azucar |un vasal
Bebidas carbonatadas light |un vaso)
Zumes industrialeslun vasol
Café descafeinado [una taza, 50 ccl
Cafe [una taza, 50 cc)
Té luna taza, 50 cel
Vino lun vasito, 100 ccl
Cerveza (una jarra, 330 cc)
Licores |una copa, 50 cc
"Tamado del ESTUDIO PREDIMED. Nodo Pamplona AP-UNAY). Departamenta de Epidemiologia y Salud Piblica, Universidad de Navarra

CUESTIONARIO DE PREFERENCIAS Y AVERSIONES ALIMENTARIAS

Indique por orden de preferencia para cada grupo, los tres alimentos que mas le gusten. Si hay algiin
alimento de ese grupo que no consuma, sefidlelo también,

Carnes

Embutidos

Pescados

Huevos

Lacteos

Cereales

Frutas y frutos secos
Verduras y hortalizas
Legumbres
Reposteria

Bebidas no alcohdlicas
Bebidas alcohdlicas
Aperitivos
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En general, sefiale los tres alimentos que mis le gusten:
1.

2,
5.

En general, seiale los tres alimentos que menos le gusten:

O

COMENTARIOS
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Cuestionarios de valoracion rapida

del estado nutricional.
Mini Nutritional Assessment (MNA)

M. Cuervo Zapatel y |. A. Martinez Hernandez

INTRODUCCION

La valoracion nutricional, en general, consiste
en la determinacion del nivel de salud v bienestar
de un individuo o poblacion desde el punto de
vista de la alimentacion, v depende del grado en
el que las necesidades de nutrientes (fisiologicas,
bioquimicas v metabolicas) quedan cubiertas por
la ingesta de alimentos en la dieta. Este equilibrio
entre demanda y requerimientos resulta afectado
por muchos factores como edad, sexo, nivel de ac-
tividad o situacion Hisiopatologica, entre otros, En
este contexto, la realizacion de una evaluacion nu-
tricional completa requiere de muchos recursos,
tanto materiales como humanos, v no siempre se
dispone de ellos, incluyendo el tiempo para reali-
zar las determinaciones. Por ello cuande no es po-
sible realizar una valoracion detallada del estado
nutricional de todas y cada una de las personas de
uno o varios grupos de poblacion, resulta mas
adecuado realizar un primer cribado, para identi-
ficar aquellos individuos en riesgo nutricional, v
realizar después una evaluacion mas detallada, a
las personas que realmente presentan una situa-
cion nutricional comprometida. Para realizar este
cribado, se han desarrollado en las dltimas déca-
das distintas escalas de valoracion rapida del es-
tado nutricional para permitir una intervencion
nutricional temprana cuando sea necesaria. En ge-
neral, son cuestionarios rapidos, sencillos y que
no requieren personal especialmente cualificado
para realizarlo, ni determinaciones analiticas, lo
que facilita su aplicacion.

De entre todos los cuestionarios existentes, se
presenta en esta practica el Mini Nutritional As-
sessment (MNA), como ejemplo aplicado de uno
de ellos.

OBJETIVO

El objetivo de esta practica es realizar un cri-
bado poblacional, con objeto de detectar de ma-
nera rapida aquellos individuos en riesgo nutricio-
nal, v centrar los recursos disponibles en aquellas
personas que realmente lo necesitan.

PROCEDIMIENTO
Fundamento

El MNA es un cuestionario desarrollado para
conocer el riesgo de desnutricion en personas ma-
vores v se ha seleccionado, entre otros, por su
mayaor sensibilidad (capacidad de un test para de-
tectar correctamente a los sujetos con enferme-
dad) y especificidad (capacidad de un test para
detectar correctamente a los sujetos sin enferme-
dad), su amplia utilizacion a nivel mundial (tra-
ducido a mas de 20 idiomas) y porque se ha
validado para utilizar en cualquier entorno en el
que viva la persona mavor: hospital, residencia o
domicilio particular.

A partir de la version completa del MNA, des-
arrollada en 1991 y validada en 1993 en dos con-
textos sociales diferentes: Albuguerque {Nuevo
Méjico-EEUU) v Toulouse (Francia), se desarrollo
en 2001 una version reducida, que identifico 6 pre-
guntas de las 18 que forman el MNA completo,
las cuales se correlacionaron estrechamente con la
version completa del cuestionario. De esta manera,
actualmente existe la posibilidad de realizarlo en
dos etapas: una primera version reducida v otra
mas detallada para aquellos casos que presentan
en la primera la posibilidad de tener desnutricion.
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Tabla P34-1. CUESTIONARIOMINI NUTRITIONAL ASSESSMENT [MNAI]

Neéstle Mini Nutritional Assessment
W i
utrition MNA
INSTITUTE
Apellidos: Nombre:
Sexp: Edad: Peso, kyg: Talla, cmi Facha:
Responda & la primers parte ded cuedtionatie mdicondo |& puniuscian sdecusdas para cada pregil punlas corfespondientes al cribaje y

del eziado rutncianal

iah o snferior a 11, complete el cuesborano pard oblenes una aprec

J. i Cuanitas comidas completas toma al dia?
0= 1 camida
| = 2 camidas D
2 = 3 comidas
K. Censume el paciente
= productos lacteas al menas

A, Ha perdide el apetito: Ha comido menes por falta de
apetitio, problemas digestives dificultades de
masticacion o deglucien en los ultimos 3 meses:

@ = ha comida muchd menos

| =ha comida menas

1 ez 7 C
2 = ha comido igual | ‘I_n‘:' "'" '-':d':" siE ha O
B. Perdida reciente de peso |« 4 mases) bt ock i b ik
0 = pérdida de peso= 3 kg la2vecesala s-zmana'-'. ) iy ne O
i = fila eak » carne, pescado o aves, diariamente: s no O]
£ = perdida de pesc antre 1 y 3 g - .
3 = no ha habido pérdida de peso [ 0f=02 1 sies
B B
T, Movilidad 0.5 = 2 sies an
0 = de-la cama al sillon 1,0 = 3 sies
1 = aulonomia en af interiar D L. ;Consume frutas o verduras al menas 2 veces al dia? 0O
Z = sale del domicilic 0 = ho 1=s8i
D_Hatenido una enfermedad aguda o situacion de estrés M. ;Cuantos vasos de agua o otros liquidos toma al dia?
psicoligice en los Ultimos 3 meses: 0 [agua, zume, café, te, lacha, vino, cerveza...|
0=si Z=no

E. Problemas neuropsicolegicos
0 = damancia o depresion grava
| = demanda moderada [:I
Z = sin problamas psicologicos

F. Indice de masa corporal [IMC = pesa [tallal® en kg/m®

0=|MC=1%

1=19sIMC <21

2=21=[MCX <23

3=IMC =23 O
Evaluacion del cribaje
|subtotal max. 14 puntos) ulw
12 puntos o mas normal - fo s necesaris continuar la

evaluacion

11 puntos o menos:  posible malnutricion - continuar la
evaluacion

G. LEl paciente vive independiente en su domicilig?

1 =5 0=no
H. i loma mas de 3 medicamentos al dia¥

D=5l I'=no D
I. jUlceras o lesiones cutaneas? D

D=5 I=no

rat d it s 7 h Aging #0044 ¢
Societe des Products Mestle. 5.4, Vevey, Sewtzerinrd, Trademarks Owrers
Mesite, 1994 Rewisaon 2004, N&¥I00 12/99 10M
Para mas mifariviacion: dnaw. mna-elderlgcam

0,0 = menas de 3 vasos

0.3 =de Jalvasos l:] D

1,0 = mas da § vasos

. iForma de alimentarse?

0 = necesita ayuda
I = =& alimenta solo can dificulta 0
4 = s& alimenta solo sin dificultad.

. i5e considera el paciente que estd bien nutrido?

0 = malputrician grave
! = na lo saba o malnutricidn moderada I:[
2 = &in problemas de nutricion

. En comparacien con las persenas de su edad, jcomo

ancuentra el paciente su estado de salud?

0.0 = paar

0.3 = no lo sabe

1.0 = igual D D
£,0 = mejar

. Circunferencia braquial [CB en cml

08 =CB=121

=23l s GBx 22
J0=CH>22 DI:F

. Circunferencia de la panterrilla (CP en om]

0=LCP«=3]

1=CP =131 E

Ewaluacion Imax 1& puntos)

Ewaluacian global Imaw 30 puntos|

o

Cribaje I | 0

0o

Ewaluacion del estado nutricional

De 17 a 23.5 puntas D riesga de malnutriclen
Meros da 17 puntcs D malnutrician
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Material

¢ Cuestionanio MNA.

* Peso de precision.
* Tallimetro.
* Cinta métrica inelistica.

Protocolo

El cuestionario MNA consta de 18 preguntas
(Tabla P34-1). Cada pregunta ofrece diferentes
respuestas posibles, cada una de ellas asociada a
una valoracion numérica determinada. La suma
total de los puntos correspondientes a cada res-
puesta permite la valoracion global de la situacion
de desnutricion, de la persona mayor en este caso,

Las variables estudiadas en la version com-
pleta del MNA se agrupan en cuatro apartados:

l. Parametros e indices antropomeétricos: indice
de masa corporal, perdida de peso y perimetros
braquial v de la pantorrilla.

2. Evaluacion global: hace referencia al estilo de
vida, movilidad y medicacion.,

3. Parametros dietéticos: preguntas sobre ¢l tipo
de dieta vy liquidos ingeridos, nimero de comi-

das v autonomia en la alimentacion,
4. Valoracion subjetiva: percepcion personal de

la persona encuestada sobre nutricion v
salud.

Como se ha expuesto anteriormente, existe la

posibilidad de realizarlo en dos etapas: una pn-
mera version reducida y otra mas detallada para

aquellos casos que presentan en la primera la po-
sibilidad de tener desnutricion (Tabla P34-1).

Calculos

Una vez completadas las 6 preguntas de la pni-
mera parte del cuestionario, también llamado
“seccion de cribado™, hay que sumar la puntua-
cion total obtenida en funcion de las opciones
marcadas. Si el resultado es:

* 12, 13 o 14, se considera que ¢l encuestado no
esta en riesgo de sufrir desnutricion v no se con-
sidera necesario completar el resto del cuestio-
nario.

Primera parte del cuestionario MNA: version reducida

Preguntan.® 1: “;Ha perdido el apetito? ; Ha comido menos por falta de apetito, problemas digestivos, dificultades
de masticacion o alimentacion en los ultimos tres meses?”
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* 11 o menos, el encuestado puede estar en riesgo
de sutrir desnutricion, por lo que debe comple-
tarse necesariamente ¢l resto del cuestionario
{las 12 preguntas de la 2. parte).

Una vez completadas las 18 preguntas, se
suma la puntuacion obtemida, sobre un maximo
de 30 puntos, para realizar la evaluacion global.
Si el resultado es:

® > 235, el encuestado NO estid en riesgo ni en
estado de desnutricion.

* Entre 17 y 23,5 puntos (ambos incluidos), el en-
cuestado presenta riesgo de desnutricion, por lo
que conviene realizar una exploracion mas
completa y aconsejar al encuestado realizar un
seguimiento dieténco,

¢ < |7 puntos, ¢l encuestado se encuentra en si-
tuacion de desnutricion, por lo que conviene
tanto realizar una exploracion mds detallada
como derivar al sujeto al médico,

Con objeto de recoger unos resultados repre-
sentativos y comparables entre todos los partici-
pantt:s, lfl'.'lll\"ii."l'll.' l‘rt].‘.‘l.rﬂ.l' prl]r{]{:lll{}ﬁ dL‘
mterpretacion de cada una de las preguntas que
integran el cuestionario. En este sentido, se pre-

Pregunta n.® 2: "Pérdida reciente de peso [< 3 meses|”

;Ha notado pérd
¢ Ha notado que el

sentan a continuacion los algoritmos de decision
que pretenden avudar en la interpretacion uni-
forme de cada una de las preguntas.
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Pregunta n.? 3: "Movilidad "

Pregunta n.? 4: “;Ha tenido alguna enfermedad importante o situacion de estres psicologico en los Ultimos 3
meses?
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Pregunta n.® 5: “Problemas neuropsicologicos

i Ha visitado al psiquiatra, psicologo u otro

profesional de salud mental recientemente?

Pregunta n.° é: “Indice de Masa Corporal [IMC = [peso en kgl/altura m?)”

IMC = [peso en kgl/(altura m?)
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Segunda parte del cuestionario MNA: version completa
Pregunta n.® 7: ", El paciente vive independientemente en su domicilio?”

b
;
l
S

Pregunta n.? B: “;Toma mas de tres medicamentos al dia?”
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Pregunta n.° 9: “;Ulceras o lesiones cutaneas?”

i Tiene algun tipo de lesiones o

herigas en la pie 1?

Pregunta n.® 10: "; Cuantas comidas completas realiza al dia?”

\%_i_ No Si No Si No
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Preguntan.®11: "; Consume el paciente productos lacteos al menos una vez al dia?” “;Consume el paciente hue-
vos 0 legumbre 1 0 2 veces por semana?” ";Consume el paciente carne, pescado o aves, diariamente?”

Pregunta n.® 12: “; Consume frutas o verduras al menos dos veces al dia?”

¢ Suele incluir fruta y/o vegetales en su dieta?
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Pregunta n.® 13; "; Cuantos vasos de agua u otros liquidos toma al dia?”

Bebe habitualmente

Pregunta n.° 14: "Forma de alimentarse”
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Pregunta n.® 15: ";Se considera el paciente que esta bien nutride?”

Pregunta n.® 16: "; Como encuentra el paciente su estado de salud en comparcion con las personas de su misma
edad?”

mo considera usted que es ado de salud?
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Pregunta n.® 17: "Circunferencia braqual (CB en centimetros]”

} [ -
~} ! ]'I Si el valor final es: g J
[ |
L L

Menor de 21 Entre 21-22 [ambos incluido) Mayor de 22
Marcar la casilla > 22

Marear la casilla "< 21 Marcar la casilla "21-22" Marcar {a casilla "> 22

L L l

Suma 0 puntos Suma 0,5 puntos | Suma 1 punto

Pregunta n.® 1B: "Circunferencia de la pantorrilla [CP en centimetros]”

! v
Menor de 31 cm \ 3o mq_yurﬂn'ﬂl cm
v
Marcar la casilla "< 31" Marcar la casilla “= 31"
! v
Suma 0 puntos Suma | punto
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PRESENTACION DE RESULTADOS

Evaluacion del cribado (1.2 parte)

Suma puntuacion 1.7 parte

Resultados

= 121mnta5 =11 puntos
[ ¥
Estado correcto Riesgo desnutricion
No seria necesario completar Completar cuestionaria
cuestionario para dicha persona

Evaluacion global

Suma puntuacion 2.7 parte

Resultados

| l l

>17 17-23,5 >235

v v r

Desnutricion Riesgo de desnutricion Estado correcto

COMENTARIOS




PRACTICA 35

Empleo de listas de intercambio
para enfermos renales

INTRODUCCION

La funcion renal juega un papel muy impor-
tante dentro del organismo, participando en la re-
gulacion del equilibrio acido-base, en el balance
hidroelectrolitico, en el metabolismo fostocalcico
v en el balance nitrogenado, entre otras muchas
funciones. Por ello, la insuficiencia renal aguda
(IRA} o la insuficiencia renal cronica (IRC), afec-
tan de manera especial a la situacion metabélica
nutricional de los pacientes.

La enfermedad renal cronica (ERC) se deftine
como la disminucion de la funcion renal, expre-
sada por un filtrado glomerular (FG) < 60
mL/min/1,73 m?, o como la presencia de daio
renal de forma persistente.

Los requerimientos nutricionales que se ven
mas afectados en la enfermedad renal son:

Energia: |a ingesta energética varia entre 35-
45 kecallkg/dia. El gasto energético también se
puede calcular a través de formulas convenciona-
les como la de Harris-Benedict.

Proteinas: las recomendaciones proteicas va-
rian entre 0,6-0,75 g/kg/dia.

Minerales: los pacientes con ERC deben rener
en cuenta; fosforo entre 600-1.000 mg/dia. Potasio
entre 1.500-2,000 mg/dia. Sodio entre 1,8-2,5 g/dia.

Dentro del plan de alimentacion de enfermos
renales, el empleo de listas de intercambio permite
confeccionar la dieta de forma personal e indivi-
dualizada segun las apetencias v gustos del pa-
ciente, el cual va a sepuir una dieta durante un
largo periodo de tiempo.

Para crear las listas de intercambios, deben uni-
ficarse los alimentos, pertenecientes a un mismo

G. Peré Ceballos, M. Herndndez Ruiz de Eguilaz

grupo o no, teniendo en cuenta que contengan la
misma proporcion o cantidad de un determinado
nutriente o nutrientes, Para su correcta utihdad en
el tratamiento dietetico de cualquier enfermedad,
deben unificarse los alimentos en funcion de los tres
macronutrientes (hidratos de carbono, proteinas v
grasas) v posteriormente unificar el contemdo ca-
lanico, aplicando 4 kcal/g en el caso de hidratos v
proteinas, ¥ 9 kcal/g en el caso de las grasas.

OBJETIVO

El objetive de esta pracrica es familiarizarse
con el manejo de las listas de intercambio para
crear menus, en este caso para enfermos renales,
sin necesidad de tener que calibrarlos.

PROCEDIMIENTO

Fundamento

Atendiendo a las caracteristicas de edad, peso,
talla v situacion fisiopatologica del paciente, se
confecciona una dieta para un dia, utilizando las
listas de intercambio.

A partir de esta dieta, se pueden obtener distin-
tos tipos de menus, en los cuales varian los alimentos
que la componen, pero no los principios inmediatos,

Material

— Listas de intercambio “Sistema de intercambios
para la confeccion de dietas v planificacion de
mentis” (Rusolillo y Marques, 2008),
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— Tablas de composicion de alimentos (Ma-
tarx, 2009).

Protocolo

Esta practica consiste en confeccionar una
dieta para un paciente con IRC que no se encuen-
tra en programa de dialisis, teniendo en cuenta
que, en este tipo de pacientes, es de suma impor-
tancia controlar el aporte proteico, el fosforo, el

sodio y el potasio, Se facilita una tabla con los ali-
mentos que por su alto contenido en fostoro vio
potasio se deben limitar (Tablas P35-1 y P35-2).

Las dietas deberan ser elaboradas mediante el
sistema de intercambios v posteriormente se cali-
braran con las tablas de composicién de alimen-
tos, para comprobar que se ajustan los principios
inmediatos.

Alimentos con un alto contenido
en potasio y fosforo

Tabla P35-1. ALIMENTOS A MODERAR POR SU ALTO CONTENIDO EN FOSFORO
(> 200-100 MG/100 G)

Cereales y derivados
pan integral

Carnes y pescados y

derivados SErrano
Huevos Yema
Lacteos

Verduras y hortalizas
Frutas
Frutes secos Pifion, almendra

Legumbres

Seleccion de alimentos con alte contenido en fasfora.

Tabla P35-2. ALIMENTOS A MODERAR POR SU ALTO CONTENIDO EN POTASIO
(> 150-50 MG/100 G]

Cereales para el desayuno, ricas en fibra, muesli para el desayuno, arroz, pasta y

Sardina, rape, lubina, salmon, pollo, salchicha, salchichon, jaman cocido, jamaon

Leche en polvo, desnatada, queso parmesano, emmental
Alcachofa, champifon, col, brotes de soja, perejil

Uva pasa, ciruela seca, higos secos,; datil seco, coco

Alubias blancas, lentejas, garbanzos, guisantes

Cereales y derivados

Carnes y pescados y Atun, halibut, lubina

derivados
Huevaos Huevo de gallina
Lacteos
Verduras y hortalizas
tormate
Frutas

Frutos secos
Legumbres
Otros

Cereales para el desayunao, ricos en fibra, muesl, para el desayuno, pan inte-
gral, arroz y pasta integral

Conejo, pollo, jamon serrano, jamon cocido

Cuajada, flan, leche condensada, leche entera

Espinaca, col de Bruselas, coliflor, alcachofa, zanahoria, esparrago, berenjena,

Ciruela, pasa, higo, platano, grosella, uva, melon, kiwi

Alubia blanca, garbanzo, lenteja, guisante

Cacao soluble, en polvo, chocolate

Seleccion de alimentos con alto contenido en potasio. Medificado do Mataix Verdu J. Tabla de composicion de alimentos (2008], 54 ed.

Universidad de Granada, Granada.
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cion dicrética. En “Nuotricion aplicada y Dictorera-
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PRESENTACION DE RESULTADOS

1. Rellenar la tabla con el nimero de intercambios que se quiera pautar en cada toma.

Lacteos enteros
Lacteos semidesnat,
Lacteos desnatados
Cereales

Verduras y hortalizas
Frutas

Proteicos |

Prateicos |l
Proteicos lil

Grasas

Total

2. Convertir el patron fijo de intercambios en la dieta. Es decir, pasar los intercambios a alimentos con
la ayuda de las tablas facilitadas en el Anexo del tinal de esta practica.

3. Rellenar la siguiente tabla para comprobar, una vez calibrada la dieta, que se ajusta en cuanto al con-
tenido en proteinas, sodio, potasio v féstoro con la dieta elaborada por intercambios.

Energia  kcal

Proteinas g
Sodio mg
Potasic mg

Fosforo mg
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Cumada
Leche entera
Yogur entero

Leche semidesnalada

Leche desnatada
Yogur desnatado con frulas
Yogur desnatado enlero

Acelga
Alcachola

Apio

Berznjena

Bricoli

Calabacin

Cardo

Cebolla

Coles de Bruselas
Coliflor

Espéarrago fresco
Espinacas
BGuisante fresco
Judia verde
Lechuga

Pepino

Pimienta

Puerra

Tomate crude madura
Zanahoria

135
200
250

200

ANEXO. LISTAS DE INTERCAMBIO

1 uridad
| vasa
2 unidades

1 vaso

132,3
¥0
2125

3263
274
4525

a2

168,75
182
1590

170

200 1 vaso 50 348 174
250 2 unidades 120 380 240
i 250 2 unidades 177.5 iS5 2675
100 1 platec medianc 225 567 645
150 4 unidades medianas 225 225 44,5
150 2 unidades 185 4575 4“8
150 2 unidad &.5 373 s
150 1 plate pequenc 1925 555 100.5
150 ¥ umidad pequefa 4.5 345 48,5
150 1 plato pequeno en crudo 345 400 345
100 | unidad pequenia 12 1 33
50 6 unidades crudas 45 208.5 385
150 1 plato pequedo crudo 63 avB5 72
150 & unidades finas 4.5 4035 az
150 1 plato grande crudo 1425 7935 74
50 1 plato pequenc en crudo (A 150 &3
150 1 plato pequerio & 3645 57
150 | plato grande 33 357 34
150 1 plato mediano 4.5 225 34,5
150 1 unidad mediana &5 2535 a0
150 1 unidad grande 18 384 52,5
180 1 unidad mediana 27 354 31
100 1 unidad grande 70 284 14

m sajeual sowuajua eled oquuelsaul ap se1sh) ap oajduwl 'ge edNRL4



ANEXO. LISTAS DE INTERCAMBIO (cont.)

Albaricogue 245 5 umidades medianas LYys 7815 50
Cereza 145 | platn pequefio LI 356,7 .6
Cirusla 145 | unidad mediana 0 23 &2 05
Fresaffresén 50 B unudades medianas § 380 575
Higos 180 3 umdades pequedes LB ma £
LE" 140 1 unadad mediana ¥ T ) 42
Mandarms k]  unidades paguenias &1 285 55
Manzana 130 1 urvdad pequeda 21 154 "7
Melocoten L7 1 unidad mediana 12 512 0.8
Melon [T 1 rodaga mediana 0.1 13245 75,465
Membrillo 385 V unidad mediana ns T [}
Nararga byl | unidad grande 14 5191 1N
Pasas secas 20 14 uradades 4k 158,8 17
Pera 158 1 uradad mediana R ins 2054
Bifia sin prel 120 1 rodiya medana 24 1752 132
Pldtang 165 T unidad grande 1,65 43525 33
Bemelo 380 1 uridad mediana 38 5358 (31
Arroz blance 20 leucharada sopéra en crudo 1 19,4 204
Arroz integral 1] lcucharada sopera en crido 12 id b &6
Cereales de desayuno

ricos &n fibra 25 i-5 cucharas soperas colmadas 25 2815 208
Harina de trigo 0 1 cucharada sopera colmada 0k n 24
Harina integral 0 1 eucharada sopera colmada 08 0 bb
Maiz hervido en lata 80 & tucharadas soperas 2432 160 65,2
Pan blanco de barra k| 54 cm de largo 196 3 4]
Pan blanca de molde an 1 rebanada 1834 387 g
Pan de ingo y centena 0 5-b ¢m de largo 1395 % 2
Pan integral de barra an 5-4 cm de largo 20 67,5 507
Pan rallade 20 2 cucharadas soperas 130 A 8
Pan tostado |biscotes] 20 2 uradades T 3z 2
Pasta alimenticia b 2 tuch. soperas calmadas 1 a2 N4

Patata cruda 100 | unidad pegueda 1 525 é

sauoreande & eibojopoiany -y aued [



ANEXO. LISTAS DE INTERCAMBIO [cont.)

Alubias rojas/negras 30 ¢ cucharadas soperas &2 515.4 141
Garbanzos 30 ¢ cucharadas soperas 11.7 300 "
Lentejas 30 2 cucharadas soperas 315 174,86 834
Jamén cocido magro/York 30 1 locha fina 24327 B4 T2
Gallo 70 B4 % 175
Lenguado 45 65 2015 130
Lubina L5 35 153 186,75
Merluza en rodajas 45 39,15 124.2 75,15
Rape 35 225 156.2 1815
Rodaballo 85 TiA 2295 157,25
Cerdo lomo, crudo a0 1 rodaja pequena 187 43,4 453
Conejo entero crudo 50 1 porcion pequena 335 180 106,5
Pollo muslo sin piel 45 1 muslo peguedo 342 135 85,95
Vaca/buey solomillo a la plancha a0 18 120 72
Jamén curado a0 912 100 93,2
Boguerdn G0 52 1455 71
Pez espada crudo 40 9.6 2074 156,64
Sardina cruda &0 B2.2 2214 162
Trucha cruda 75 40.5 336,75 188,25

m sajeual sowajus esed O1qUIBIIAIUI BP SE1SI) ap 081dWT "§E IR

Huevo de gallina entero crudo &0 1 unidad pequefa 7%.8 75 1128
Quesao fresco tipo Burgos &0 Y tarrina pequena 108.8 4B 68

Queso en porciones 30 2 unidades pequefas 3417 &4,71 158.6
Queso en porciones 45 3 unidades o 3 quesitos 490,5 48,4 2628



ANEXOD. LISTAS DE INTERCAMBIO [cont.}

Mayonesa light 15 1 cucharada sopera ras Hnas 15 75
Nueces 15 1 unidad grande 1,05 72 75
Aceite de oliva 5 1 cucharada de postre 0 0 o
Aguacate BD Media unidad peguena 5.4 4176 35,2
Almendras B 5-6 unidades pequenas 08 61,34 42
Cacahuete 8 1 cucharada de postre 81 56 k11|
Manteguilla 5 1 cucharadita de postre 1.1 07 1.2
Mata liquida para

cocinar 18% MG 20 % vasilo pequeno 45,2 26 13

Tormado de Rusalile y Margues (2000, Listas de interchmibios para la confeccion de divtas y planificacion de mendy, g casydiel esdndes php T=composicion_alimentos.

souorseande A eboroporon ti ased [



PRACTICA 36

Adaptacion y aplicacion del

cuestionario de conducta
de alimentacion infantil CEBQ

A. Gonzilez y |. L. Santos Martinez

INTRODUCCION

La conducta de alimentacion es el conjunto de
acciones que establecen la relacion del ser humano
con los alimentos, abarcando distintos aspectos:
por un lado, deriva de la necesidad biologica de
comer impulsada por las sensaciones de hambre
generadas por sefiales hormonales provenientes de
tejidos periféricos (leptina, insulina, ghrelina, ¢n-
tre otros) que se integran en el sistema nervioso
central. Por otro lado, comer también es una fuen-
te de placer, lo que condiciona la seleccion de aki-
mentos segiin sus caracteristicas organolépticas.
Las experiencias placenteras (o las aversiones) re-
lacionadas con la ingesta de ciertos alimentos pue-

den llevar a conductas reforzadas que se repiten a
lo largo de los anos. Finalmente, la alimentacion
ademas es un acto social que se basa en normas
aceptadas, v que cumple un papel de medio de re-
lacion entre las personas de una misma cultura.
La figura P36-1 muestra una representacion no
exhaustiva de la compleja red de condicionantes
que actian sobre la conducta de alimentacion in-
fanal.

Tradicionalmente, el estudio de los factores
que mfluyven en el consumo de los alimentos se
ha basado en la medicion de la ingesta a traves
del uso de recordatorios o cuestionarios de fre-
cuencia de consumo. Sin embargo, es necesario
intentar comprender de mejor manera la rela-
cion habitual que tienen las personas con los ali-

] Patrén de suefio. | [ Eoirés, astade G anima
: .. actividad Heica ,-E Estrés, estado de dnimo |
E i FZ?:&‘W et . ingesta emational
. — | Conducta alimentaria & | Ingesta sin control
& Disfrute de la comida
g - -liasssiiniernada] Hemciaatdnie;
. Disponibilidad y]— . — "L las porciones
1 caracteristicas = = /! T i
&nln&allménh; —\ /R
ﬁ Ambiente Emd&s S
social s =—=f fuera de | Conducta de progenitores hacia hijog
H casa J
%ﬁ ﬂﬁﬂf&f,‘;ﬁ — AUTORIDAD
Bl | demilar | N/ Ambiente: clima, Pwl-:qemw
E . {:mn'ia&imnm £fCoanon, d! Figura P36-1.Ingesta y con
publicidad, oferta. | | Encargados del hogar s t >
= econémica Puicad o Famlu&miun! ducta de alimentacion en la
edad infantil.
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mentos, ¥ el papel que juega la conducta ali-
mentaria en la obesidad y en la patogenia de los
diferentes tipos de trastornos asociados a la ali-
mentacion.

CUESTIONARIO DE CONDUCTA
DE ALIMENTACION INFANTIL CEBQ

El cuestionario de alimentacion infantil
CEBQ (acronimo del término en inglés Child Ea-
ting Bebaviour Questionnaire) fue disenado con
el fin de evaluar la conducta alimentaria en la
etapa infantil. CEBQ esti siendo ampliamente
utilizado en la literatura en la actualidad, habien-
do mostrado una aceptable correlacion con me-
diciones de ingesta, un alto grado de consistencia
interna, una adecuada reproducibilidad, ¥ una
relativa estabilidad temporal durante la edad in-
fannl.

El cuestionario complero CEBQ, adaptado al
espafiol de Chile, se muestra en la tabla P36-1
(con permiso del Prof. Wardle). CEBQ consta de
35 items agrupados en ocho dimensiones de la
conducta de alimentacion (Tabla P36-2). Los
items consisten en afirmaciones sobre la conducra
del nifio que la madre responde en una escala tipo
Likert desde 1 hasta 5. Entre las ocho dimensiones
de la conducta que se miden en CEBQ), cuatro de
ellas se refieren a inclinaciones positivas hacia la
comida: disfrute de los alimentos (4 items: 2, 8,
100y 14}, respuesta a los alimentos (5 items: 19,
21,23, 26 v 32}, sobre-alimentacion emocional (4
items; 5, 15, 20 v 30} y desco de beber (3 items:
16, 18 v 24), nuentras que las otras cuatro dimen-
siones evaluan inclinaciones negativas hacia la in-
gesta: respuesta a la saciedad (5 items: 6, 11, 29,
33 y 34), lenutud para comer (4 items: 1,7, 17 v
27), subalimentaciéon emocional (4 items: 9, 25,
31 y 35) vy exigencia a los alimentos (6 items: 3,
4,12, 13, 22 y 28). Los items 1, 4, 12, 28 v 34
tenen un tipo de puntuacion reversa, CEBQ se
aplica preferentemente mediante entrevista directa
con la madre en presencia del nifio en un entorno
libre de distractores.

OBJETIVO

El objetivo de esta practica es aplicar el cues-
nonario de conducta de alimentacion infantil
CEBRQ,

ADAPTACION CULTURAL Y CALCULO
DE PUNTAJES DEL CEBQ

Procedimiento

En nuestro grupo de investigacion, CEBQ fue
inicialmente traducido y adaptado al espanol de
Chile, en un proceso que incluyo dos traductores
independientes (traduccion directa v reversa), eva-
luacion de la concordancia de versiones, un estu-
dio piloto del cuestionario en diez dios nifiofa v
sus madres v finalmente una revision en profun-
didad por parte de un grupo de expertos. En el es-
tudio piloto, se interrogd a las madres sobre la
existencia de palabras que pudieran ser de dificil
comprension y sobre afirmaciones poco adecua-
das o poco precisas, invitando a reformular los
items con sus propias palabras. La revision por
parte de expertos cambid la manera de formular
varios items y en algunos casos también la manera
de plantear la escala Likert. Por esta razén, se pro-
cedio a cambiar el orden de algunos items con el
fin de facilitar la comprension del cuestionario.

Una vez que se obtiene la version final, se debe
corroborar la concordancia en la estructura de di-
mensiones (factores) en relacion al cuestionario on-
ginal mediante un analisis exploratorio factorial.
En nuestra adapracion, hemos observado que una
estructura de siete dimensiones (combinando las di-
mensiones “Respuesta de saciedad”™ v “Lentitud en
comer” ) se adecuaba mejor a los datos que las ocho
dimensiones originales. Sin embargo, hemos prefe-
rido mantener el mismo formato del cuestionario
ongmal con el fin de preservar la comparabilidad
con la literatura internacional. Asimismo, también
debe evaluarse la consistencia interna de cada di-
mension a traves de la estadisnca alfa de Cronbach.

Para cada dimension de la conducta, se calcula
el puntaje crudo total sumando los puntos obte-
nidos en cada item. Para estandarizar los puntajes
en una escala de 1 a §, se dividen los puntos tota-
les de cada dimension entre ¢l nimero de items de
esa dimension,

PRESENTACION DE RESULTADOS

Representacion grafica de puntajes
de conducta de alimentacion

Una forma de representar la conducta de ali-
mentacion evaluada mediante el CEBQ, es a través
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Tabla P36-1. CUESTIONARIO DE COMPORTAMIENTO DE ALIMENTACION INFANTIL

Por favor, responda a las siguientes afirmaciones que se corresponden con el compartamiento de
su hijo/a hacia la alimentacién

Nunca Raravez Algunas Frecuen- Siempre

veces temente
1. Mi hijo/a termina su comida rapidamente L] L] L] L =
2. Mi hijo/a tiene interés en las comidas
y los alimentos ] L] L] &l ]
3. Mi hijo/a rechaza los alimentos que no conoce
cuando se le ofrecen por primera vez L] D D D []
4. Mi hijo/a disfruta cuando hay una gran
variedad de alimentos [ L] L] ] ]
5. Mi hijo/a come mas cuando estd preocupado ] L] ] i L]
6. Mi hijo/a deja comida en el plato al término
del almuerzo y/o la comida O ] ] il L]
7. Mi hijo/a demora mas de 30 minutos para
terminar un almuerzo o una comida L] L] L] ] L]
8. Mi hijo/a espera ansiosamente las horas
de la comida L] L] ] L] []
9. Mi hijo/a come menos cuando esta enojado ] L] [] L L]
10. Mi hijo/a disfruta comiendo L] L] [] L] L]
11. Mi hijo/a se satisface facilmente con la comida (] ] L] il ]
12. Mi hijo/a esta interesado en probar alimentos
que no ha probado antes O O O CJ [
13. Mi hijo/a decide que no le gusta una comida,
aln antes de haberlo probado L] L] L] ] ]
14. A mi hijo/a le encanta comer L] L] ] il O
15. Mi hijo/a come mas cuando esta molesto [] L] L] Jil C
16. Mi hijo/a esta siempre pidiendo algo
para beber [ ] L] L] [
17. Mi hijo/a come lentamente ] Ll L] il L]
18. Si se le diera la oportunidad, mi hijo/a
estaria siempre tomando algo de beber O O I ] []
19. Mi hijo/a esta siempre pidiendo comida ] L L] ] []
20. Mi hijo/a come de mas cuando no tiene
nada que hacer (aburridol [ L1 L] ] L]
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Tabla P346-1. CUESTIONARIO DE COMPORTAMIENTO DE ALIMENTACION INFANTIL [cont.)

21. Sifuera por él lella), mi hijo/a comeria todo
el tiempo

22. Mi hijo/a es dificil de dar en el gusto
con la comida

23. Incluso cuando esta satisfecho, mi hijo/a
esta dispuesto a comer su comida favorita

24. Sise le diera la oportunidad, mi hijo/a
estaria tomando liguidos todo el dia

25. Mi hijo/a come menos cuando estd cansado

26. Si se le diera la oportunidad, mi hijo/a
estaria siempre comiendo algo

27. Mi hijo/a come cada vez més lento durante
el transcurso del almuerzo o la comida

28. Mi hijo/a disfruta probando nuevos alimentos

29. Mi hijo/a esta satisfecho antes de terminar
su comida

30. Mi hijo/a come mas cuando estd ansioso
31. Mi hijo/a come menos cuando esta triste

32. Sise lo permitiera, mi hijo comeria
en exceso

33. Mi hijo/a no puede almorzar o cenar si ha
comido algo antes

34. Mi hijo/a tiene un gran apetito

35. Mi hijo/a come mas cuando estd contento/a

de graficos multidimensionales (Fig, P36-2). En
este grafico, se representan en la parte superior los
puntajes estandarizados de las cuatro dimensiones
proingesta, v en la parte inferior, los puntajes de
las cuatro dimensiones antiingesta, Se puede ob-
servar que los puntajes de las dimensiones proin-
gesta generan un poligono en la parte superior del

Falso General- Meutro General- Si,
mente mente siempre
falzo cierta

L

oy O B R CER Iy OO B[ g O
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OO0 O @O0 0 O I o o 0O O

grafico mientras que los puntajes de las dimensio-
nes antiingesta generan un poligono en la parte in-
terior. El drea de cada uno de estos poligonos
(calculada mediante la suma del area de los trian-
gulos que lo conforman) representa un indice de
las inclinaciones positivas o negativas hacia la in-
gesta. Adicionalmente, el ratio de las areas de
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Tabla P36-2. DIMENSIONES DE LA CONDUCTA DE ALIMENTACION INFANTIL

EN EL CEBQ

Disfrute de los alimentos

Respuesta frente a los alimentos

Sobrealimentacion emecional

Deseo de beber

Respuesta de saciedad

Lentitud para comer

Subalimentacion emocional

Exigencia frente a los alimentos

Condicién asociada positivamente con la sensacion de hambre, el deseo
de comer y el placer por el alimenta,

Susceptibilidad a preferir alimentos de rmejores propiedades organolép-
ticas en contextos habituales.

Tendencia a incrementar la ingesta en contextos emocionales negativos.

Deseo de beber y tendencia a llevar a mano bebidas generalmente azu-
caradas.

Disminucidn de la sensacion de hambre ocasionada por el consumeo de
alimentos.

Tendencia a comer mas lentamente en el curso de una comida y a pro-
longar sus tiempos de duracion.

Tendencia a reducir la ingesta en contextos emocionales negativos.

Exigencia condicionada que limita la gama de los productos de alimenta-

cion que son aceptados.

Adaptacidn cultural y ealeulo de puntajes del CESQ,

ambos poligonos puede entregar una informacion
de la conducta de alimentacion del nifo, que
puede ser comparada con la de otros nifios o con
las de un grupo de ninos. A modo de ejemplo, el
area del poligono superior en la tigura P36-2 es
aproximadamente de 1,5 (unidades arbitrarias) y
la del poligono inferior es de 0,6, lo que entrega
un ratio de areas de 2,5.

Es importante senalar que el area de los poli-
gonos v el cociente de dreas son indices utiles para
describir e interpretar los datos multidimensiona-
les de conducta de alimentacion. Sin embargo,
estos indices no son adecuados para analizar los
datos, dado que el cambio de orden de los factores
en el grafico lleva a cambios en su forma y cam-
bios en las dreas calculadas.

Disfrute de los
alimentos

Sobrealimentacion
emocional

LY
\.

Respuesta de saciedad "“'H-______

. _
o

Subalimentacidn
emacional

., Respuetaales

‘\aiimentos

\ %,
2 \\ Deseo de beber

— Exigencia frente a los
alimentos

Figura P36-2. Grafico mul-
tidimensional de la conduc-

ta de la alimentacion infantit
medida a traves del CEBQ.
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Aplicacion de la evaluacion
de conducta de alimentacion
en la poblacion infantil

Las variaciones individuales de la conducta
alimentaria podrian contribuir en el desarrollo de
estados de desnutricion, sobrepeso v obesidad,
siendo factores de niesgo modificables que podrian
ser el foco de intervenciones de salud encaminadas
a la prevencion de la obesidad. Esta estrategia
preventiva adquiere importancia al considerar que
en la actualidad la obesidad esta alcanzando nive-
les de epidemia tanto en paises desarrollados
comao en vias de desarrollo, y representando un
importante problema de salud puiblica que no
muestra signos de mejoria a corto plazo y cuyo
tratamiento a largo plazo no ha demostrado ser
sustentable. En este sentido, se ha planteado que
los niflos obesos tendrian una menor respuesta a
senales de saciedad interna, una respuesta incre-
mentada frente a las caracteristicas externas de los
alimentos, una tendencia a comer en mayor can-
tndad como respuesta a estimulos emocionales v
una tendencia a comer mas rapidamente.
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PRACTICA 37
Papel del sistema nervioso central

y sistema gastrointestinal
en la regulacion del apetito

A. Solomon Edwards y M. Marqués Felui

INTRODUCCION

Un hecho relevante en la regulacion del meta-
E'lt"lh',\ﬂl"l "u ]'H]lﬂl]'.,'l.‘ El]t‘f;{"tl{.—ﬂ] [ =1 I-.'I L'.\Lt-h‘lh..'i.] dL' una
mteraccion multifactorial entre estimulos aterentes
(nutricionales, nerviosos, endocrinos v metaboli-
COs), provenentes del sistema ].',:]H[['LH]'ITL'NTII'IJ' (5GI
o del tejido adiposo, v ordenes eferentes, produci-
dos por el sistema nervioso central (SNC) en res-
puesta a las senales periféricas, que establecen un
equilibrio entre el apetito y la saciedad y contribu-
yen a ajustar el gasto energético (Fig, P37-1).

El SNC v el 5G] constituyen un complejo ex-
trinseco bidireccional comunicado mediante mul-
"],'!ll."q COnNexIones ]'Il..'!.l[il[].ijL'\ v l'."“d.”Lr'ln.l!’\, [anto
a nivel central como penitérico. La esnmulacion
de las neuronas correspondientes produce retlejos
viscerales que a través del tallo cerebral regulan
tanto I‘U"i.'l”‘”'."“' ﬂ.lﬂ-l!’tI-!r'ulll.‘-\lllh’lli."- COmMmo ].I SENsa-

cion de hambre v la homeostasis energética. En
este complejo sistema también juega un impor-
tante papel el tepdo adiposo, sintetizando gran
cantidad de hormonas relacionadas con el mera-
bolismo v peso corporal que se liberan al sistema
circulatorio generando impulsos nerviosos a re-
giones del cerebro, produciendo un sistema com-
plejo de senales promovidas por la situacion
nutritiva y metabolica (Fig. P37-2).

Dentro del SNC, el hipotalamo recoge senales
neuronales v provenientes del sistema circulatorio,
condicionando la expresion de neuropéptidos ac-
tivadores del apetito u orexigenicos e inhibidores
del apetito o anorexigénicos, importantes regula-
dores de la ingesta v peso corporal. En este con-
fexto, este canlplr:‘]H sistema homeostatico estd
ajustado tanto a corto como a largo plazo, por
tactores de indole variada. Asi, el apetito o la
saciedad son regulados a corto plazo mediante
factores nutricionales (exposicion repetida a
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Figura P37-1. Regulacion del balance energetico

Figura P37-2. Regulacion de la ingesta: mecanismos
implicados,
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alimentos, npo v canndad de alimentos, etc.) v se-
nales hisiologicas, entre las que se encuentran al-
gunos factores estimulantes de la ingesta, como
puede ser una hipoglucemia producida por un es-
tado de ayuno, o por mecamsmos de saciedad,
producidos por la llegada de alimentos al esto-
mago. Por otro lado, la regulacion a largo plazo,
donde el organismo establece una serie de meca-
nismos, tiene como principal objetivo el manteni-
miento estable del peso v de la composicion
corporal. De todas formas, estas dos categorias de
sefiales no son excluyentes, ya que existen factores
hormonales como la insulina, la leptina o la ghre-
lina, que participan en senales a corto v largo
plazo, afectando conjuntamente a la ingesta v el
EASIo energético,

La ingesta alimentana involucra distintos as-
pectos del comportamiento, como pueden ser ¢l
hambre, el entorno de la comida y la decision de
empezar a comer. La complejidad de la sensacion
de hambre se demuestra en la diversidad de hor-
monas, neuropeptidos, neurotransmisores y areas
cerebrales que entran en juego.

Asi, el hipotalamo es la principal zona del
SNC que acoge la sefalizacion v regula este pro-
ceso, en el que estan involucrados diterentes me-
diadores y regiones cerebrales. Concretamente, ¢l
nucleo arqueado (ARC) o “centro activador™ del
hipotalamo juega un papel importante en ¢l con-
trol de la ingesta, debido a la presencia de neuro-
nas que poseen receprores especificos vy que
ademas descansan cerca de la barrera hematoen-
cefalica, por lo que son altamente accesibles a se-

Figura P37-3, Corte transversal de cerebro de rata. La
zona oscura corresponde al hipotdlame, 1. Niclea

arcuato, 2, nicleo paraventricular, 3. hipotalameo late-
ral y 4. nucleo ventromedial,

nales generadas por la leptina, insulina v ghrelina,
Desde el ARC se provectan fibras nerviosas a
otras regiones importantes como el nucleo para-
ventricular (PVN) o “centro integrador”, el hipo-
tilamo lateral (LH) o “centro del hambre” ¥ ¢l
ventromedial (VMH) o “centro de la saciedad”
(Fig. P37-3). Dependiendo de la situacion nutri-
cional, todas estas areas hipotalamicas sintetizan
neuropeptidos que producen diversas senales que
a traves de conexiones neuronales regulan la in-
gesta v la homeostasis energenca.

Tambien las senales de saciedad generadas por
mecano v guimiorreceptores provenientes del
tracto gastrointestinal y érganos ajenos afectan a
la ingesta de alimento, mfluyendo sobre el apento

mediante la activacion de neuronas del hipota-
lamo, v éste a su vez, estimula a la ingesta de ali-
mento, cesando la respuesta al sentido del gusto v
de la vista, produciendo saciedad v rechazo a los
alimentos.

En resumen, las senales nutricionales, nervio-
sas, endocrinas v metabolicas producidas por los
distintos organos v sistemas que regulan la home-
ostasis energenca se liberan en respuesta a la situa-
cion nutricional ¥ metabolica en que se encuentra
el organismo. La integracion de este conglomerado
de estimulos contribuye al mantenimiento estable
del peso v la composicion corporal a través de la
regulacion del balance energénico, en el que inter-
actua el SGI v el SNC mediante senales nerviosas v
hormonales especificas.

OBJETIVO

Los objetivos que se plantean en la presente
prictica son, por un lado, analizar i vivo los efec-
tos producidos por la admunistracion de insulina
(hipoglucemia) sobre la ingesta v los niveles de glu-
cosa. En segundo lugar, se pretende analizar los -
veles glucémicos de ghrelina y estudiar la posible
interaccion de la ghrelina con la senalizacion ore-
xigénica mediada por la disponibilidad de glucosa,

PROCEDIMIENTO

Fundamento

Es evidente que los nurrientes ingeridos v las
senales nerviosas de distension abdominal afec-
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tan a la expresion de péptidos que regulan la sen-
sacion de hambre, el metabolismo energético y el
peso corporal. Moléculas como la glucosa pro-
duce sefales sobre el SNC, asi, por ejemplo, un
estado de hipoglucemia promueve la activacion
de neuronas orexigénicas v glucosensitivas loca-
lizadas en el hiporalamo estimulando la ingesta
de alimentos. La insulina es una hormona sinte-
rizada en las células beta del pancreas, conside-
rada como pieza clave en la regulacion de la
homeostasis glucostatica v energética. La insu-
lina posee un doble efecto sobre la ingesta v peso
corporal: a mivel central posee un efecto anore-
xigénico, en cambio periféricamente disminuye
los niveles de glucosa en sangre generando una
senal orexigenica.,

Por otro lado, la ghrelina es una hormona, sin-
tetizada principalmente en el estomago, que en el
ayuno o hipoglucemia presenta altos niveles de ex-
presion, mientras que estan disminuidos tras una
sobrealimentacion y en la obesidad,

Material y equipos

Muestras y/o material biolégico

¢ Rata Wistar macho 200-250 g.

Equipos

¢ Balanza.
¢ Glucometro v tiras de glucosa.
¢ Contador Gamma.

Material

¢ Ghrelin RIA Kit {Linco Research).
¢ Jaula de polipropileno y serrin.

* Tubos de ensayvo.

¢ Jeringuilla.

Reactivos

Triton X-100 0,05%.,
EDTA 0,025 M
Azida sodica 0,08%,
Insulina.

Protocolo

1. Invectar subcutaneamente suero salino con n-
sulina (10 [U/kg) en la rata Wistar.

2. Tras 4 h, se registra la ingesta v los niveles de glu-
cosa. La ingesta se cuantifica anotando la canti-
dad de pienso introducido en la jaula al principio
del experimento v a las 4 h. La glucosa se deter-
mina mediante un método basado en la quimica
seca, utilizando un glucometro, obteniendo san-
gre directamente de la cola de los amimales.

3. A su vez, extraer sangre de la rata para realizar
el analisis de ghrelina plasmanca. Para deter-
minar la ghrelina en sangre pipetear 100 pl. de
los estandares v de los controles, 100 pL de las
muestras a cuantificar v anadir 100 pL de SBF
(excepto a los tubos de CT).

4. Realizar el buffer de ensavo v anadir 300 pl. a
los tubos de NSB, 200 pL a los Bo y 100 pL al
resto. Ademas, 100 pL de Ac a todos los tubos
(excepto a los de NSB v CT).

5. Agitar los tubos € incubar a temperatura am-
biente v oscuridad durante 20-24 h,

6. Tras las horas de incubacion anadir 100 pL del
trazador '**I-ghrelina a todos los tubos y vor-
tear, volver a incubar durante 20-24 h a tem-
peratura ambiente ¥ oscuridad.

. Anadir 1 mL de reactivo precipitante a todos
los tubos (excepto al de CT) e incubar durante
20 minutos a 4 °C.

8. Transcurrido este tiempo, centrifugar a 3,000 g
a 4 °C durante 20 minutos. El reactivo precipi-
tante se une al complejo '**I-ghrelina-anticuerpo
formando un pellet.

9. Absorber el sobrenadante con mucho cuidado

para no romper ¢l precipitado y medir la ra-
diactividad en el contador gamma.

Calculos

La cuantificacion de ghrelina presente en las
muestras se realiza mediante una recta patrén, En
ella se representa el porcentaje de umon de la
ghrelina marcada con el anticuerpo (% G) trente
a concentraciones conocidas de ghrelina. El por-
centaje de union se calcula mediante la siguiente
formula, siendo Bo (blanco) la unidn total de
4 .ghrelina-anticuerpo.

% G = (Concentraciones estandar/Bo) x 100
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Anadir en los tubos Bo '*'l-ghrelina, ant-
cuerpo vy suero bovino fetal (SBF), con lo que se
calcula la umién maxima de la "**l-ghrelina al an-
ticuerpo. Afiadir ¢l SBF a todos los tubos para
evitar reacciones inespecificas del anticuerpo con
algun compuesto plasmatico. Es necesario cono-
cer tambien la union inespecitica (NSB, Non
Specific Binding), es decir, la cantudad de '2']-
ghrelina no se une al anticuerpo, por lo que en
los tubos NSB se anade unicamente '**l-ghrelina
v SBE.

Por ultimo se determinari las cuentas totales
(CT) en los rubos a los que se anadié exclusiva-
mente '“l-ghrelina, cuantificando la cantidad de
radioactividad emitida por la '*I-ghrelina median-
te un contador gamma (DPC Gambyt).

PRESENTACION DE RESULTADOS
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PRACTICA 38

Determinacion de los niveles
plasmaticos de leptina e insulina

M. Fernandez-Galilea, S. Lorente-Cebrian y M. |. Moreno-Aliaga

INTRODUCCION

La leptina es una hormona secretada por el
tejido adiposo blance v que circula en plasma en
una concentracion proporcional a la grasa corpo-
ral. Fundamentalmente, es producida y secretada
al torrente sanguineo por el tejido adiposo blanco
por lo que se le considera una adipoquina, aun-
que se ha observado que se expresa en otros teji-
dos tales como estomago, miisculo esquelético,
cartilago fetal, pituitaria, tejido mamario, hipo-
talame v placenta. Esta adipogquina actia en los
centros nerviosos hipotalimicos controlando la
ingesta v regulando el gasto energénico. En con-
diciones de ingesta excesiva, la leptina acria re-
duciendo el apetito y promoviendo un balance
energetico negativo mediante un incremento de
la tasa metabalica, es decir, un aumento del con-
sumo de oxigeno, la termogénesis y la actividad
locomotora, como mecanismo compensatorio pa-
ra evitar una éxcesiva ganancia de peso corporal.
Por tanto, cualquier alteracion tanto en su pro-
duccién como en la sensibilidad a ella, conducen
a modificaciones en el peso de los individuos. De
hecho, la deficiencia de leptina provoca hiperta-
gia ¥ obesidad severa ranto en animales como en
humanos. Sin embargo, la mayor parte de los su-
jetos obesos presentan hiperleptinemia, v se ha
sugerido que esta asociada a una cierta resistencia
a la accion de esta hormona.

La insulina es una proteina que se sintetiza en
las celulas p de los islotes de Langerhans pancrea-
ticos en respuesta a niveles elevados de glucosa en
sangre. Tras la ingesta, la insulina estimula la cap-
tacion de glucosa desde la sangre por el tejido
muscular, hepatico y adiposo hasta que vuelve a
sus niveles normales. En este sentido, la insulina

también estimula el almacenamiento de energia en
forma de grasas en los adipocitos a partir del ex-
ceso de glucosa circulante.

Las alteraciones en la produccion o en la ac-
cion de la insulina conducen al desarrollo de dia-
betes mellitus, distinguiéndose dos tipos: la diabe-
tes mellitus npo 1 causada por una deficiencia en
la secrecion pancreatica de insulina v la diabetes
mellitus tipo 2 producida por una deficiencia en
la accion de la insulina en los tejidos diana (resis-
tencia a la insulina).

OBJETIVO

El objetiva de esta practica es la determinacion
de los niveles plasmaticos de las hormonas leptina
e insulina mediante la técnica ELISA (Enzyme-
Linked-Immunosorbent Assay).

PROCEDIMIENTO
Fundamento

La técnica que se va a utilizar en la presente
practica para la determinacion de los niveles plas-
maticos de leptina e insulina es la de ELISA tipo
sandwich. Esta técnica estd basada fundamental-
mente en la deteccion de un antigeno (leptina o
insulina) presente en la muestra a analizar, me-
diante la reaccion con anncuerpos especificos (an-
tileptina o antiinsulina) que se encuentran inmo-
vilizados sobre una fase solida. Posteriormente, la
deteccion del complejo antigeno-anticuerpo se re-
aliza mediante la adicion de anticuerpos especifi-
cos del antigeno (antileptina o antiinsulina) con-
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jugados con una enzima, de tal forma que la adi-
cion del sustrato especitico de esa enzima pone en
marcha una reaccion enzimitica cuyo producto
(generalmente de color) puede ser cuantificado es-
pectrofotométricamente (Fig, P38-1),

Esta tecnica presenta diversas ventajas, como
son su versatilidad, sencillez, uso de reactivos eco-
nomicos ¥ alta fiabilidad. La determinacion de
los niveles plasmaticos de leptina ¢ insulina me-
diante ELISA ha tenido una gran aplicacion en
diagnostico clinico. De esta forma, se puede co-
nocer de forma rapida, sencilla y fiable los niveles
plasmaticos de dichas hormonas y contribuir al
diagnostico de patologias relacionadas con las
hormonas en estudio, como por ejemplo la diabe-
tes mellitus tipo 2. Ademas, debido a su fiabilidad
v sencillez, también, permite la monitorizacion y
control de los niveles plasmaricos de las hormonas
en estudio a lo largo del tiempo v permiten un
mejor ajuste de la terapia,

Sin embargo, la mayor limitacion que presenta
esta técnica, en algunas ocasiones, es su baja sen-
sibilidad. En este sentido, se estin desarrollando
diversos métodos de amplificacion de la reaccion,
como por ejemplo, luminiscencia, lo que permite
aumentar considerablemente su sensibilidad.

Material y equipos
Equipos
* Agitador Vortex.

¢ Agitador orbital de placas.
* Espectrototometro lector de placas 2.

i
yteee

(1] (2] (3] [4) (5]

Figura P38-1. Esquema representativo de los procesos
que tienen lugar durante la realizacion del test de
ELISA para la cuantificacién de los niveles plasmaticos
de leptina e insulina,

Material

e Kit comercial para la determinacion de
leptina/insulina mediante la técmica ELISA.

* Micropipetas ¥ puntas con capacidad para 10-
20 pL v 20-200 pl.

¢ Pipeta multicanal v puntas con capacidad para
50-300 pl.

® Cubetas contenedor para pipereador.

Reactivos

* Agua desulada.

* Anticuerpos antileptina/antiinsulina,

* Buffer de lavado 10X (Tris salino 50 mM con
Tween-20).

* Estandares para leptina v/o mnsulina:

Insulina: 0,2; 0,5; 1: 2: 5 v 10 ng/ml.
Leptina: 0,2; 0,5; 1; 2; 5; 10; 20 v 30 ng/ml..

e Controles 1 y 2.
¢ Buffer de ensayo fosfosaline pH 7.4,
L]

Anticuerpos biotinilados de deteccion para in-
sulina/leptina.

® Solucion enzimatica conjugada de estreptavi-
dina-peroxidasa de rabano.

* Substrato: 3,3°.,5,5 -tetramenlbenzidina.

* Solucion de parada (HCI 0,3 M).

Protocolo

1. Para realizar la determinacion de los miveles
plasmaricos de leptina e insulina, se afaden las
muestras (suero o plasma) en las cuales quere-
mos analizar los niveles de leptina o insulina, a
los pocillos de la placa de ELISA en la que estan
fijados los antcuerpos monoclonales anti-lep-
tina o anti-insulina, en presencia del buffer fos-
fosalino. Tras un periodo de incubacion, las
moléculas de leptina o insulina presentes en las
muestras reaccionan especificamente con los
anticuerpos monoclonales antleptina o antiin-
sulina.

. Tras este periodo de incubacion, se realizan la-
vados con el butter de lavado IX para eliminar
los antigenos (leptina o insulina) que no hayan
reaccionado v los restos de muestra no fijados
v se anaden anticuerpos biotinilados antilep-
tina o antiinsulina, que se uniran a las molécu-

I
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Figura P38-2. Modelo de
recta patron para la interpo-

100 | lacion de los datos obtenidos
tras la realizacion de la téc-

nica ELISA.

las de leptina o insulina previamente inmovili-
zadas en la placa.

3. De nuevo se realizan lavados para eliminar el
exceso de anticuerpos libres que no hayan re-
accionado ¥ se afade una solucion enzimatica
con el fin de que la estreptavidina conjugada
con peroxidasa de rabano presente en esa so-
lucidn se una a los anticuerpos biotinilados an-
teriormente inmovilizados,

4. Tras un periodo de incubacion, se elimina me-
diante lavados el exceso de la enzima, y se cuan-
tifica la actividad de los conjugados anticuerpo-
enzima inmovilizados a la placa en presencia del
sustrato 3,3",5,5 -tetramenlbenzidina, mediante
la lectura espectrofotométrica de la absorbancia
de los productos de la reaccion acidificados con
la solucion de parada a 450 nm y su posterior
correccion mediante la absorbancia a 590 nm
(Fig. P38-2). El aumento de la absorbancia es
directamente proporcional a la cannidad de lep-
tina o insulina presente en la muestra.

Calculos

Valores de referencia

En individuos con peso normal, los valores de
leptina se sitian entre 1-15 ng/ml mientras que

estos valores pueden dispararse hasta niveles su-
periores a 30 ng/mL en individuos con sobrepeso
u obesidad.

La determinacion de los niveles de insulina se
utiliza para el diagnostico de diabetes mellitus, Ni-
veles plasmaticos de insulina inferiores a 2 pU/mlL
son compatibles con un cuadro de diabetes tipo 1
en la que existe una deficiencia de las celulas fi-pan-
credticas para la produccion de dicha hormona.
Sin embargo, niveles de glucosa en sangre supe-
riores a 126 mg/dL, generalmente acompanados
de mveles de insulina superiores a 16 pU/mL son
indicativos de un cuadro de diabetes npo 2 donde
las células de tejidos diana de la insulina (musculo,
higado v tejido adiposo) presentan cierto grado de
resistencia a la accion de la insulina para la cap-
tacion de la glucosa a su interior.
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PRACTICA 39
Valoracion de las interacciones

farmaco-nutriente a partir
de material bibliografico

M. A. Zulet Alzorriz y A. Marti del Moral

INTRODUCCION

La interaccion tirmaco-nutriente se detine co-
mo la modificacion en la respuesta farmacologica
de un medicamento originada por la presencia de
alimentos. Existen diterentes formas de clasificar
las interacciones farmaco-nutriente, en general se
engloban en farmacocineticas v farmacodinamicas.
El mecanismo se debe a la presencia en los alimen-
tos de sustancias que contrarrestan o potencian el
l._"F-L‘L'H'.I LlL‘ Il"ll‘_'i |'..i rmacos. I-Il este 'H.‘l.““.i“. L lil' lqtﬁ
I!'Ifk'rﬂl..'\."i.”[]t'\ |]',|.5|_\|. {.'Z\I'l.“.ll.ll.Llh p”!’ su |'L'|.l"|n'|.1."|..'h] L‘h'
nica ¥ que esti relacionada con una interaccion a
nivel del metabolismo es la que ocurre por la in-
gestion de alimentos o bebidas ricas en nramina
durante el tratamiento con medicamentos inhibi-
d'lrl,""q dl:‘ l.ﬂ I'|'|li“ﬂ.l"']l]'ll!("‘.\;]LI-‘\J il.\hi.\.l }li CON 51N=
tomas muy graves de hipertension severa, hemo-
rragia cerebral ¥ muerte. Otro ejemplo, en este
LS50 A "]"l'l.‘j i.{l.' |..:| A I:“ﬂ‘rn..']“n LIL‘ I.'II‘II'I.h.‘I.I‘-. s I..I .1.Lj'
ministracion -.|-.‘ t-.'lr.th,u,hn.l*- junto con alimentos
que contienen calcio v magnesio (leche, vogur, que-
so, etc.), se produce una disminucion en la absor-
cion del medicamento derivada de la formacion de
quelatos con dichos 1ones.

También se incluyven en este concepto las alre-
raciones €n 'L‘l ﬂFrt"‘n't‘L'h..lT“lL'“lU l..ili.1 |.”'1- nutrientes
por la administracion de determinados medica-
mentos. Asi, la absorcion de los nutrientes por el
l]r!,;ﬂ”l\““l L‘IL'F'II.'I'H,{I,' i,!t,' MUIMErosos !liLElH'L"‘i L||.|1.' a
51 VEE i\11fkiL']] L= ]'I'I.l"l..illll..'.'ll.l”'\ |‘rnr |”‘"| “‘IL'E‘IH‘J'
mentos como son, entre otros, la motlidad gas-
trointestinal, la accion de dererminadas enzimas
Lllﬂl.“_'ifl\'i'l‘\ ‘.l-’ L'E i"‘l“l, |"|1I:r'|.' |1.'|.‘\ L'rL‘l‘uI"‘]‘F‘l LI“L' B dl"\'
criben en este grupo son las interacciones entre an-
tibidticos v la vitamina K, ya que disminuye la
sintesis bacteriana de esta vitanunaz o la presencia

de aceites minerales que dificultan la absorcion de
las vitaminas liposolubles.

De igual moedo, la interaccion farmaco-nu-
triente contempla el estado nutrinivo del individuo,
dado que la sitnacion fisiopatoldgica condiciona
la ingesta de alimentos y la eticacia y seguridad de
los farmacos.

Por ello, el estudio de las interacciones farma-
co-nutriente aborda el estado nutricional previo,
los medicamento prescritos v la histora dietética
del individuo. Los grupos que requieren mayor vi-
gilancia son: ancianos debido a la polimedicacion
v los posibles déficits nutricionales, enfermos cro-
nicos con tratamientos continuados, pacientes con
alteracion hepatica o renal, pacientes que reciben
medicamentos con margen terapeutico estrecho y
aquellos medicamentos que necesitan concentra-
ciones plasmaticas sostenidas para ser ehicaces.

OBJETIVO

El objetivo de esta practica consiste en conocer
las principales interacciones nutriente-farmaco,
con el fin de evitar modificaciones en la respuesta
farmacologica derivadas de la presencia de un akhi-
mento/componente en la dieta, asi como las inter-
acciones farmaco-nutriente que pueden compro-
meter el estado nutritivo del individuo.

PROCEDIMIENTO
Fundamento

A partir de documentacion cientifica sobre el
tema, se completaran tres tablas que recogen las
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principales interacciones farmaco-nutriente en
ambas direcciones, tal y como se muestra en el

apartado de la presentacion de resultados,

Material

* Material bibliogrifico,
¢ Base de datos Pubmed.

Protocolo

1. En primer lugar se recomienda consultar bi-
bliografia general sobre los alimentos/compo-
nentes de los alimentos que afectan a la
absorcion, distribucion, metabolismo v excre-
cion de farmacos, asi como los medicamentos
que dificultan la utilizacion de los nutrientes,

. A continuacion y con la ayuda de bases de
datos se pasara a profundizar en cada tipo de
interacciom,

(B

PRESENTACION DE RESULTADOS
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Leche y productos lacteos [calcio)

Quesos, adobados, ahumados, patés de
higado, higos, nata, conservas [tiraminal

Bacon, conservas, aperitivos [sodio)
Platanos, higos |potasiol

Dieta rica en fibra

Dietas proteicas

Dieta pobre en proteinas

Dieta grasa

Vegetales verdes, brécoli, esparragos (vitamina K|
Tomates, jugos de frutas, cafeina |acidez)
Zumo de pomelo [flavonoides)

Cafeina

Aleohal
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Antiacidos

Anticancerosos
Antibioticos
Diureticos
Aceite mineral

Antiulcerosos

Anticonvulsivantes

Contraceptivos orales

Hipocolesterolemiantes

Griseofulvina
Sales de litio

Norfloxacino
Warfarina
Entromicina
Digoxina
Clorpromacina
Levodopa
Tetraciclina
Penicilina
Cimetidina
Teofilina
IMAD

Tiamina
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PRACTICA 40 '
Determinacion del estado

oxidativo celular y/o tisular:
actividad SOD, produccion del anion
superoxido O e hidroperoxidos

P. L. Prieto-Hontoria, P. Valdecantos [imeénez de Andrade
y P. Gonzilez-Muniesa

INTRODUCCION

Los antioxidantes son sustancias que, en pre-
sencia de un sustrato oxidable, retrasan o pre-
vienen la oxidacion del mismo, es decir, su
alteracion al entrar en contacto con el oxigeno.
En el organismo existen diterentes sistemas de de-
fensa antioxidante que actuan contra el dano
producido por las especies reactivas de oxigeno
(ROS) v los radicales libres. Un ejemplo de sis-
tema de defensa antioxidante son los compuestos
con grupos tioles en su composicion, entre los
que destaca el glutanion reducido (GSH) que al
mantener el equilibrio con su forma oxidada
(GGSSG) mantiene el equilibrio redox celular. La
produccion de ROS y de especies reactivas de ni-
trogeno (RNS) en el organismo es necesaria para
un correcto mantenimiento de las funciones ce-
lulares ¥ se encuentran en equilibrio con los sis-
temas antioxidantes celulares. Una de las especies
altamente reactivas es el anion superdxido,
stendo la mas danina para las estructuras celula-
res, aungue presenta una vida media muy baja.
Este anion puede transformarse en hidroxipera-
xido a traves de una reaccion de dismutacion o
por reacciones enzimaticas de detoxiticacion, la
reactividad de esta molécula es la menor de todas
las ROS si bien su vida media es la mas elevada.
La principal enzima antioxidante es la supero-
xido dismutasa (SOD) en sus dos isoformas, ci-
tosolicas ¥ mitocondrial, la catalasa v la glutatidan
peroxidasa. La SOD transforma el anion supero-
xido, desarrollando un papel protector frente al
ataque de estos radicales libres a compuestos con
grupos tinles como el GSH.

Existen alimentos con un alto conrenido en
antioxidantes, entre ellos pueden destacarse las

frutas v verduras, el aceite de oliva o ¢l vino tnro.
Los antioxidantes exdgenos presentes en estos ali-
mentos son: vitamina E, vitamina C v vitamina A
o f-caroteno, minerales con capacidad antioxi-
dante {selenio, zing, cobre v manganeso). Por 1l-
tumo, tendriamos diferentes agentes fitoquimicos
como el dcido lipoico, el resveratrol, catequinas y
otros compuestos fendlicos. Diversos estudios me-
tabolicos v quimicos han determinado las propie-
dades de los antioxidantes contenidos en los
diferentes alimentos.

El uso de antioxidantes en el campo clinico
para el tratamiento v la prevencion de multiples
patologias relacionadas en su origen o desarrollo
con un aumento del estrés oxidante ha cobrade
especial relevancia en los tlumos afos. De
hecho, la suplementacion de la dieta con vitami-
nas antioxidantes en enfermedades neurodege-
nerativas esta ampliamente respaldada por
estudios cientificos. En los ultimos anos también
se estan llevando a cabo diferentes investigacio-
nes sobre el posible papel de la suplementacion
con diferentes antioxidantes dietéricos 0 mezclas
de los mismos en la mejoria y prevencion de la

onhesidad.

OBJETIVO

El objetivo de esta prictica consiste en deter-
minar el estado oxidativo en muestras biologicas
(células v/o tejido) a partir de la determinacion de
la produccion del anion superoxido O € hidroxi-
peroxidos por guimioluminiscencia, asi como la
medida de la actividad de la superoxido dismutasa
(SOD),
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PROCEDIMIENTO
Fundamento

Determinacion de la produccion del anion
superoxido 0, e hidroxiperoxidos
por gquimioluminiscencia

Esta técnica de medida se basa en la emision
de radiacion electromagnética producida por una
reaccion quimica. En el proceso de quimiolumi-
niscencia directa, dos reactivos, normalmente un
substrato y un oxidante, reaccionan para formar
un producto intermedio de la reaccion que pasa a
un estado electronicamente excitado, para rela-
jarse a continuacion hasta el estado fundamental
con emision de un foton, responsable de la emi-
sion de luz. Para la deteccion del anion supero-
xido se utiliza como reactivo la lucigenina por su
especificidad y su alta sensibilidad en la deteccion
de esta especie reactiva (Fig. P40-1). La determi-
nacion de hidroxiperaxidos se basa en el mismo
fundamento pero con diferente reactivo, en este

caso se utihiza el luminol (Fig. P40-2).

Actividad de la superoxido dismutasa
(SOD]

La actividad de la SOD se puede medir a tra-
ves de un kit comercial basado en un analisis co-

lorimétrico, El anion superdxido tiene una vida
media muy corta, en este ensayo se genera el anion
07 a traves de la reaccion de la xantina con el oxi-
geno generando agua y acido urico por accion de
la xantino oxidasa (XOD) (Fig. P40-3). El anion
O generado transforma el reactivo WST-1 en
WST-1 formazan que absorbe luz a una longitud
de onda de 450 nm. La SOD reduce la concentra-
cion de anion O, transformandolo en H O, dis-

minuyendo la formacion de WST-1 mrm.w.m

Esta reduccion en la cantidad de WST-1 formazan
producido es una medida indirecta de la actividad
SO,

Material y reactivos

Muestras

¢ Celulas o tepidos.

Equipos

Deternunacion de la produccion del aniin
superaxido O, e hidroxiperdxidos
por gquimioliwminiscencia

¢ Agitador orbital de placas.
* [Luminometro,
¢ Placas de luminiscencia de 96 pocillos.

Lucigenina

HI‘ DJ

Dinxet:anu M-metil acridona

Figura P&40-1. Esquema de la reaccion de quimiolumini

scencia para la deteccion de anidn superoxido,

H.N O )
| L Coo CORL a4
CC — Luz
Ft o0 coo-" Y
Luminol Peroxo d ianion Dicarboxilato Dicarboxilato

dianion excitado

dianion relajado

Figura P&0-2. Esquema de la reaccion de quimiolumini

scencia para la deteccion de hidroxiperoxido.
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W5T-1
formazan
lAbsorbancis
8 450 nenl
xantina 20, U C
20,
WST-1
H.0, + 4cido .
PR xantina
EI-' * H'IDL'

Figura P40-3. Esquema de las reacciones para la me-
dida de actividad superéxido dismutasa [S00).

Actindad de la superoxido dismutasa (SOD)

* Agitador orbital de placas.
¢ Espectrofotometro de placas.
* Placas de espectrofotometria de 96 pocillos.

Reactivos

Determinacion de la produccion del aniin
superoxido O e hidroxiperoxidos
por gquimiolununiscencia

¢ Lucigenina 0,5 mM o Luminol 0,25 mM.

* Succinato 40 mM.

* Medio (pH 7.4): sacarosa desiomizada 70 mM,
manitol 250 mM, KH_PO, 2,5 mM, MgCl, 2,5
mM, EDTA 0,5 mM, Hepes 2 mM, BSA (99%)
0,1% (pav), agua MilliQ.

Actividad de la superoxido dismutasa (SOD)

Superoxido dismutasa = actividad de 50 U/pL.
Buffer SOD 10X,
Xantino oxidasa,
Reactivo WST-1.

* Succinato 5 mM.
* Agua MilliQ.

Protocolo

Determinacion de la produccion del anion
superoxido 0, e hidroxiperéxidos

por quimioluminiscencia

Para la determinacion de O se diluyen las
muestras (células o tejido) en medio pH 7,4, des-
crito anteriormente, hasta alcanzar una concen-
tracion de 0,5 mg/mL. Previa cuantificacion de la
cantidad de proteina por el método Bradford. Pos-
teriormente se determina la cinética de produccion
estimulada por succinato (5 mM por pocillo) du-
rante 80 minutos, tras la adiccion de lucigenina a
una concentracion por pocillo de 50 M, La con-
centracion de proteina por pocillo fue de 0,1 mg.
Todas las determinaciones se recomienda se hagan
por triplicado. El protocolo para medir los hidro-
xiperoxidos sigue el mismo esquema, pero en vez
de anadir lucigenina, se anade luminol.

Actividad de la superoxido dismutasa [S0D)

Si se quiere diferenciar las isoformas citosalica
y mitocondrial de SOD se puede inhibir la 150-
forma citosolica mediante el tratamiento con una
solucion cloroformo-etanol (37,5-62,5 viv).

Se realizan tres diluciones para las muestras (cé-
lulas o tejido) con o sin tratamiento en buffer SOD
1X hasta alcanzar concentraciones de 1, 25 v 75 pg
proteina por pocillo. Paralelamente se realiza una
curva de SOD con el estandar suministrado por el fa-
bricante segun las instrucaones del kit. Se anade suc-
cinato (5 mM) a la reaccion. Los diferentes reactivos
s¢ prepararan siguiendo las mstrucciones del fabn-
cante. Finalmente, se mide la cinéntica de inhibicion
de la formacion de WST-1 formazan a 450 nm du-
rante 15 min con la avuda de un espectroforometro.

Calculos

Para la obtencion de valores fiables y repro-

ducibles se aconseja realizar cada medicion por
triplicado y calcular una media aritmética con las

tres medidas. Esa media se interpola en la recta de
calibrado obtenida con los estandares del kit.
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En las mediciones ¢s importante tener en
cuenta el limite de deteccion de cada ki,
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Determinacion de la produccion del aniion superéxido O° e bidroxiperdxidos por gumioliminiscencia

Se representa con un diagrama de barras, en el cual el eje X es el tiempo de incubacion v el eje Y es
AUC (Arbitrary Units of Chemilumuniscence) o RLU (Relative Light Units). La interpretacion de los
datos del amon superoxido e hidroxiperoxidos consistird en analizar si se produce un aumento o dismi-

nucion en la produccion de dichas moléculas.

Actividad de la superaxido dismutasa (SOD)

Se expresa en U/mL respecto al tiempo de incubacion, incluyendo el error estindar de la media de

los triplicados. La interpretacion de

os datos de la actividad de la manganeso superoxido dismutasa

(MnSOD) radica en examinar si existe un aumento o inhibicion de la actividad de la enzima respecto a

los diferentes nempos de tratamiento del ensayo,

COMENTARIOS




PRACTICA 41

Cultivos celulares: analisis de la
diferenciacion de adipocitos 3T3-L1

I. Churruca Ortega, |. Miranda Gomez y A. Lasa Elgezua

INTRODUCCION

"

Los “cultivos celulares™ abarcan gran nimero
de disciplinas y aproximaciones al estudio del feno-
meno celular, ademas de aportar una serie de venta-
jas frente a modelos e vreo como la caracterizacion
v homogeneidad de la muestra v la economia. El em-
pleo de cultivos celulares permite identificar mejor
los efectos directos de un ingrediente dietérico o de
un Eiil'l]]ilt'il 50 P!"‘Tl.' un l.!l.'rl,'l']'l'l.ir'l.il.l“ rl."i.tl“ I..IIJ.“.'I a i."|'
lado, al descartar posibles influencias indirectas de
otros tepdos del organismo, asi como de cambios en-

docrinos. Fs decir, se trata de una metodalogia me-
diante la cual se puede obtener informacion muy
detallada sobre los mecanismos de accion de molé-
culas m titro, para asi poder extrapolar ¢ identihicar
MEJor sus uHL‘tH'nx‘; dianas i vivo, Ademas, la uni-
Il.r_..'h.'l.l:l[] \lt.' I..'l._lhn'“‘i \l.'l”l..'lrl."\ pi.'r"]“l.' Ana ll.f.ll:' F’rlh:i."
sos de gran importancia como la diferenciacion de
celulas inmaduras a maduras.

La linea celular seleccionada para esta practica
es la 3T3-L1. Se trata de una linea celular amplia-
mente utilizada en la investigacion biologica del
T{']I\Jil ﬂdir‘l“ﬂ"‘. OO “'I“l..l'l."h‘ N Pirro l..Ili.1 .ldlp‘.]'
cito, puesto que bajo las condiciones adecuadas se
diferencia en adipocito.

I "l .]dipi I_l:l,‘ﬂ{"\l\ {1 I.'i }1rl HoOH0h 'LlL" Llltt‘ri‘l1k’.|k|' m
mediante el cual células precursoras mulapoten-
ciales dan origen a células adiposas maduras.
Ocurre por la activacion de un programa coordi-
nado de expresion génica mediado por factores de
transcripcion, el cual conduce a la tormacion de
una célula especializada, no sélo en almacenar y
movilizar el exceso de grasa acumulada en forma
de triglcéridos (TG, sino también en cumplir un
papel endocrino importante para la homeostasis
del organismo,

OBJETIVO

Esta prictica persigue adquirir destreza en ¢l
manejo v el cultivo de células 3T3-L1 v estudiar
el proceso de diferenciacion de preadipocito a adi-
pocito maduro. El proceso se evaluard mediante
la observacion por microscopia optica de los cam-
bios morfologicos de las celulas, que van adqui-
riendo una forma redondeada, v de forma cuanti-
tativa mediante la determinacion directa de TG,

PROCEDIMIENTO
Fundamento

En esta practica se analizara la adipogénesis.
Para ello, se estudiaran las caracteristicas de célu-
las 3T3-L1 en diferentes estadios del proceso de
maduracion de preadipocito a adipocito maduro
de modo cualitativo y cuanntativo.

Para trabajar con las células 3T3-L1, imical-
mente son necesarios los procesos de descongela-
cion, siembra v culuvoe de preadipocitos. Una vez
obtenido el nimero de muestras necesarias, se ini-
claran los procesos de diferenciacion y maduracion
de preadipocitos a adipocitos maduros, mediante la
incubacion de las células con compuestos proadi-
pogénicos que promueven la acumulacion de goras
de lipidos en el citoplasma de las células maduras.

Material y equipos
Muestras biologicas

¢ Células 3T3-L1, adquinidas de la American
Type Culture Collection (ATCC).
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Equipos

Campana de flujo laminar con luz UV,
Incubador con atmasfera §%CO_/935% aire.
Tanque de N, liquido. _
Microscopio optico.

Espectrofotometro.

Campana de extraccion,

Bomba de vacio {succion).

Centrifuga.

Bano rermostanzado,

Material

Succionador de pipetas,

Pipetas estériles de §, 10 v 25 ml.
Micropipetas v puntas estériles,
Flasks de 175 cm’.

Placas de cultivo de 6 pocillos.
Tubaos de polipropileno de 50 mlL.
Pipetas Pasteur autoclavazas.
Tubos Eppendort.

Placas de 96 pocillos,

Filtros.

Porta, camara Neubauer v cubre.
Guantes de latex.

Kit de TG.

Kit de proteinas.

Reactivos

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medum

4.5 g/l Glucose).

Suero bovino fetal (Fetal Calf Serum, FCS).
Anubioticos (pemicilina/estreptomicinal.
Acido pantoténico.

Bionna.

Dexametasona,

3-isobutil- 1-menl-xantina (IBMX).
Insulina.

Dimeril sulfoxido (DMSO).
Tripsina/EDTA 10X,

Solucion VIRKON,

Isopropanol,

n-hexano.

NaOH (0,3 N).

Sodio dodecil sulfato (SDS, 0,1%).
Etanol (70%).

Tritan X-100,

PBS 1X.

Agua destilada.

Protocolo

El trabajo con células se realiza siempre en
campana de Hujo laminar con luz UV.

Para cualguier tipo de procedimiento se en-
ciende la lampara de luz UV 15 minutos antes de
empezar a trabajar. A continuacion se limpia toda
la superficie de trabajo con Virkon v luego con
etanol al 70%. Todo el material que va a ser in-
troducido en la campana ha de ser esténl v des-
echable, v en el caso de material no desechable,
como las micropipetas por ejemplo, se deben ro-
ciar con etanol al 70%. Siempre se trabaja con
guantes.

Preparacion de medios

Dependiendo de la fase de diferenciacion v
maduracion celular, antes de trabajar, es necesario
preparar los medios de cultivo que se presentan
en la tabla P41-1. Es importante recordar que a la
hora de hacer la mezcla, cada uno de los compo-
nentes ha de ser filerado dentro de la campana.

Descongelacion de células y siembra
en flask

Las células congeladas se mantendrin en via-
les en N, liquido, en un medio a base de DMEM
v DMSO. Antes de sacar el vial conviene tener
preparado el siguiente matenal en la campana de
tlujo laminar:

¢ Un tubo de polipropileno de 50 mL que con-
tiene 20 mL de medio de preadipocitos (atem-
perado a 37 "C).

* El succionador de pipetas v pipetas de 25 v
10 mL.

* Flask de 175 cm® con una adecuada identifica-
cion (nombre, pasaje celular, fecha v tipo de cé-
lulas).

A continuacion, se toma un vial de células del
tanque de N liguido ¢ inmediatamente se intro-
duce en un bafio a 37 "C durante 2 min. Una vez
transcurrido este tiempo el vial, que se mantiene
en la palma de la mano, se rocia con etanol (70%)
y se introduce en la campana. Se le anade | ml
de medio de preadipocitos v se vierte todo el con-
tenido del vial en el tubo de polipropileno, que
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Tabla P41-1. COMPOSICION DE LOS DISTINTOS MEDIOS DE CULTIVO A UTILIZAR

EN ESTA PRACTICA

OMEM 1
FCS 10%
Biotina 5%
Acido paritoténico 5%
Penicilina/estreptomicina 5%
Insulina -
[BMX -
Dexametasona -

contendra 20 mL de medio. Se vuelve a repenr la
misma operacion. Se mezcla 4-5 veces todo el vo-
lumen del tubo de polipropileno con la pipeta de
25 mL, con objeto de obtener una suspension ce-
lular homogénea. Finalmente se recoge todo el vo-
lumen con la pipeta, se vierte con suavidad en el
flask de 175 cm? v se mueve suavemente para que
la suspension se distribuya por la base del flask,
asegurando una correcta distribucion de los prea-
dipocitos por la misma. Se cierra el tlask v se in-
troduce en el incubador a 37 "C con el tapon sin
cerrar completamente.

Nota: Es importante evitar en todo momento
el contacto del medio de cultivo v el tapon del
flask, minimizando asi el alto riesgo de contami-
nacion que existe debido a las condiciones de in-
cubacion.

Cambio de medio

24 horas después se debe renovar el medio de
los preadipocitos, va que el medio usado para la
congelacion contiene DMSQ. Este compuesto, si
bien protege las células durante el proceso de con-
gelacion, puede resultar toxico para las células
una vez se havan descongelado.

Para ello, antes de sacar el tlask del incubador,
conviene tener preparado el siguiente material en
la campana:

* Medio de preadipocitos precalentado a 37 *C.
* Una pipeta Pasteur unida a una bomba de succion.

X X

10% 10%
0% 3%
b 9%
5% 5%
10 pg/mlL 0,2 pg/mL
0,5mM -
0,25 uM -

Nota: Cuando se enciende la bomba de suc-
cion, se debe desinfectar el tubo con etanol al
70%. A continuacion se introduce en la campana
y se une a la pipeta Pasteur. Igualmente después
de su uso, serd conveniente desinfectarlo una vez
mas utilizando en primer lugar la solucion Virkon
v en segundo lugar etanol al 70%..

* El succionador de pipetas y una pipeta de 25 ml.

Para cambiar el medio se succiona en primer
lugar todo el medio sucio que contiene el task.
Para ello, es importante poner el flask en posi-
cion vertical ¥ succionar ¢l medio con la pipeta
Pasteur desde una esquina, asegurandose de que
no se tocan las células vivas que estarin adheri-
das a la base del flask. A continuacion, se hace
un lavado anadiendo 10 mL de medio limpio a
la misma esquina, agitandolos por la superficie
del flask v volviendo a retirarlos por succion. Fi-
nalmente, se anaden otros 20 mL de medio de
preadipocitos, se cierra el flask y se vuelve a n-
troducir en ¢l incubador con el tapon sin cerrar
completamente.

Este procedimiento de cambio de medio se re-
pite una vez cada dos dias.

En el momento de la siembra, las células pre-
sentan una forma redondeada antes de adherirse
a la base del tlask. Sin embargo, cuando se adhie-
ren, los preadipocitos adquieren una forma alae
gada, lo que permite realizar un control de la

siembra de forma visual (Fig. 41-1).
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Preadipocitos sin adherir

Preadipocitos adheridos

Figura P41-1. Morfologia de

preadipocitos sin adherirse y
adheridos a la base del flask

Pasaje de flask a flask

El crecimiento celular debe ser controlado vi-
sualmente. Con la ayuda de un microscopio, se
abservard principalmente la confluencia celular,
es decir, la densidad de células por cm? de super-
ficie. Asi, cuando se observe que las células han
alcanzado un 50-60% de confluencia se debe rea-
lizar un nuevo pasaje, en ¢l que todas las células
de ese flask son nuevamente sembradas en otros
2 flasks.

Para ello, se prepara una vez mas el siguiente
material en la campana antes de empezar a tra-
bajar:

¢ Medio de preadipocitos precalentado a 37 °C,

¢ Una pipeta Pasteur unida a la bomba de suc-
c1on.

* El succionador de pipetas y pipetas de 25, 10y

5 mL.

Tripsina.

PBS 1X.

Tubo de polipropileno de 50 ml..

2 flask de 175 cm? con la identificacion adecua-

damente escrita.

En primer lugar, se succiona todo el medio
sucio que contiene el flask del mismo modo que
en el paso anterior (“Cambio de medio™ ) y se rea-
liza un lavado de las células con 10 mL de PBS
1X. A continuacion, se¢ afaden 3 mL de tripsina
por toda la superficie del flask, se cierra y se in-
troduce en el incubador durante 3 minutos. La
tripsina es una enzima gue rompe las unones de
las celulas a la superticie del tlask facilitando la
separacion de las mismas. Una vez transcurrido
este tiempo se saca el Hask del incubador y se
comprueba al microscopio que las células se

havan despegado. Para agilizar este proceso se
puede golpear suavemente el flask con la mano.
Cuando se observe que todas las células se han
despegado se puede seguir trabajando en la cam-
pana.

Se anaden al flask 7 mL de medio de preadi-
pocitos ¥, con la ayuda de la pipeta, se succiona v
se libera este volumen dentro del tlask una v otra
vez para asegurarnos de que recogemos adecua-
damente todas las células. Por ultimo, se recoge
todo el volumen (10 mL) y se introduce en un
tubo de polipropileno de 50 mlL.

Se centrifugan las celulas a 1.200 rpm, durante
3 min, manteniendo una temperatura de trabajo
de 21 °C.

Noata: Mientras las celulas estan en la centri-
tuga, se cargan 15 mL de medio de cultivo en cada
uno de los nuevos fask.

Una vez finalizada la centrifugacion, se retira
el sobrenadante del tubo de polipropileno v se
anaden 10 mL de medio de preadipocitos limpio
a los adipocitos que han quedado precipitados.
Se agita con la pipeta para conseguir una resus-
pension celular homogénea. Finalmente, se re-
coge todo el volumen de suspension celular y se
anaden 5 mL en cada uno de los fask nuevos,
Se reparte suavemente todo ¢l volumen por la
base del tlask para asegurar una distribucion ho-
mogenea de los preadipocitos por toda la super-
ficie. Se cierra el flask v se introduce en ¢l
incubador a 37 “C con el tapon sin cerrar com-
pletamente.

Este paso se puede repetir tantas veces como
sea necesario. Al final, cuando ya se haya creado
un banco de celulas suficiente, algunas se conge-
lardn v otras se usardan para pasarlas a placa
poder asi realizar los tratamientos necesarios.
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Pasaje de flask a placa

Para pasar las células de flask a placa, se debe
preparar el siguiente material en la campana antes
de empezar a trabajar:

¢ Medio de preadipocitos precalentado a 37 °C,

Una pipeta Pasteur unida a la bomba de succion.

El succionador de pipetas y pipetas de 25, 10y

5 mL.

e PBS 1X.

* Tripsina.

¢ Tubo de polipropileno de 50 ml.

¢ Placas de 6 pocillos con la identificacion ade-
cuadamente escrita.

El primer paso de este procedimiento es similar
al observado en el apartado anterior. Las células
deben ser lavadas, despegadas, centrifugadas y re-
suspendidas del mismo modo que se ha descrito en
el apartado anterior (*Pasaje de flask a flask™).

Una vez obtenida la suspension celular dentro
del tubo de polipropileno, es conveniente realizar
un contaje de células antes de la siembra en placa,
va que es importante asegurarse de que el nimero
de células sembradas por pocillo sea de 25.000 a
50,000 células.

Contaje de células

Se utilizard una cimara de Neubauer que con-
siste en una porta con una cimara en la que se ob-
servan dos superficies, A y B, que contienen a su vez
cuatro cuadriculas en las cuales se realiza el contaje.

Se limpia en primer lugar el porta y cubre con
etanol al 70%. Posteriormente se cargan 10 pl de
suspension celular en la cimara de Neubauer. Se
observa el porta al microscopio y se cuentan las
células de 4 cuadriculas en la superficie A v otras
4 en la superficie B.

Se calcula la media de los contajes v se extra-
pola esta cantidad de células perteneciente a 10 pl
a la cantidad que habra en 1.000 pL (n." de célu-
las/mL}. Después se extrapola la cantidad rotal de
células que tenemos en la suspension del tubo de
polipropileno.

Siembra en placa

Segun los resultados obtenidos en el contaje
de células, se calcula la cantidad de medio de pre-

adipocitos a afadir en el tubo de polipropileno
para que la carga celular sea correcta en cada uno
de los pocillos (25.000-50.000 células/pocillo) ¥
teniendo en cuenta gue en cada pocillo se cargari
como maximo un volumen total de 2 ml.

Una vez anadido el volumen de medio de cul-
tivo necesario en el tubo, se agita con la pipeta
para conseguir una resuspension celular homoge-
nea. Se recoge todo el volumen v se anaden 2 mL
en cada uno de los pocillos distribuyéndolos de
torma homogenea por la superficie de los pocillos.
Se cubre la placa con la tapa v se introduce en el
incubador.

El medio de preadipocitos se renueva una vez
cada dos dias, hasta que se alcance el 100% de
confluencia en cada uno de los pocillos. Una vez
llegados a este punto, se debe esperar dos dias de
postconfluencia para la induccion de la diferen-
clacion.

Para esta practica se deberan haber destinado
al menos 3 placas de 6 pocillos para realizar la
medida de TG los dias 2, 6 v 12 de diferenciacion,

Induccion de la diferenciacion

Antes de sacar las placas del incubador, con-
viene tener preparado el siguiente material en la
campana:

* Medio de diferenciacion precalentado a 37 "C.

® Una pipeta Pasteur unida a la bomba de suc-
cion.

¢ Fl succionador de pipetas ¥ una pipeta de 10 ml.

Para cambiar el medio de cultivo se succiona
en primer lugar todo el medio sucio que contiene
la placa. Para ello, es importante poner las placas
en posicion inclinada ¥ succionar el medio con la
pipeta Pasteur desde una esquina, asegurandose
de que no se tocan las células vivas que estaran
adhendas a la base del poaillo, A continuacion se
anaden 2 mL de medio de diferenciacion desde la
misma esquina. Se cubren las placas v se introdu-
cen al incubador.

El medio de diferenciacion es un medio de cre-
cimiento suplementado con IBMX, dexametasona
¢ insulina, compuestos proadipogénicos implica-
dos en la activacion de una cascada altamente
coordinada v regulada de factores de transcrip-
cion que, en conjunto, conducen al establecimien-
to del estado diferenciado.
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Este dia de induccion de la diferenciacion se
considerara el dia 0. A partir de este momento las
células empezaran a diferenciarse vy a madurar.

Maduracion de adipocitos

El medio de adipocitos maduros se cambia
una vez cada dos dias. Es importante resefar que
el dia 2, el medio de adipocitos maduros lleva una
concentracion de msulina equivalente a 10 pg/mlL.
A parur de este dia, en todos los cambios de
medio que se realicen en el tuturo, se anadira un me-
dio de adipocitos maduros que contiene 0,2 pg/ml.
de insulina.

Para cualquier cambio de medio se repite el
procedimiento descrito en el apartado anterior, te-
niendo en cuenta que ¢l medio a anadir en cada
uno de los dias de maduracion lleve la cantidad
de sulina correspondiente a ese dia,

Cuantificacion de TG

La cuantificacion de TG se realiza los dias 2,
6 v 12 de diferenciacion. Para ello, se destina al
menos una placa de 6 pocillos para cada dia. Cada
uno de los dias de diferenciacion se realiza el
mismo procedimiento para la determinacion de
TG.

Para llevar a cabo esta técnica es necesario
preparar en la campana los siguientes reactivos y
material de trabajo:

¢ Una pipeta Pasteur unida a la bomba de suc-
cion,

» PBS 1X.

¢ El succionador de pipetas v una pipeta de 10
mlL.

¢ Disolucion hexano/isopropanol (H/1) 2:1 (viv).
Esta solucion ha de estar fria, por lo que con-
viene mantenerla en el congelador hasta el mo-
mento de su uso,

En primer lugar se retira ¢l medio de cada uno
de los pocillos mediante la pipeta Pasteur v la
bomba de succion. A continuacion de anade 1 mL
de PBS 1X a cada uno de los pocillos para el la-
vado de celulas v se vuelve a renirar. Posterior-
mente, se cubre la placa y se pasa a trabajar en
una campana de extraccion de seguridad apro-
piada para el uso de solventes volatiles,

Se anaden 800 pL de la solucion H/I a cada
pocillo v se dispone la placa en agitacion a tem-
peratura ambiente durante 10 nmunutos para que
se dé la extraccion de los TG de las celulas. Al
cabo de este ntempo se recogen los 800 pL. de cada
pocillo v se pasan a un tbo. Se vuelve a repenr
esta operacion 2 veces mas de forma que al final
se consiguen recolectar 2.4 mL de cada pocillo en
cada uno de los tubos. En este momento, los tubos
s¢ pueden congelar a =20 “C hasta que se pueda
llevar a cabo la cuantificacion de TG extraidos de
las células de los dias 2, 6 v 12 de diferenciacion.

Tras el dia 12 de diferenciacion se sacan todos
los tubos del congelador v se evapora el H/l me-
diante N, gas o una centrifuga-evaporadora. Se
diluye el “pellet™ obtemido en 200 pl. de Triton
X-100 al 1% en agua desulada. S¢ mezcla el con-
tenido de cada tubo mediante un vortex v se so-
nica durante 5 segundos.

Los TG presentes en cada tubo, que proceden
de la grasa extraida de los adipocitos de distintos
dias de maduracion, se cuantifican por espectro-
fotometria mediante kit comercial,

Una vez retirado el H/l de cada uno de los po-
cillos de cultivo celular, se esperan § min para ase-
gurar que estos disolventes se hayan evaporado
por completo. A continuacion, se aiaden en cada
pocillo 800 pl. de SDS/NaOH (0,1%/0,3 N) v se
ponen en agitacion durante 4 horas a remperatura
ambiente. Con la adicion de esta mezcla reacniva
se consigue lisar la célula y, por ranto, extraer el
contenido proteico de la misma.

Se recoge el volumen de cada uno de los poci-
llos y se cuanufica la proteina por espectrofoto-
metria mediante kit comercial.

Calculos

La cantudad de TG se determina a través de la
medida de ghcerol, los resultados obtenidos se ex-
presan como mmeles de glicerol/mg de proteina.
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PRESENTACION DE RESULTADOS

Analisis cualitativo:

Describir la morfologia celular

Analisis cuantitativo:

Determinar la cantidad de TG

Comparacion analisis

COMENTARIOS




PRACTICA 42

Aislamiento, manejo y estudios
en mitocondrias hepaticas

P. Valdecantos Jiménez de Andrade y P. Perez-Matute

INTRODUCCION

Las mitocondrias son los orgianulos celulares
responsables de la mavoria de los procesos meta-
balicos celulares relacionados con la obtencion ¥
transformacion de la energia. Asi, su principal
tuncion es la de sintetizar ATP a través de la ca-

catabolismo de los acidos grasos por el proceso de
la p-oxidacion (Fig. P42-1).

El tamafio de estos organulos oscila entre 0,5
v 1 pm de diametro v pueden presentar hasta
7 ym de longitud. Cada célula puede contener
entre cientos v miles de mitocondrias. De hecho,
el nimero de estos organulos varia en funcion de

las necesidades energeticas de la célula. Las mito-
condrias se encuentran rodeadas por un sistema

dena de transporte de electrones v la fostorilacion
oxidativa en conexion con el ciclo de Krebs y ¢l

Citosol

Cosd
Triglicéridos GLICOLISIS  Aminoacidos

| o e

Acil CoA Ac. Piruvico e—e— Cet::namdnE.

Glu

Mitocondria

Foslorilacion
oxidativa

r-: adana respiralana

ADP: adenosin difosfato, ATP: adenosin trifosfato, FADH,: flavin adenin dinucleotido; NADH: nicotinamida
adenin dinucleotido, Ciclo ATC: ciclo de los acidos tricarboxilicos [ciclo de Krebs); CPT1: carnitin palmitail

transferasa.

Figura P42-1. Metabolismo oxidativo mitocondrial. Adaptado de Rogge, M [(2009).
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de doble membrana, constituido por una mem-
brana mitocondrial externa y otra interna separa-
das por un espacio intermembrana. En el interior
de esta estructura de doble membrana se encuen-
tra la matriz mitocondrial en la que se encuentran
numerosas enzimas responsables de diferentes
procesos metabolicos como el cicle de Krebs o la
f-oxidacion asi como el genoma mitocondrial.

Aunque durante anos se ha considerado a estos
organulos como “simples” fuentes de energia, hoy
en dia se ha demostrado su papel tundamental en
diferentes procesos como la apoptosis v el mante-
nimiento del estado redox celular. De hecho, la mi-
tocondria es la principal fuente de especies reacti-
vas de oxigeno en ¢l organismo, aunque también
posee una serie de defensas annoxidantes que le
permiten mantener un equilibrio, si bien es cierto
que un fallo en el mantenimiento de dicho equili-
brio redox puede dar lugar a un dano oxidative al
afectar a moléculas clave como el DNA, inducir
oxidacion lipidica, etc., ¥, que en consecuencia,
puede desencadenar diversos procesos patologicos,
entre los que cabe destacar la insulinoresistencia v
la obesidad. De hecho, hoy en dia se considera la
mitocondria, y sobre todo el dano mitocondrial, el
origen de muchas patologias con importantes im-
plicaciones en la salud piblica como la anterior-
mente citada obesidad, la diabetes, etcétera.

Por otro lado, el higado siempre ha jugado un
importante papel en la regulacion del metabo-
ismo v la afectacion de la funcionalidad hepatica
se encuentra ligada a vanadas patologias metaba-
licas. Recientemente, algunas investigaciones han
descrito que las alteraciones que se producen en
el compartimento hepatico mitocondrial en situa-
ciones de obesidad pueden preceder y contribuir
al desarrollo posterior de insulinoresistencia v de
otras enfermedades metabélicas.

OBJETIVO

Los objetivos a desarrollar en esta practica
seran, en primer lugar, aislar la fraccion mitocon-
drial hepanca por sedimentacion diferencial, y a
continuacion, valorar la funcionalidad de las mito-
condrias aisladas mediante la medicion de los prin-
cipales parametros respiratorios: consumo de
oxigeno en los diterentes estados respiratorios, ratio
de control respiratorio (RCR) y ratio 2O (relacion
entre la sintesis de ATP v el consumo de oxigeno).

PROCEDIMIENTO
Fundamento

El aislamiento de mitocondrias que se describe
a continuacion puede ser aplicado con pequenas
modificaciones a las mitocondrias de cualquier re-
jido ¥ no solo a las hepaticas, que ¢s el ejemplo
que se muestra en esta practica. En primer lugar,
se procede a la ruptura de la membrana celular
manteniendo las mitocondrias integras. Segmda-
mente, la fraccion mitocondrial se aisla de otros
organulos v restos celulares por centrifugacion di-
terencial. Los extractos mitocondriales aislados tal
¥ COmo se expone a continacion pueden ser con-
gelados a —80 "C v emplearse posteriormente para
cuantificar, por ejemplo, la actividad de las prin-
cipales defensas antioxidantes (enzimarticas y no
enzimaticas) o para medir la produccion de las
principales especies reactivas oxigeno.

Igualmente, estas mitocondrias aisladas pue-
den ser tratadas i vitro con diferentes farmacos,
antioxidantes, etc., con el objeto de estudiar los
efectos directos de dichas sustancias sobre la tun-
cionalidad mitocondrial, es decir, sobre el consu-
mo de oxigeno en los diferentes estados respira-
torios asi como sobre los ratios RCR y P:O.

El método empleado para analizar que las mi-
tocondrias aisladas con el protocolo que se des-
cribe a continuacion son funcionales v se basa en
la capacidad de un electrodo de oxigeno tipo
Clark (Fig. P42-2) para detectar pequeiias y ra-
pidas variaciones en la utlizacion del oxigeno,
los cuales son determinados por cambios en la co-
rriente eléctrica asociados al equilibrio electro-
quimico establecido entre el oxigeno disuelto en
la muestra v el par anodo-catodo del electrodo
(Fig. P42-2).

Mediante la medida del consumo de oxigeno
se pueden analizar diferentes parametros respi-
ratorios que indican la funcionahidad e integri-
dad mitocondrial. En funcion de los sustratos
empleados para la medida del consumo de oxi-
geno se analizan los diferentes estados respirato-

rios (Fig. 42-3), que son:

— Estado 2: corresponde a un funcionamiento no
fosforilativo de la cadena de transporte de elec-
trones v estd caracterizado por la presencia de
un sustrato oxidable, como el succinato, asi
como por la ausencia de ADP y el consumo
lento de oxigeno.
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a) Electrodo tipo Clark b] Disco del electrodo tipo Clark

Catoda Anodo

c] Partes del electrodo tipo Clark

D
OUT e == Al Disco de medida
— & B] Agitador magnetico
N — B~ C) Camara de medida
B 0] Tapon de metraquilato
i E] Camisa control de temperatura
A
Figura P&42-1. Imagenes del electrodo tipo Clark.
— Estado 3: corresponde a un funcionamiento
l}_\'ld.‘itl\'[! L{l." I.l 1.:.'|.|J|:n.l. i,jl..' II‘.'tI‘JHrInI‘TL' 'l S¢ ¢5[a-
blece tras la adicion de ADP y esta caracteri- > @
I.Jd{} P[Ir un l."ll."i-'ﬂl.lﬂ CONSUMo l.tt ll.\'l;l_’”'l'. —
— Estado 4: se establece cuando todo el ADP dis- e
; s oy
ponible es transformado en ATP ¥ se restablece .

un estado no fosforilativo con un consumo de
oxigeno lento.

{_.II'IFI El’h lj.l[ﬂ‘» ﬂl"‘l'i..'l‘"i.i{l‘ﬁ cn IU‘\ L“i[.ldﬂ‘\ respl-

256 nmde O

b1
!
ratorios se pueden calcular diferentes ratios que > — -9
son los marcadores/indicadores de la funcionali- L
dad mitocondnal. Los dos principales son: i P g,
- Ratio de control respiratorio (RCR): se utiliza ESTADO 4
como marcador del acoplamiento entre la ca-
dena de transporte de electrones v la sintesis de - =@ Tiempe Imin
ATP. Este ratio indica la inregridad v funciona- i
lidad mitocondrial. Se caleula como el cociente i Consuma de 0, TS fGrifica cbtenida

&N ouigralo

entre el consumo de oxigeno (nm/min) en el es-
tado 3 v en el estado 4.

- Ratio O: una medida indirecta de la eficiencia
de la fosforilacion oxidativa, es decir, que cal- Figura P42-3. Consumo de oxigeno en los diferentes
cula la relacion entre la sintesis de ATP v ¢l con- estados respiratorios [grafica obtenida en un oxigrafol,
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sumo de oxigeno y que se caleula como el co-
ciente entre el ADP v el oxigeno consumido en
el estado 3.

Material y equipos
Equipos

¢ Homogeneizador Potter-Elvhejem.

¢ Tubo de vidrio y pistilo para homogeneizador
Potter-Elvhejem.

¢ Centrifuga y rotores (y adaptadores para el
rotor si fuera necesario).

Registrador.

Microjeringas {Microliter™ Syringe).
Bano termostatizado a 30 "C,

Bomba de vacio.

Filtros de 50 pm de didametro del poro.

Reactivos

e Sacarosa de un 99% de pureza.

* Resina de intercambio 16nico.

* TES al 99%,.

* EDTA (acido etilendiaminotetraacéticol.

* Albimina sérica bovina (BSA 99%), libre de
acidos grasos y globulinas.

D-manitol.

H,PO,

Mg Cl.

Hepes de un 99,5% de pureza..

Rotenona.

Succinato.

Adenosin difosfato (ADP).

Carbonyl cvamde 3-chlorophenylhvdrazone
(CCCP).

Agua wltrapura.

& & & ® & & & @

Protocolo

Preparacion de soluciones

Solucion de sacarosa desiomzada (1,25 M)
® Sacarosa de pureza 99%.

* Anadir resina de intercambio ionico (0,5 g/25 mL
solucion).

Electrodo de oxigeno npo Clark v caja de control,

* Dejarlo 24 horas a 4 °C con agiracion.
¢ Filtrar en filtro de 50 pm.

Mediao | (pH 7.4)

Sacarosa desiomizada 250 mM.
NaTes (pH 7,41 5 mM.

EDTA 1 mM.

Agua milh Q.

hl[':h’!i _1 JPH q,‘itnl

Sacarosa desionizada 250 mM.
NaTes (pH 7,4) 5 mM.

B5SA 999 FFA 5 mg/ml.

Agua milli Q.

Medio 3 (pH 7,8)

Sacarosa desionizada 70 mM.
Manitol 250 mM.

KH,PO, 2,5 mM.

MgCl , 2,5 mM.

EDTA 0.5 mM.

Hepes 2 mM.

BSA FFA (99 %) 0,1% (p:v).
Agua mulh Q.

Extraccion de las mitocondrias

Inmediatamente después de la extraccion del
higado, se introduce en el medio 1 (10 mL/g ep-
do) mantenido en hielo v se fragmenta con tyjeras.
A continuacion se homogeneiza en un homogenei-
zador Potter-Elvhejem (6/8 ciclos de 10 segundos),
El homogeneizado resultante se centrifuga a
3.000 g durante 10 min a 4 °C (paso 1 del esque-
ma que se incluve a continuacion como figura
P42-4). El sedimento constituido por nicleos y
restos celulares se desecha. Con el sobrenadante
se realiza una centrifugacion a 9.000 g durante 10
min a 4 "C (paso 2) v se desecha el sobrenadante.
El nuevo sedimento esta formado por las mitocon-
drias pero pueden quedar restos de otros organu-
los. Para proceder a la puriticacion del sedimento
mitocondrial se resuspende con pipeta en el medio
2 (2/5 del volumen inicial) v se repiten los pasos |
v 2 obteniendo finalmente un precipitado purifica-
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do que esta constituido por la fraccion mitocon-
drial ya limpia. Este tltimo precipitado se resus-
pende con pipeta en medio 2 (0,5 ml/g de tejido
inicial). Todas las operaciones descritas en el trans-
curso del aislamiento se realizarin a 4 °C (hielo) y

con material libre de jabones (Fig. P42-4).

Analisis de la funcionalidad mitocondrial

Antes de comenzar la medida es necesana la
calibracion del electrodo asi como un periodo de
estabilizacion de la senal. Para ello se pipetean 2
mL de agua ultrapura en la cimara del electrodo
a la que se anaden unos cristales de ditionito so-
dico (Na,5,0,). Esto provoca que la concentra-
cion de O, descienda rapidamente a cero. En ese
momento se ajusta el valor del registrador v del
dispositivo de control a cero, correspondiente a la
ausencia de corriente eléctrica. Seguidamente, se

aspira esta solucion con una bomba de vacio vy,
tras minuciosos lavados de la camara con agua
milli 1, se pipetean 2 mL de agua saturada de oxi-
geno a 30 °C. El valor estable que se registra en
milivoltios equivale a 256 nm O /ml.

Una vez estabilizada la medida se pipetea en
la cimara del electrodo 1 mL de medio 3 v se es-
pera hasta que se estabilice la medida v se llegue
a un equilibrio de gases con la atmasfera. Después
se anade la suspension de mitocondrias que sea
equivalente a una concentracion de proteina de |

mg/ml. A continuacion, se cierra la camara y se
espera a la estabilizacion de la sedal. Por dtimo,

se anaden diversos sustratos, con microjeringas a
través del orificio del tapon, para establecer los es-
tados respiratorios en la siguiente secuencia:

— Rotenona § pM = Inhibe el complejo 1 de la
cadena de transporte.
- Succinato 2,5 mM = Establece el estado 1.

Homogeneizar

: Desechar :

Resuspender en el
Medio 2 [2/3 V inicial)

Resuspender en 0,5 mL/g tejido de Medio 2

Extraccion del tejido

Intraducirlo en el Mad*n 1010 mL/g de tejidol

TG S0 gORE ]

: Desechar |

i Desechar |

; Desechar;

Figura P42-4. Esquema de
la extraccion de mitocon-
drias de higado de rata.




<YL W Parte Il. Metodologia y aplicaciones

— ADP 0,1 mM = Establece el estado 3 =
Cuando se frena el consumo de oxigeno se es-

tablece el estado 4.
— ADP 0.2 mM = Restablecimiento del estado 3.

- CCCP 1 pM = Induce ¢l desacoplamiento de
la cadena de electrones y la tasa maxima de
consumo de oxigeno.
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Modelo 1. Rendimiento de la extraccion mitocondrial hepatica

Modelo 2. Datos de la funcionalidad mitocondnal: parametros respiratorios

COMENTARIOS
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Aplicaciones de los isotopos estables
en la nutricion y en el diagnostico clinico

INTRODUCCION

El desarrollo de técnicas de marcaje con isoto-
pos estables ha permitido la realizacion de pruebas
diagnosticas v el estudio de estrategias terapéuticas
i vivo de manera inocua para detectar alteraciones
metabolicas. Los is6topos estables son atomos no
radiactivos del mismo elemento quimico, el cual di-
fiere inicamente en su numero de neutrones. Estos
elementos existen de manera natural como el *H,
N, "0 y en particular el "*C, los cuales constitu-
ven trazadores ttiles para estudios de metabolismo.

El isatopo estable mas utilizado v el que ofrece
mavores ventajas es el V'C. Los compuestos mar-
cados con “C son ingeridos y tras la digestion y
absorcion, son metabolizados v oxidados dando
lugar a H,0, ¥CO, y CO,. Esta prueba se deno-
mina test en aliento v constituve un meétodo no in-
vasivo que puede ser empleado en la nutricion v
el diagnostico clinico (Tabla P43-1).

A. Diaz-Lagares y A. B. Crujeiras Martinez

OBJETIVO

Los objetivos de la presente practica son dos.
En primer lugar, se pretende evaluar la funcion
mitocondrial in vivo mediante la determinacion
de los parametros de oxidacion obtenidos a partir
del test en aliento con 2-ceto| 1-*Clisocaproato.
El segundo objetivo consistira en estudiar la fun-
€16n pancreatica exocrina i vivo mediante la de-
terminacion de la actvidad de la enzima lipasa
pancreatica empleando el test en aliento con tri-
gliceridos mixtos marcados con C,

PROCEDIMIENTO

Los test en aliento con *C se basan en la cuan-
tificacion de las proporciones de dos 1sotopos no
radiactivos del dtomo de carbono en la forma de
CO,: el carbono 12 {**C} y el carbono 13 (VC).

Tabla P43-1. EJEMPLOS DE TEST EN ALIMENTO CON ISOTOPOS ESTABLES

HC urea

Agua doblemente marcada [*H,0 y H,"0l

Acido MC-octancico

"C-trigliceéridos mixtos

[1-""Clleucina, [''Clglicerol, palmitico o
fenilalanina, ['*Clglucosa

2-cetol1-"Clisocaproato [KICA]

Infecciones por Helycobacter pylori

Contenido total de agua corporal y gasto energetico
total

Velocidad de vaciamiento gastrico

Funcion pancreatica exocrina

Metabolismo de macronutrientes

Oxidacion mitocendrial
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Estos dos isotopos existen de manera natural en
el aliento normal pero presentan diferentes pro-
porciones. Del CO, exhalado, aproximadamente
el 99% es “C y el 1% es V'C. Mediante estos en-
sayos cn aliento se detecta el cambio de esta pro-
porcion tras la administracion a los pacientes de
una comida o bebida prueba que contiene un
substrato marcado con "'C. Este trazador serd me-
tabolizado hasta la produccion de “CO,, el cual
serd exhalado con ¢l total del CO, producido por
el organmismo (Fig. P43-1).

La deteccion de la apancion de un isotopo es-
table en aliento se lleva a cabo mediante la téenica
de espectrometria de masas de relacion isotopica
(IRMS), la cual permite analizar el CO, del aire
espirado. Se obtienen asi unos valores que corres-
ponden con la relacion VC/MC en el aliento. A
continuacion, el enriquecimiento de "'C en la
muestra de aliento (Ecuacion 1) se expresa como
&% (delta', o/ ). Este parimetro representa el
tanto por mil de dtomos del trazador presente en
la muestra de aliento con respecto a un estindar
internacional corvespondiente al contenido de "'C

Ecuacion 1:

a2y )= {(Rsa/Rst— 1) = 1.000
donde Rsa representa la relacion “C/"*C en la
muestra de aliento v Rst (0,0112372) indica la re-
lacion "C/"*C en el estandar PDB.

A partir de los datos de 8" se obtiene el pari-
metro DOB, {Delta Over Baseline; Ecuacion 2)

que representa el valor de 8" en cada momento
(8") con respecto al valor basal (3" )

Ecuacion 2:
DOB, = 8" - §"
Posteriormente, se obtiene la fraccion de ''(
que es ehiminada en el aliento en un momento de-
terminado (Ecuacion 3) mediante el calculo del
porcentaje de dosis administrada de VC recuperada
en el aliento por unidad de tiempo (% dosis/h).

Ecvacion 3:

en una piedra caliza (Pee Dee Belemmnite, PDB). % dosis’h, = 100 x (DOB/1.000 x Rst x CO, _, ., Mdosis
Procesamiento
’ de los datos
i T50
1ngeshﬂn del trazadorenuna  *5oms AE i
: comida o en una bebida prueba_ * " | 3
:.: ::\u - i :1: i
Muestra basal de "‘ 15 .." 7 2
Zl'emﬂ 'd‘]”'-'l"e e Metabolizacion del . " 02
elermina e ; _.- trazador en el o) VA
enriquecimiento -
1 grganismao o 5 100
naturalenC] ) 9 : e =
* i Tempa [menatos)
J 'l
;J Medida de
, "UCen e
aliento "
Recogida de las muestras |
de aliento durante un .
periodo determinado I
5eqx::n el test en aliento a Espectrometro de masas de
realizar relacion isotopica

Figura P43-1. Fundamento general de los test en aliento con "C [Modificado de Parra y Martinez, 2006|.
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donde el CO, . . representa el CO, espirado
total en mmol/h y la dosis indica la cantidad de
substrato en miligramos que se administra.

El CO, . . proviene de la multiplicacion de
300 mmol/m*/h (produccion endégena de CO,)
por el drea de superficie corporal (ASC) calculada
segiin la formula de Haycock: ASC = (peso en
kg)™*7" x (altura en cm)™"™* x (,0242635. Por otra
parte, la dosis se obtiene teniendo en cuenta la
cantidad de substrato administrado (mg), el peso
molecular del sustrato (PM; g/mol), la niqueza en
C del sustrato (P) y el numero de atomos mar-
cados con "'C en cada molécula de trazador (n):

Dosis = (mg/PM) x (P x n/100)

A continuacion, mediante el método rrapezoi-
dal (Ecuacion 4) se calcula la fraccion de "'C eli-
minada en el aliento dentro de cada periodo de
tiempo (% dosis).

Ecuacion 4:

Yo dosis '

o = (0.5 % (DOB, + DOB,_ )/
1.000 x At x Rst x CO,

Jdosis) x 100

praducich

donde At representa el tiempo entre dos tomas de
muestra expresado en horas,

Finalmente, mediante la suma acumulada del
% de dosis se calcula el % de dosis acumulado de
3C que se elimina en ¢l aliento. De este modo, se
obtiene el valor del drea bajo la curva (AUC) que
representa ¢l porcentaje de la dosis de V'C admi-
nistracda que se elimina en ¢l aliento tras el nempo
que dura el ensayo.

PRACTICA 1: EVALUACION

DE LA FUNCION MITOCONDRIAL
MEDIANTE EL TEST EN ALIENTO
CON 2-CETO[1-"C]ISOCAPROATO

Fundamento

El test en aliento con 2-ceto] |-*Clisocaproato
(KICA) se basa en la medida del enriquecimiento
en aliento de "C sobre los niveles basales des-
pués de la administracion de una bebida prueba
que contiene ¢l dcido 2-cetoisocaproato marcado
con "'Cen el grupo carboxilico (Fig. P43-2). Este

substrato es descarboxilado en la mitocondna
por el complejo deshidrogenasa de cetodcidos de

cadena ramificada. El Y"CO, que se obtiene en
dicha descarboxilacion es rximladu en el aliento

de manera que el enriquecimiento del aliento en
PC es una medida indirecta de la funcion mito-
condnal.

Material y equipos

Balanza de precision.
Bascula y tallimetro.

* Espectrometro de masas de relacion isotapica.
Tubos de vidrio de 12 ml con tapon de rosca
para la recogida de muestras de aliento.
Pajitas.

Zumo de naranja comercial.
Sal de 2-ceto] 1-'Clisocaproato de sadio.
¢ L-leucina.

* Vasos de plastico.

Protocolo
Preparacion de la bebida prueba

La bebida prueba se prepara disolviendo
1 mg/kg de peso corporal del trazador 2-ceto
[1-"Clisocaproato de sodio junto con 20 mg/kg
de peso corporal de L-leucina en 200 mL de zumo
de naranja comercial en un vaso de plastco.

Recogida de las muestras de aliento

Tras una noche de ayuno, los voluntarios
deben estar en reposo durante los 15 minuros
previos v durante todo el desarrollo de la prueba.
Se recogera una muestra basal de aliento ¥ pos-
teriormente otra muestra cada 10 minutos des-
pués de la ingestion del zumo prueba durante un
periodo de tiempo de 120 minutos. La recogida
de las muestras se realizara mediante la exhala-
cion de aire de forma lenta v completa por medio
de una pajita en un tubo de vidrio especializado,
Una vez realizada la espiracion, la pajita debe re-
tirarse del tubo, el cual debe de taparse inmedia-
ramente,
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Figura P43-2. Actividad del complejo mitoecondrial de lad
luada mediante el KICA [modificado de Parra y Martinez,

Calculos

El enriqguecimiento en ''C de las muestras de
aliento se determina empleando espectrometria de
masas de relacién isotopica. Los resultados obte-
nidos mediante esta técnica se expresan mediante
el valor " (*/ ). Este valor se convierte en ¢l por-
centaje de ""C administrado que se recoge en el
aliento en la unidad de nempo (% dosis/h). La
curva gue representa la evolucion temporal de
estos datos transformados se analiza con el fin de
obtener los parimetros caracteristicos que descri-
ben el proceso de oxidacion:

- Porcentaje de trazador oxidado o area bajo la
curva (AUC, %): es la recuperacion acumulada
del trazador calculada por un periodo de
tiempo dentro del rango de 0-120 min.

- Velocidad maxima de oxidacion (Dmax, "%
dosis /h).

— Constante de velocidad (t, minutos'): pendiente
de la dltima porcion lineal de la curva que describe
la evolucion temporal de la tasa de oxidacion mi-
tocondrial del trazador 2-ceto] 1-"'Clisocaproato.

eshidrogenasa de cetoacidos de cadena ramificada eva-
2006)

PRACTICA 2. DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD DE LA LIPASA PANCREATICA
MEDIANTE EL TEST EN ALIENTO

CON "C-TRIGLICERIDOS MIXTO0S

Fundamento

El test en aliento con trighcéridos mixtos mar-
cados con "'C se basa en la ingestion por parte del
paciente de una comida prueba marcada con trigh-
ceridos muxtos (ac. 1,3-diestearil [VC-octanoil] gli-
cerol) con VC (Fig. P43-3). Tras la ingestion del tra-
zador, la lipasa pancreanca digiere los trighcendos
marcados con VC en el lumen intestinal obtenién-
dose el "'C-dcido octanoico, el cual es rapidamente
absorbido por el intestino y posteriormente oxidado
en ¢l higado. Como consecuencia de esta metaboli-
zacion se produce "CO,, de modo que el "C puede
ser detectado en el aliento.

Material y equipos

® Balanza de precision.
¢ Bascula v tallimetro.
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Figura P43-3. Metabolizacian
de los "“C-triglicéridos mix-
tos por la lipasa pancreatica.

Espectrometro de masas de relacion isotopica.
Tubos de vidrio de 12 mL con tapon de rosca
para la recogida de muestras de aliento,
Pajitas.

Mantequilla v pan de molde.

Zumo de naranja comercial,

Trigliceridos mixtos marcados con VC,
Recipiente de vidrio.

Vasos de plastico.

Protocolo
Preparacion de la comida prueba

Se prepara la comida prueba mezclando en un
recipiente de vidrio 200 mg de "C-triglicéridos
mixtos con 25 g de mantequilla. A continuacion,

se untan 2 rebanadas de pan de molde con la mez-
cla obtenida.

Recogida de las muestras de aliento

Las muestras de aliento se tomarin con el vo-
luntario en reposo después de haber permaneado
en ayunas durante toda la noche. En primer lugar,
se recoge una muestra basal de aliento de manera
que los voluntarios deben realizar una inspiracion
v expulsar el aire de forma lenta y completa por
medio de una pajita en un tubo de vidrio. A me-
dida que se realiza la espiracion la pajita debe re-
tirarse del tubo que se tapard inmediatamente,
Posteriormente, se administra a los voluntanios la
comida prueba acompanada de 200 mL de zumo
de naranja, el cual debe consumirse en menos de

10 minutos. Seguidamente hay que recoger cada
15 minutos durante 6 horas una muestra de alien-
to en tubos de vidrio de forma similar al procedi-
miento realizado en condiciones basales.

Calculos

Determinacion de la actividad de la lipasa
pancreatica

Mediante espectrometria de masas de rela-
<ion isotopica se obtiene el enriquecimiento en
UC de las muestras de aliento expresado como
d'*(+/_). A partir de este valor se calcula la frac-
cion de "*C que es eliminada en el aliento por
unidad de nempo (% dosis/h) v la fracaon acu-
mulada de “*C eliminada en el aliento (% dosis
acumulado). Finalmente, se obtiene el AUC con
el tin de valorar la actividad de la lipasa pancre-
atica. Esta actvidad enzimatica puede conside-
rarse normal cuando el AUC es supenior al 22%,
aunque hay que tener en cuenta que este valor de
referencia puede variar segiin la metodologia em-
pleada.
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PRESENTACION DE RESULTADOS

Practica 1. Evaluacion de la funcion mitocondrial mediante el test en aliento con
2-ceto[1-YClisocaproato

A conrinuacion se muestran los resultados obtenidos tras la realizacion del test en aliento con
2-ceto| 1-VClisocaproato a un varon de 42 anos con sobrepeso que siguid un tratamiento de restric-
cion caldrica de la dieta para perder peso. Tras la realizacion de esta prueba se obtuvieron los datos
de 8" (% ), % dosisth y % dosis acumulado antes y después del tratamiento (Fig. P43-4). A partir de
estos datos dibujar la curva que representa la evolucion temporal de los datos transformados represen-
tando en el eje de abscisas el tiempo (min) y en ¢l eje de ordenadas el % dosisth y el % dosis acamulado
y obtener los parametros de oxidacion mitocondnal antes v después del tratamiento.
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Figura P43-4. Resultados obtenidos mediante el test en aliento con 2-ceto[1-"Clisocaproato antes (Al y después
[B] de la restriccidn calérica.
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Practica 2. Determinacion de la actiidad de la ipasa pancreatica mediante el test en aliento con
BC-trighcéridos mixtos

En un paciente diagnosticado de fibrosis quistica se evaluo la existencia de una alteracion en la fun-
cion exocrina del pancreas mediante la determinacion de la acuvidad de la lipasa pancredtica con el
test en aliento con V'C-triglicéridos mixtos. Tras la realizacion de esta prueba se obtuvieron los datos
de 8 (% _), % dosis/h y % dosis acumulado (Fig. P43-5). A partir de estos datos se representard grafi-
camente el % dosis/h y el % dosis acumulado con respecto al tiempo (min). Posteriormente, se identifi-
cara el porcentaje de dosis acumulado de C que se elimina en el aliento después de las 6 horas de
duracion de la pueba (AUC) ¥ se interpretari el estado de la funcion exocrina del pancreas.
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Figura P43-5. Resultados obtenidos mediante el test en aliento con “C-triglicéridos mixtos en un paciente con
sospecha de alteracidn exocrina del pancreas.
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PRACTICA 44

Proteomica: tecnicas de electroforesis
y Western-Blot

V. M. Rodriguez Rivera y |. Miranda Gomez

INTRODUCCION teinas objeto de analisis. El reconocimiento espe-
cifico debido a fuerte atinidad de union entre el
La Proteomica se define como el estudio que  antigeno (proteina mmovilizada) y el anticuerpo
permite identificar, clasificar v cuantificar las pro-  ©8 la base de la tecmica. La proteina a estudio es
teinas con respecto a su funcion. Por tanto, las téc- localizada por un anticuerpo primario especifico
nicas que la abordan, sirvan como ejemplo las ~ que se une a ella. Despues, un anticuerpo secun-
téenicas de electroforesis y Western-Blot, caracte- dario especie-especifico (cuyo antigeno es el anti-
rizan las redes funcionales que establecen las pro-  cuerpo primario) se une al complejo anticuerpo
teinas v su dinamica durante procesos fisiologicos primario-proteina objeto. El anticuerpo secunda-
y patolégicos. Este conjunto de técnicas poseen un  Tio contiene la marca (generalmente peroxidasa de
amplio potencial de aplicacion, dado que su uso  rdbano) que con el reactivo adecuado producira
en la acrualidad abarca desde la identificacion de una luz que generard una imagen en papel toto-
nuevos marcadores para el diagnostico de enter- grafico.
medades, la identificacion de nuevos firmacos, la El anilisis de los resultados se basa en la vi-
determinacion de proteinas involucradas en la pa-  sualizacion de una o vanas bandas que evidencian
togenia de enfermedades, hasta el anilisis de pro- la presencia de la proteina a estudio. lgualmente,
cesos de rransduccion de senales, la intensidad de las bandas nos da una idea de la

cantidad relativa de proteina expresada.
La proteina elegida para la realizacion del pre-

OBJETIVO sente experimento es la proteina UCP-1. La pro-
teina desacoplante UCP-1 o termogenina se expre-

El objetivo de esta practica os familiarizarse  sa casi exclusivamente en tejido adiposo marron,
con la técnica de Western-Blot, mediante la detec- presente principalmente en mamiferos de pequeno
cion v cuantificacion de la proteina desacoplante tamano (roedores), donde juega un importante
UCP-1. papel en la termogénesis adaptativa. UCP-1 des-

acopla la respiracion de la fosforilacion oxadativa
disipando el gradiente de protones generado por

PROCEDIMIENTO el transporte de electrones a traves de la cadena
respiratoria.

Fundamento

ase-  Material y equipos
paracion de las proteinas segun su peso molecular

La tecnica del Western-Blot nos permite

por electrotoresis en gel {Western), su inmoviliza- Muestras biuf&gir:as
cion en una membrana (Blot), su posterior identi-
ficacion mediante anticuerpos especiticos v la * 100 mg de rejido adiposo marrdn interescapu-

ohtencion de una imagen ful‘n}.‘,l';iﬁtJ de las pro- lar de rata o raton.
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Equipos

* Homogeneizador Potter.

¢ Centrifuga.

Sistema de densitometria dptica.
Balanza precision.

Centrifuga.

Termobloque.

Material

* Eppendorf 1 0 0,5 mL

¢ Hielo.

Membranas de PVDF (fluoruro de polivili-
deno)’.

Casetes de revelado.

Cubeta vertical de electroforesis
Papel fotogrifico.

Film transparente.

Cubetas o tarrinas de plistico?,
Film fotogrifico.

Tijeras y pinzas.

Papel Warthman 3 MM,

Caja de poliespan.

* Micropipetas y puntas de pipeta.

" ® ® ® ® ® & & L ]

' Opcionalmente de witrocelulosa,
2 Del tamano de una tarrima de mantequilla.

Reactivos

PMSF (fenilmetlsulfonil floruro)’.

NaClL

NaH_PO..

Disolucion stock de acrilamida 30% y bis-acri-
lamida 0.8%.

Glicerol.

* Tampon para el gel concentrador (Tris-HCI 0,5
M; SDS 0.4%; pH 6,8)*.

Persulfato amonico.

Glicina.

Dodeal sulfato sodico (SDS).

lodoacetamuida’.

KCL.

Na,HPO,,

Tampon para el gel separador (Tris-HCI 1,5 M;
SDS 10%; pH 8.,8)4

* Leche desnatada en polvo (no enriquecida en
calcio).

* Terrametiletilendiamma (TEMED).

* Tween 20.

* Reactivos de revelado ECL.

¢ lsopropanol.

* Trns-HCL

* Anticuerpo primano ant-UCP-17.

¢ Liguidos de revelado v de fijacion para fotogra-
fia.

* Azul de bromofenol.

¢ Albiimina sérica bovina (BSA).

* Tns base.

* Anticuerpo secundario marcado con peroxi-

dasa®.

Luminol.
* Azida sodica.

' Opcionalmente tabletas o cocktel comercal
de inhibidores

*Son tampones comerciales que se pueden ela-
borar en el laboratorio

* Anticuerpo monoclonal o policlonal obte-
nido en conejo, cabra o raton

" Anti cabra, anti conejo o anti raton

Tampones

¢ PBSa celular (para homogeneizacion de rejidos):
150 mM NaCl; 3 mM KCl; 3mM NaH PO ;
7,5 mM Na HPO ; 1 mM PMSF; 10 mM iodo-
acetanuda (pH 7 4).

* PBSb (para blogueo/anticuerpos): 80 mM
Na HPO, 24,6 mM NaH PO 10 mM NaCl
{(pH 7.4).

e PBS-T: PBSb + Tween 20 al 0,2%.

* Stock inhibidores:

- PMSF 100 mM en isopropanol anhidro
- lodoacetamida 100 mM en agua destilada
{fotosensible)

* PBSa + inhibidores 10 mL: 10 mL PBSa + 100 pl.
stock PMSF + 10 pL stock 1odoacetanmuda.

* Tampon electroforesis: Tris 0,25 M; glicina
1,92 M: SDS 0,1% (pH 8,3).

¢ Tampon de carga (para las muestras):

4,05 mL agua desionizada

2.5 mL gheerol

1,25 mL Tris-HCI 0,5M pH 6,8
2 mL 5DS 10%

0.2 mL de azul de bromofenol al 0, 5%
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¢ Tampon de transferencia: Tris-HCl 48 mM,
glicina 39 mM, metanol 20%, SDS 0,037%
(pH 9,2).

* Tampon de bloqueo: se prepara en PBS; Tween
20,0%, BSA 0,5%, leche desnatada en polvo,

* Anutcuerpo primaric; goat anti-UCP-1 (1:100-
1:1.000) en PBS-T. Se¢ necesitan 10 ml por
membrana; azida sadica 0,1%, BSA 0,1%.

¢ Anticuerpo secundario: anti-goat con peroxi-
dasa de rabano (1:12.000) en PBS-T. BSA
0,1%. El volumen necesario de anticuerpo pri-
mario y secundario por membrana es de 10 mL.

Geles

¢ Para ¢l gel separador al 10%:

) Volumen
Reactivos
1gel | 2geles
Disolucion acrilamida 1,6 mL | 33,3 mL
Tampdn gel separador I,3mL | 2,6 mL
Agua desionizada 1,98 mL | 3,96 mL
Persulfato aménico al 10% | S0 pl | 100 pL

Tras mezclar todo bien se anade ¢l TEMED,
que desencadena la polimerizacion:

TEMED Sul 10 pl.
¢ Para el gel concentrador al 5% de acrilamida:
_ Volumen
Reactivos
1 gel 2 geles
Disolucion acrilamuda 0417 mlL | 0,833 mL
Tampon gel de
concentracion 0625ml| 1.25mlL
Agua desionizada 1,525 ml | 3.05mL
Persulfato amonico 25 plL 50 pl.
TEMED 625uL | 12,5pL
Protocolo
Homogeneizacion

Se toman aproximadamente 100 mg de rejido
adiposo marrdn interescapular y se depositan en
¢l homogenerzador Potter junto con 5 veces su
peso en volumen de PBSa, Se homogeneiza en frio
para después trasvasar ¢l homogenado a un tubo
Eppendorf v centrifugarlo a 500 g durante § mi-

nutos a 4 “C. Tras la centrifugacion, se recoge el
sobrenadante v se procede a determinar el conte-
nido proteico del homogenado (mediante Bradford
o técnica similar). Se conserva el homogenado a
=20 "C o se procesa.

Electroforesis

El objetivo es separar las proteinas en funcion
de su peso molecular. En el proceso intervienen di-
ferentes elementos v condiciones: para empezar las
proteinas se desnaturalizan para que debwdo a su
carga migren (gracias a un campo electrico genera-
do en un tampon) por un gel de tamario poro defi-
nido. En defininiva, la carga neta de las proteinas,
su peso molecular v su estructura tridimensional de-
terminarin su migracion a través de un gel por ¢l
que fluve un tampon gracias a un campo eléctrico.

El primer paso es ensamblar correctamente los
cristales limpios en los soportes del sistema de
electroforesis. En este montaje se han de preparar
los geles de electroforesis: el gel concentrador en
la parte superior v el gel separador en la infenior,
Primero se prepara el gel separador, cuyo tamano
de poro dependeri de la concentracion de acrila-
mida. La concentracion de acrilamida aconsejada
para un gel que ha de separar una proteina de 32
kDa como la UCP-1 es del 10% vy se prepara de
acuerdo a las indicaciones dadas en el apartado
de reactivos (geles).

Posteriormente se vuelca entre los cristales
esta mezcla v se afiade sobre él 1 mL de agua des-
nlada para que polimerice (20 minutos aproxima-
damente). A continuacion se prepara el gel
concentrador, un gel acrilamida-bisacrilamida al
5% (ver seccion de reactivos: geles) que va sobre
el separador (se ha de eliminar por volcado el
agua que gueda en la superhcie). Sobre ¢l gel con-
centrador se coloca el pemne que delimitarai los ca-
rriles de carga de muestras, v se deja polimenizar.

En el transcurso de la polimenizacion se pre-
para el tampon de electroforesis. Una vez polime-
rizado el gel se puede rotular o marcar ¢l cristal
que no va a entrar en contacto con el tampon, con
el tin de saber el orden de carga de las muestras.
Se ensamblan los geles en la cubeta vertical de
electroforesis v se llena con el tampaon de electro-
foresis, vigilando que no existan fugas, Tanto el
anodo como el citodo deben estar en contacto
con el tampon.
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Se descongelan las muestras v se trasvasa a un
tubo Eppendort el volumen de homogenado que
contenga 3 pg de proteinas, completando hasta
un total de 15-20 pL con tampon de carga. Tras
realizar un orificio en la tapa del tubo Eppendorf
se desnaturalizan las proteinas calentando las
muestras en un termobloque (25 "C, 3 minutos).
Por dltimo, se les da un golpe de centrifuga para
eliminar burbujas. A continuacion se carga en los
geles la totalidad de cada muestra en un carril, evi-
tando la formacion de burbujas v el trasvase de
muestra entre carriles.

Finalmente, se colocan los electrodos haciendo
coincidir los colores v se pone en marcha la fuente
de alimentacion a 150 V durante 50 minutos, El
frente que delimita la banda azul del tampon de
transferencia marca la marcha de las proteinas.

Electrotransferencia

Una vez finalizada la electroforesis, las prote-
inas se han de transferir a una membrana de
PVDE Se ha de cortar la membrana para que al-
cance el mismo tamano del gel desde el que se
transferiran las proteinas. Al ser una membrana
hidratoba, se ha de sumergir durante 10 segundos
en metanol, para posteriormente sumergir en
tampon de transferencia durante unos 30 minu-
tos. De igual modo, el aparataje a utihizar en la
electrotransferencia ha de sumergirse en el tam-
pin (sandwiches, esponjas v papeles absorben-
tes).

Se coloca sobre la parte negra de un sandwich
una esponja y un papel. A continuacion, se saca
el gel de entre los vidrios (separando los mismos
con cuidado) y se deposita sobre el papel. Es im-

portante no demorarse en el proceso de ensam-
blado del sandwich, ya que el gel no debe secarse
(se puede humedecer con el tampan). Sobre el gel
se coloca la membrana de PVDF vy sobre ésta un
papel absorbente mojado en tampon de electro-
transterencia, Antes de colocar sobre este papel
una esponja mojada en tampon de electrotransfe-
rencia, se pasa sobre el mismo un tubo de ensavo
con la intencion de quitar las posibles burbujas
que se hubieran podido formar. Por ultimo, se en-
sambla el conjunto (Fig. P44-1).

Se pueden transterir dos geles, pero si tnica-
mente se va a hacer uno, hay que ensamblar el
otro conjunto sin gel ¥ sin membrana. 5S¢ coloca
todo el conjunto (parte negra contra negra) en la
cubeta. Como el proceso de electrotransferencia
genera calor, es necesario refrigerar la cubeta lle-
nando de hielo el recipiente preparado al efecto.
Se rellena la cubeta con tampan de electrotrans-
ferencia, se coloca un agitador magnético (que
ayuda a homogeneizar el medio y la temperatura)
v se ensamblan los electrodos. Finalmente se
ajusta la tuente a 20V durante 70 minutos sobre
un agitador magnético.

Hibridacion

El proceso consiste en hibridar la proteina ob-
jetivo {ahora unida a la membrana PVDF) con un
anticuerpo primario especifico, ¢l cual se hibnda
después con un anticuerpo secundario marcado
con una enzima (peroxidasa de rabano) que, en
presencia de luminol, produce luz que recogere-

mos en un film fotosensible (Fig. P44-2).

®,

Esponja

-~ Papel Wathman 3 MM
Membrana de PYDF

Gel

*=———— Papel Wathman 3MM

- —
'

Esponja

Figura P44-1. Sandwich para
electrotransferencia
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Anticuerpo secundario
marcado con peroxidasa

Proteinas lacteas

Luminol
@ LUZ

&nticuerpo primario

Proteina objetivo

I
Membrana de PVDF

Antes de que termine la transferencia es con-
veniente preparar una cubeta o tarrina de plas-
tico con tampon de blogueo, con el proposito de
cubrir de proteinas (lacteas), las partes de mem-
brana en las que no hay proteina transferida {o
unida}, puesto que de lo contrario, el anticuerpo
se podria unir a toda la membrana. Se desen-
samblan los sandwiches y se sacan con cuidado
las membranas. 51 existe la duda de como se ha
dado la electrotransferencia se puede comprobar
que se han transferido las proteinas tinendo la
membrana con rojo Poinceau (tintura reversible
lavando la membrana varias veces con acético al
5%).

Se incuba la membrana en tampan de bloqueo
en el agitador durante una noche. Transcurndo
este tiempo se lava el exceso del mismo con PBS-
T (3 lavados de 10 minutos), Mientras se lava, se
prepara el anticuerpo primario (ver seccion de re-
activos),

Terminado el dltimo lavado, se incuba la
membrana con el anticuerpo primario durante 90
minutos a temperatura ambiente o a 4 "C durante
toda la noche. Tras esto se recicla el anticuerpo
primario anotando los usos y se lava la membrana
con PBS-T (3 lavados de 10 minutos). Mientras,
se prepara el anticuerpo secundario. Se incuba la
membrana con el mismo durante 2 horas a tem-
peratura ambiente. Finalmente se desecha el anti-
cuerpo secundario v se lava la membrana con
PBS-T {3 lavados de 10 minutos}. En el dltimo la-
vado se prepara el reactivo de revelado.

Figura P44-2. Hibridacidn,

Revelado

Todo ¢l proceso de revelado se ha de realizar
en una sala acondicionada a tal efecro, completa-
mente aislada de la luz v con una lampara roja de
fotografia.

Se mezclan 1,5 mL de cada uno de los reacti-
vos de deteccion por quimioluminiscencia. Se vier-
ten sobre la membrana con una pipeta, mojindola
continuamente durante unos 3 minutos, o cu-
briéndola con luminol durante el mismo tiempo.

Se coloca la membrana entre dos transparen-
cias limpias v se elimina el exceso de reactivo de
deteccion pasando suavemente papel sobre las
transparencias. Se lleva al cuarto de revelado v se
mete en uno de los casetes de revelado, colocando
un film fotogratico del tamano apropiado sobre
la membrana. Se cierra el casete y se realizan ex-
posiciones a tiempos diferentes (de 30 segundos a
5 minutos), tras cuyo revelado se escoge la expo-
sicion mas adecuada (evitando sub v sobreexpo-
SICIONES),

Se obtiene de esta manera una o varias bandas
oscuras correspondientes a la proteina a detectar.
En caso de que el anoicuerpo primario no fuese
muy especifico v se detecten varias bandas, existen
varias opciones para identificar la banda que co-
rresponde a nuestra proteina objetivo: a) se podria
cargar un marcador de peso molecular que per-
mite idennificar la banda correspondiente a la pro-
teina de interés, b) se podria cargar una muestra
purificada (control positivo) comeraial de nuestra
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proteina objetivo, ¢} se podria realizar una prueba
de control negativo hibridando la membrana con
una mezcla del anticuerpo primario v la proteina
empleada para generar el antcuerpo.

Los films se secan al aire, ¥ una vez secos se
puede proceder a la cuannficacion de la expresion
proteica de la UCP-1.
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La cuantificacion de la intensidad de las bandas de proteina objetivo correspondientes a cada muestra
se realiza escaneando la fotografia obtenida y procesando las imagenes con un software especifico para

densidad optica.

Indicar los porcentajes de densidad optica obtenidos para cada muestra.

COMENTARIOS




PRACTICA 45

Investigacion con RNA y téecnicas de PCR

INTRODUCCION

El concepto de genomica hace referencia al
conjunto de ciencias y técnicas dedicadas al estu-
dio de los genomas. La genomica esta estrecha-
mente relacionada con otras dreas de estudio
como la transcriptomica, que estudia qué porcion
del genoma es transcrito a RNA mensajero, es
decir, qué material genético es expresado en un
tipo celular bajo unas condiciones dadas.

La transcriptomica ha tenido un importante
auge en los altimos anos, en los que se ha conver-
tide en una herramienta imprescindible en inves-
tigacion tanto basica, como aplicada, gracias a
tecnologias avanzadas como es la denominada
reaccion en cadena de la polimerasa.

La reaccion en cadena de la polimerasa, cono-
cida como PCR por sus siglas en inglés Polymerase
Chamn Reaction, es una técnica que permite identi-
ficar y amplificar un fragmento concreto de DNA.
Se han desarrollado diferentes variantes de la PCR,
entre las que destaca la RT-PCR, que combina la
retrotranscripcion (RT) con la PCR permitiendo
cuantificar el nivel de expresion (RNA) de genes.
Otra variante de la PCR es la PCR a tempo real
que aporta la ventaja de que, ademas de amplificar,
permite cuantificar simultaneamente de forma ab-
soluta el producto de la reaccion y, por tanto, la
cantidad de DNA o RNA en la muestra original.

OBJETIVO

El objetivo de la presente practica es iniciarse
en la transcriptomica v adquirir destreza en el ma-
nejo de la PCR. Para ello, se estudiara la expresion
geénica de dos genes proinflamatorios en tejido

E. Goyenechea Soto e 1. Churruca Ortega

adiposo de rata Zucker magra vy obesa: el factor
de necrosis tumoral a (TNFa) vy el factor nuclear
kappa B (NFxB). Se trata de genes relacionados
con rutas metabolicas de la inflamacion, como es
el caso de la ruta metabolica que une la citoquina
proinflamatoria TNFa con el factor de transcrip-
cion nuclear NFxB.

PROCEDIMIENTO
Fundamento

Como se ha mencionado, la RT-PCR es una
técnica de biologia molecular que combina la re-
trotranscripcion (RT), con la denominada reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), La retrotrans-
cripcion consiste en la sintesis de DNA comple-
mentario (CDNA) a partir de RNA. La PCR permi-
te la amplificacion de secuencias diana especificas
de DNA, para ello se utilizan secuencias cebado-
ras de DNA, oligonucledtidos de alrededor de 20
bases de longitud, que definen los extremos de la
secuencia que se desea amplificar, a partir de los
cuales una DNA polimerasa inicia la polimeriza-
cion del cDNA en direccion 5" — 37,

Asi, la RT-PCR constituye un metodo rapido,
versatil y sensible para el analisis de la expresion
génica. En la presente practica serd utilizada para
cuantificar la expresion de RNA mensajero de los
genes TNFa v NFkB a partir de muestras de tejido
adiposo (Tabla P45-1).

El tejido adiposo es capaz de secretar un gran
numero de adipokinas inflamatorias, entre las que
se incluve el TNFa. La presencia de esta molécula
en situacion de obesidad permite relacionar esta
patologia con un estado inflamatorio de bajo
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RNA .

Figura P43-1. RT-PCR

grado. En el proceso inflamartorio vinculado a la
obesidad cabe destacar la participacion del NFgB.
Esta molécula forma parte de una familia de fac-
tores de trascripcion inducibles que participan en
la respuesta inmune y en la inflamacion. El NFxB
regula decenas de genes involucrados en la res-
puesta inflamatoria, entre los que se encuentra el
TNFa. En cuanto a su participacion en la obesi-
dad, se ha descrito una mayor expresion del factor
de transcripaion v de los genes promflamatorios
que regula en pacientes obesos,

Material y equipos
Muestras biologicas

Se trabajara con una poblacion de 8 ratas, 4 de
ellas seran ratas Zucker obesas (fa/fa) v 4 seran
Zucker magras (Fa/Fa). Tras anestesia de los ani-
males, se les realizara una biopsia del tepido adipo-
so subcutaneo (200 mg) por aspiracion.

El RNA es una molécula que se degrada rapi-
damente, por lo que el proceso de obtencion de
muestras debera ser rapido, las biopsias del tejido
adiposo se limpiaran en agua con DEPC al 0,1%
y se congelaran rapidamente en nitrégeno liguido
pasando posteriormente a congeladores a =80 "C
donde se conservarin hasta su andlisis, Una vez
se hayan recogido todas las muestras a analizar se
trabajara con todas a la vez.

Equipos y material

o Termociclador.

* Micropipetas.

* Homogenizador.

* Centrifuga.

* Puntas para micropipetas.

¢ Tubos Eppendorf (200 pL, 2 mL),

Nota: Todo el material de vidrio y plistico que
se vava a utilizar debera ser estéril y libre de DNa-
sas v RNasas.

Reactivos

* Trizol.

* Cloroformo.

* lsopropanol.

¢ Dietil pirocarbonate (DEPC).

* Etanol.

DNasa, libre de RNasas, 10,000 U (10 U/uL).

Mezcla de retrotranscripcion:

First Strand Buffer 5X.

Hexameros aleatonos.

= dINTPs.

Ditiotreitol (DTT).

Rnasin (1 Ufpl).

— Rerrotranscriptasa (10 U/pl),

* Mezcla de reactivos de PCR (con MgCl,
dNTPs, tluorotoro SYBR Green® y DNA poli-
merasa).

¢ Cebador senndo,

* Cebador antisentido.

|
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Tabla P45-1. INFORMACION REFERENTE A

LOS GENES A ANALIZAR:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez

Factor de necrosis
tumoral a TNFa NM_012675
Factor nuclear kappa B NFxB XM _347346
fi-actina ACTB NM_031144
Protocolo

Inicialmente, se debera realizar la extraccion
de RNA a partir de las biopsias de tejido adiposo.
Una vez verificada la integridad y pureza de la
muestra obtenida se realiza la retrotranscripeion
del RNA para sintetizar DNA complementario.
Posteriormente, mediante PCR se realiza ¢l anali-
sis de la expresion de los genes correspondientes
(TNFeat, NFeB) (Tabla P45-1). Los datos se deben
normalizar respecto a un gen de referencia, com-
pensando asi cualquier diferencia en la eficiencia
de la retrotranscripcion, por lo que se empleara el
gen de referencia ribosomal f-actina. Finalmente
se analizarin los resultados,

Extraccion de RNA de biopsias
del tejido adiposo

El RNA contenido en los adipocitos de las
biopsias del tejido adiposo se extraera utlizando
tnzol, sigmendo el siguiente procedimiento:

Homogenizacion

Se homogenizan 100 mg de muestra en | mL
de trizol en tubos de homogenizacion limpios que
se mantendran en frio, en bano de hielo. La sus-
pension obtenida se pasa a un rubo Eppendorf v se
centrifuga a 14.000 rpm durante 10 min y a 4 °C.

De esta torma se consigue precipitar en un “pe-
llet™ las membranas extracelulares, DNA de alto
peso molecular, polisaciaridos, etc., de la célula,
mientras que el RNA quedari en el sobrenadante.

Separacion de fases

Se recoge el sobrenadante en otro tubo Eppen-
dorf v se deja reposar durante 5 minutos a tempe-

ratura ambiente para conseguir la completa diso-
ciacion de los complejos nucleoproteicos. Poste-
riormente, se le anaden 200 pl. de clorotormo, se
agita, se deja reposar durante 2-3 minutos y se
vuelve a centrifugar a 14.000 rpm durante 15 mi-
nutos a 4 "C,

Asi, se obtienen 3 fases, el RNA estard en el
sobrenadante, en la fase acuosa, que se recoge v
se pasa a otro tubo Eppendorf.

Precipitacion y resuspension de RNA

Antes de recoger el RNA, es conveniente ¢li-
minar el DNA que pueda contener la muestra,
para ello se precipita anadiendo 50 pl de isopro-
panol al sobrenadante, se agita, se deja reposar
durante 10 minutos a temperatura ambiente v se
centrifuga a 14.000 rpm durante 10 minutos a
4°C.

Asi, el DNA quedara en el “pellet” v el RNA
en ¢l sobrenadante, que se recoge en tubos Eppen-
dorf nuevos. Para la precipitacion del RNA se
anaden 450 pL de isopropanol, se agita, se deja
reposar durante 10) minutos a temperatura am-

biente y se vuelve a centrifugar a 14.000 rpm du-
rante 10 minutos a 4 "C.

Esta segunda vez, dado que el porcentaje de
isopropanol utihzado es mayor, el RNA precipira,
quedando en el “pellet”, por ello, se renira el so-
brenadante v se realiza el lavado del “pellet” con
1.000 pl. de etanol al 75 %.

Finalmente, se resuspende el RNA obtenido en
35 pL de agua con DEPC al 0,1%.

Analisis de las muestras de

RNA obtemidas

Una vez finalizada la extraccion de RNA, se
determina la concentracion v la calidad, integri-
dad y pureza de la muestra obtemida por espectro-
fotometria, Para ello, se realiza una dilucion 1:50
de las soluciones de RNA extraidas v se mide la
absorbancia de las muestras a 260, 270, 280 y
310 nm.

A partir de la absorbancia a 260 nm, se calcu-
lara la concentracion de RNA de la muestra, apli-
cando la siguiente formula:

RNA (pg/pL) = (A, x 40 x Factor dilucion)/100
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Para determinar la calidad de la extraccion, se
calcularan los siguientes ranios:

A,/ A, — Indicativo de la pureza de la

muestra. Valores apimos: 1,8-2.

A__ /A _ - Indicatuvo de presencia de restos
de cloroformo. Valores optimos: 1,2-1,8.

A, , —= Indicativo de presencia de sales mine-
rales. Los valores deberian ser < 0.01.

Tratamiento de las muestras de RNA con
DNasa

Antes de realizar la retrotranscripcion y la
PCR, las muestras se teatan con DNasa para eli-
minar DNA genomico contaminante que puedan
contener las muestras de RNA y evitar falsos po-
sitivos. Para ello, se anaden en tubos de PCR de

200 plL:

DNasa 10,000 U (10 W/pL). i ] pl
H,0-DEPC 0,1%....... st 13 pk

Se incubaran en el termociclador urtilizando el
siguiente protocolo:

37 *C == 30 min - tiempo y condiciones para
que el enzima actie.

95 °C — 5 mun - para la inactivacion del en-
Zima.

Retrotranscripcion

La retrotranscripcion se realiza para obtener
¢DNA a partir de las hebras de RNA. Se prepara
la mezcla de retrotranscripcion segin el nimero
de muestras. El volumen para una muestra es el

siguiente:

First Serand Buffer 5X.....c.ccneiiininniins ciniesn pL
Hexameros aleatorios .......oeeneis S—, [
5 mM dNTPs (1 mM)..connrernssnsisns NN -£"

G1 M DTT (10 mM) qciannnnnaad Sk
40 U/pL RNasin (1 U)o 0,75 pl
200 U/pL retrotranscriptasa (10 U/pl)......1,5 pL

Se agita ligeramente la mezcla en el vortex y
se anade a los rubos donde se ha realizado la
reaccion de la DNasa 17 pl. de la mezela de RT.

Este paso se realiza rapidamente, sin que se for-
men burbujas ¥ sin que los tubos se sobrecalien-
ten. Para la realizacion de la transcripcion inversa,
las muestras se incuban en el termociclador de la
siguiente manera:

17 °C — 60 min
95 °C —= S min

Reaccion en cadena de la polimerasa a
tiempo real

La PCR consiste en amplificar secuencias gé-
nicas definidas mediante cebadores especificos
que sirven como miciadores de la polimerizacion,
El proceso de amplificacion se cuantifica a nempo
real mediante fluoroforos.

Para ello se reparten 0,1 pl. de cDNA en tubos
de PCR de 200 pL. Se prepara la mezcla de PCR
seguin el numero de muestras, el volumen para una
muestra es el sigmente:

Mezcla de reactives de PCR

(con MgCL, dNTPs, tluordtoro

SYBR Green® y DNA polimerasa)......12,5 pl.
Cebador sentido 3000M .vvviiivieniiiannns 1,5 L
Cebador antisentido 3000M ...oovviinnvviennn 1,3 pl

Se agita ligeramente la mezcla en el vortex v
se anade a cada uno de los tubos con cDNA 15,5
pl. de mezcla de PCR. Este proceso se realiza ri-
pidamente, sin que se formen burbujas ¥ sin que
los tubos se sobrecalienten. Para la realizacion de
la PCR, las muestras se deben incubar en ¢l rer-
mociclador siguwiendo el siguiente protocolo:

95 °C —= 10 mun
95 °C—= 15 sep
60 *C —= 30 seg
60 “C —= 30 seg

Desnaturahzacion micial:

40 ciclos: Desnaturalizacion:
Emparejamiento:
Extension:

La PCR se realiza por separado para cada uno
de los genes de estudio, TNFa v NFxB, v para un
patron interno, la p-actina. Todas las medidas se
realizarin por tnplicado.

Calculos

Los resultados de ampliticacion de cada gen
para cada muestra se representan como Ct (Thres-
hold Cyele), que corresponde al ciclo en que la
curva de amplificacion cruza la recta correspon-

diente al umbral de deteccion (Fig, P45-2).
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A Ct=Ct - Ct

P metive

Cigen_

Ctp-actina

N.? ciclos

Figura P45-2. Curva de amplificacion de un gen y su
patron internao,

Se trabaja siempre con un gen de referencia, la
fi-actina en este caso; para el procesamiento de los
datos se calcula la diferencia de amplificacion
entre el gen objeto de estudio y el parron interno:

ACt=Cr_-Cr
Una vez se ha obrenido el ACt de cada mues-
tra, se realiza la comparacion entre grupos me-
diante el método de 2%, Asi, en primer lugar se
calcula la media de los valores de ACt de cada
grupo y posteriormente se realiza la comparacion
entre grupos por diferencia entre los mismos:

PRESENTACION DE RESULTADOS

Tabla P45-2. EJEMPLO DE RESULTADOS

Control 2 0 1

0,25

Estudio 4 2

AACt = Media ACt o= Media ACr
T

= :Hq-u:lrrrr-.q

Finalmente, se realiza la siguiente operacion:
2 18acx g resultado obtenido para cada grupo para
llegar a resultados con valores relativos dando un
valor de 1 al grupo control (Tabla P45-2).
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1. Analizar las curvas de amplificacion obtenidas para los genes estudiados, determinar los valores Ct
de cada una de ellas v dar ¢l valor medio de las tres repeticiones,

M- TNFa | 0- TNFa 1
M- TNFa 2 0- TNFa 2
M- TNFa 3 0- TNFa 3
M- TNF 4 0- TNFa 4

M- p-actina 1 0 - p-actina 1
M- p-actina 2 0- peactina 2
M- f-actina 3 0- p-actina 3
M- f-actina & 0- p-actina &
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M- NFxB 1 0- NFxB 1 M- g-actina 1 0 - p-actina 1
M- NFxB 2 0-NFxB 2 M- g-actina 2 0- p-actina 2
M-NFxB 3 0-NFxB 3 M- p-actina 3 0- fi-actina 3
M- NFxB & 0-NFxB 1 M- g-actina & 0- p-actina 4

A Magra. ©; Obesa

2. Obtener los datos de ACt de cada gen respecto al patrén interno.

M- NFxB 1 0- NFxB 1
M- NFxB 2 0- NFxB 2
M- NFxB 3 0-NFxB 3
M- NFxB 4 0-NFxB 4
M- TNFa 1 0- TNFe 1
M- TNFua 2 0- TNFa 2
M- TNFe 3 0- TNFa 3
M- TNFa 4 0- TNFa 4

3. Comparar la expresion génica de TNFa y NFxB entre los grupos tratados y control.

4. Conclusiones

COMENTARIOS

M- TNF
D- TNFa

M- NFxB
0- NFxB
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Nutrigenética y epigenetica:
tecnicas de SNP y MSP

P. Cordero Sdnchez, E 1. Milagro Yoldi y |. Campion Zabalza

INTRODUCCION

Entre ¢l 40 v €170 % del peso corporal se ha
atribindo a la herencia genénica, con mis de 600
I'l.f!_:l"l'll._"\ i,.'r”l'l'llil"'ql-:ll'ﬂil.'.lh 'I“5|.'L'['|L'|.||.I"l']'|tl' i“‘.l'l.‘ll-l..-ﬂ'
das. La nutrigenética estudia la relacion entre las
diferencias interindividuales en la secuencia del
ADN v la distinta respuesta a la ingesta de los nu-
trientes. A otro nivel, la epigenérica se centra en
el estudio de |'|uu.|lI'||..'.IL'u|||n.'- covalentes sobre el
ADN que, sin variar su secuencia de nucleotidos,
puede regular su expresion.

I_ s Fﬂll“'l'l.ﬂ:l'r‘l'\lnlﬁ SON varmaciones cn un
punto determinado de la secuencia nucleotidica
del ADN presentes en mas del 1% de la poblacion
F \.]UE..‘ P'l,'l["dl.‘“ estar .i‘llih.'l.'l.l.hi'i da I".Hr':lll‘i.:i.]‘l LTI
la obesidad v otras enfermedades merabdlicas. Los
mas estudiados son .'Il.kl.ll.'“t“ en los que un nucle-
otido es sustituido por otro. Su diagnostico puede
Hevarse a cabo mediante PCR (reaccion en cadena
de la polimerasa) de discriminacion alélica y ayu-
dar al establecimiento de un tratamiento nutricio-
n .'El I"‘.]"qﬂd"l] €n l‘.'l: !.'.L'l]”tlpl‘ |111..||1r'i1..||.1.1|..

El principal mecanismo de regulacion epigene-
tica resulta de la adicion de un grupo metilo en ci-

tosinas seguidas de guamina (sinos CpG). Estos di-
meros abundan en regiones promotoras de muchos
genes v un aumento en su metilacion estd con fre-
cuencia asociado a una represion en la expresion del
gen, Este patron de metilacion es potencialmente he-
redable por la descendencia v modificable por los
habitos dietéticos y estilos de vida (Fig. P46-1),

OBJETIVO

Los objetivos de esta sesion practica son deter-
minar la presencia de un polimorfismo en la secuen-
c1a de ADN (SNP, Single Nucleotide Polymorphism)
v analizar los niveles de metilacion del ADN en una

zona concreta de la region promotora de un gen
(MSP, Methylation Specific PCR).

PROCEDIMIENTO
Fundamento

PCR [reaccion en cadena de (a polimerasal

Esta técnica de biologia melecular tiene como
objetive la amplificacion de un fragmento deti-

Hahbitos de vida

Enfermedades
Dieta

ambios en patron
de metilacion

PR In metiada

. [
m Clloking no mellisda

? 9 . 2K ..
"GIFGTGGTT TG GOGGGETTT
4 0.;;%#6;“ 16: Je—— vy if h

&

Figura P4é-1. Regulacion
del patron de metilacion del
ADN.




K31 W Parte |I. Metodologia y aplicaciones

nido de ADN presente en una muestra. El proceso
se basa en la repenicion de una serie de ciclos, nor-
malmente entre 25 v 40, con las siguientes fases:

1. Desnaturalizacion, en la que se produce la se-
paracion de las hebras de ADN a alta tempe-
ratura.

[t

. Unién de los cebadores a su secuencia comple-
mentaria de ADN a partir de la cual se imiciara
la replicacion. La temperatura de este proceso
varia entre 50 v 65 grados dependiendo del nu-
mero de nucleotidos de los cebadores v de su
proporcion de bases ptiricas v pirimidinicas.

3. Elongacion: la enzima ADN polimerasa sinte-

tiza una nueva hebra complementania a la
molde en sentido §° — 3, siendo la mids em-
pleada la Tag polimerasa, de actividad 6ptima
a 72°C (kig. P46-2).

El aparato empleado para llevar a cabo la re-
accion es un termociclador. Couando se requiere
monitorizar a tiempo real la reaccion de PCR
(rtPCR) se le acopla un medidor de fluorescencia
v los cebadores se disenaran para que durante el
proceso de elongacion desprendan moléculas emi-
soras de fluorescencia,

SNP [Single Nucleotide Polymorphism)

Su determinacion esta basada en una PCR a
tiempo real. Las sondas Tagman disenadas son
complementarias a cada uno de los alelos de los
SNP y estin marcadas con distintos fluorocromos
(normalmente VIC y FAM). Mediante la detec-
cion de la fluorescencia emitida por cada una de
las sondas durante la PCR se puede conocer el ge-
notipo del polimortismo (Fig. P46-3).

MSP [Methylation Specific PCR]

La realizacion de esta técnica requiere un tra-
tamiento previo del ADN con bisulfito sodico
para transformar las citosinas no metiladas en
uracilos, mientras que las metiladas permaneceran
nalteradas (Fig. P46-4).

Se disenan los cebadores para analizar la me-
nlacion de una zona CpG especifica, normalmente
la region promotora de un gen. Los cebadores am-
plifican una secuencia de 300 pares de bases de
tamanoe maximo y son disefados en parejas tanto
para el ADN metilado como para no metilado,

- -HW T
T
JIOOIn
25 T
ﬁﬂ'umu IO | e
T 1 4
g;-:-n-um TITOIIID | = N
L L ﬂﬁ.l'iu.l.u e Frerrr
Tmann
1 . & 8 oo
ciclo 1 ciclo 2 ciclo 3 ciclan
Figura P44-2. Amplificacion
del ADN durante la PCR.
-z'-?ﬂi @<
2e G g - AA
5 §5 /
ﬂ [ E : f
= E a e I." A/G
oE 2 .
= i —_— i .. —— G/G| Figura P46-3. Deteccion de
! l un SMP mediante discrimi-
Ll MIE0s nacion alelica de fluorescen-
cia.
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bisulfito

/-—ar'—x
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PCR
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Figura P&4b-4. Tratamiento
con bisulfito de citosinas
metiladas y no metiladas,
donde se puade apreciar que
la citosina no metilada tras
[a reaccion de PCR pasa ati-
mina y la metilada se man-

tiene,

00
(et

Posteriormente a la reaccion de PCR se realiza
una electroforesis en gel de agarosa cuannticando
mediante un transiluminador la intensidad de
cada una de las dos bandas amplificadas para
cada muestra; para el ADN metilado y para el no

metilado (Fig. P46-5).

Material y equipos

Extraccion de ADN

e Kit para la extraccion de DNA, disponible en
distintas casas comerciales.

® Microcentrifupa.
* Espectrofotometro.

Marcador de
peso molecular

met mel
.

muestra 1

muestra 2

Figura P46-5. Gel de agarosa para el analisis de la me-
tilacidn de dos muestras.

SNP

* Termociclador con medidor de tluorescencia,

* Sondas Tagman marcadas con distintos fluoro-
cromaos (VIC y FAM).

® Reactivos para la PCR a tiempo real.

MSP

Termociclador.

Equipo de electroforesis.

Transiluminador.

Kit para tratamiento con bisulfito sodico.
Reactivos para la PCR (ADN polimerasa, Buf-
ter 10 X, MgCL, nucleotidos y agua de biologia
molecular).

Cebadores para ADN metilado v no menlado.
Aparosa.

Tincion SYBR de ADN para geles.

Tampon TBE.

- & ® & @

Protocolo

Extraccion de ADN

La obtencion del ADN genomico de partida
para los posteriores anahsis se realiza mediante el
protocolo de extraccion del kit especifico para ex-
traccion de DNA, La calidad y cantidad del ADN
final se analiza por espectrofotometria.

SNP

Para el andlisis de la presencia de un polimor-
fismo en una poblacian hay que tener en cuenta
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tanto su prevalencia en la muestra como su posi-
ble repercusion en el ambito de investigacion que
se quiera realizar, en nuestro caso con la salud.
Para ello, existen distintas bases de datos como la
del provecto HapMap (www.hapmap.org), un
provecto de desarrollo de un mapa de haplotipos
del genoma humanao.

Tras la eleccion del polimortismo de interés se
seleccionan sus cebadores comerciales correspon-
dientes marcados con los fluorocromos VIC y
FAM segun el haplotipo.

Para la PCR se anaden 5 pL de muestra de
ADN genomico a una concentracion de 10 ng/ul,
4,5 pL. de MASTER MIX comercial preparada y
0,25 ul. de la sonda marcada con fluorocromo es-
pecifico en cada pocillo de la muestra. Se realizan
duplicados de cada muestra para cada una de las
dos sondas marcadas. La programacion de la re-
accion de PCR en el termociclador con medidor
de fluorescencia integrado sera de 40 ciclos de
copia con una temperatura durante la fase de
union de los cebadores de 72 *C.

Para el analisis de los resultados, comparar los
obtenidos con la figura P46-3,

MSP

Tratar 1 pg de ADN genomico con el kit de
bisulfito sodico siguiendo el protocaolo.

El diseno de los cebadores se realiza me-
diante el programa informanco METHPRIMER
(www.urogene.org/methprimer/index 1. html). Pri-
mero se selecciona la zona a estudio: el promotor
(0, en ocasiones, inicio de la transcripcion) de un
gen, de aproximadamente 1.000 pares de bases
previos al inicio de la transcripcion, con alta den-
sidad de sitios CpG, denominada isla CpG. Los
cebadores resultantes deben ser optimizados para
conocer su temperatura optima para la union al
ADN (se recomienda realizar una PCR en un ter-

PRESENTACION DE RESULTADOS

mociclador con gradiente de temperatura), asi
como el numero de ciclos de amplificacion para
poder apreciar con nitidez las bandas de la PCR
en un gel de agarosa, pero sin llegar a una satura-
C1ON en su exXposicon.

Tras la optimizacion de los cebadores se rea-
liza una PCR a numero de ciclos éptimo aina-
diendo 1 pL del ADN tratado con bisultito, 2,5 pL
de Bufter 10X, 1,5 pL de MgCl,, 0,2 pL de la en-
zima ADN polimerasa, 1 pL. de un mix de los 4
nucleotidos a 20 mM, 1 pL del mix de cebadores
a 20 mM v c.s.p. 25 pL de agua de biologia mo-
lecular.

Tras la reaccion de amphificacion se realiza un
gel con TBE 1X v 1,5% de agarosa con tincion
SYBR de ADN. A los productos de la amplifica-
cion se le anaden 5 pL de tampon de carga y se
cargan en el gel, dejandolo correr en la cubeta de
electroforesis con TBE 1X durante 1 hora a 100
voltios.

El gel resultante se analiza con un transilumi-
nador, con el que se cuantifica la intensidad de
cada una de las bandas, la referente al ADN me-

tilado y la de ADN no metilado.

intensidad banda metilada

x 100

% metilacion = — : :
intensidad banda menilada +
intensidad banda no metilada
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PRACTICA 47

Diferenciacion del perfil metabolico

de individuos mediante una estrategia
metabolomica no dirigida

L. Bondia-Pons vy |. A. Martinez Herndndez

INTRODUCCION

La metabolomica es la disciplina omica dedi-
cada al estudio global del metaboloma o conpunto
de metabolitos endogenos v exdgenos de bajo peso
molecular {< 1.000 Da) presentes en un sistema
biologico. Esta tecnologia tiene como objetivo es-
tudiar la dindmica, composicion, mteracciones y
respuestas multiparametricas del metaboloma a es-
rimulos hisiopatologicos, cambios del entorno o
modificaciones genéticas. La aplicacion de esta me-
todologia en muestras biologicas (p. ¢]., plasma,
suero, orina, saliva o tepido adiposo) puede resultar
de gran unlidad para la identificacion de nuevos
biomarcadores de salud, enfermedad v/o otros pro-
cesos patologicos, ademas de nuevos indicadores
en nutricion que reflejen la ingesta de determinados
alimentos v el efecto que éstos o sus componentes
producen en el metabolismo humaneo.

Desde un punto de vista técnico, se diferencian
dos tipos de estrategias en metabolomica. Las pri-
meras se denominan estrategias dirigidas y se cen-
tran en el andlisis cuantitativo de un grupo de
metabolitos relacionados con una ruta metabolica
especifica o con una determinada familia quimica
de metabolitos. En cambio, las estrategias no di-
rigidas se basan en comparar perfiles metabalicos
(p. e]., comparacion del perfil metabolomico de
individuos con sindrome metabalico e individuos
sanos; de individuos con diabetes de tipo 1 e indi-
viduos con diabetes de tipo 2; etc.).

OBJETIVO

El objetivo de esta prictica es familiarizarse
con las diferentes etapas de un estudio merabolo-

mico no dirigido, mediante la caracterizacion de
los perfiles metabalicos de individuos con un es-
tado fisiopatoldgico diterente a través del analisis
de muestras de suero.

PROCEDIMIENTO
Fundamento

La aplicacion de plataformas metabolomicas
para caracterizar perfiles metabalicos de muestras
biologicas presenta la caracteristica de generar un
elevado niimero de datos en la etapa de adquisi-
cion. Las muestras de suero son analizadas en esta
practica por cromatografia de liqguidos (UPLC,
Ultra Performance Liquid Chramatagraphy) y es-
pectrometria de masas (TOF-MS, Time Of Flight
Mass Spectometry). El elevado numero de 1ones
resultantes del analisis analitico requiere del uso
de herramientas bioinformaticas para su procesa-
miento, asi como de técnicas quimiométricas de
reduccion de datos. Estas técnicas permiten una
mejor visualizacion de los datos para su interpre-
tacion. El andlisis estadistico utilizado es de tipo
multivariante, abarcando métodos no supervisa-
dos y supervisados. El caso mas sencillo de anali-
sis multivariante es el analisis de componentes
principales (PCA). Los componentes principales
explican la variancia de las muestras, de forma
que aquellas muestras que presentan un perfil me-
tabolico similar aparecen agrupadas en una repre-
sentacion grafica denominada “scores plot”. Un
segundo grafico, el “loadings plot”, muestra aque-
llos iones responsables del agrupamiento de las
muestras observado en el “score plot™ (ver pre-
sentacion de resultados). La distancia de un 16n
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del origen de coordenadas representa la influencia
de ese 16n en las componentes PCA,

En el caso de una plataforma basada en LC-MS
como la de esta practica, cada marcador (16n) viene
caracterizado por su masa molecular exacta, su
nempo de retencion v su intensidad, generandose
una lista de biomarcadores potencialmente respon-
sables de las diferencias halladas entre los dos gru-
pos. Un sencillo test ¢ entre ambos grupos de
muestras permite reducir la lista de biomarcadores
a aquellos ones significativamente diferentes.

El siguiente paso consiste en identificar los
tones responsables de las diferentes agrupaciones
de muestras. Esta etapa se realiza mediante el uso
de herramientas de composicion elemental, la biis-
queda en bases de datos de metabolitos, la frag-
mentacion de iones moleculares unlizando MS/MS,
¥ por comparacion con patrones en el caso de que
éstos existan. Esta etapa conlleva la mayor parte
del tiempo de un estudio metabolomico v es de
gran importancia, ya que sin una identificacion ri-
gurosa de metabolitos, el descubrimiento de perfiles
metabolicos diferentes mediante los andlisis esta-
disticos multivariables deja de tener sentido, Final-
mente, una vez identificados los marcadores, éstos
son integrados en las rutas metabolicas conocidas
para poder interpretar biologicamente sus varacio-
nes. Segun los expertos, actualmente todavia es
muy dificil interpretar los cambios en la concentra-
cion de un metabaolito en un contexto dado, demos-
trando gue aun queda mucho trabajo en este
campo multidisciplinar de gran futuro,

Material y equipos
Muestras

* Suero de individuos con un estado fisiopatolo-
gico A,

¢ Suero de individuos con un estado fisiopatolo-
gico B.

Las muestras deben conservarse a -80 °C
desde el momento de su recogida hasta su poste-
rior analisis para evitar su degradacion.

Equipos
* Equipo de cromatografia liquida de alta resolu-

ciom ultra acoplado a un detector de masas de
tiempo de vuelo (UPLC-MS-TOF).

Material

¢ Homogeneizador vortex.

* Centrifuga.

Columna cromatografica C » (100 mm x 2,1 mm
x 1,7 pm).

Filtros de celulosa para HPLC.

Material basico de laboratonio (vasos de preci-

pitados, pipetas, tubos Eppendorf).

Reactivos

* Acetonitrilo, metanol v acido formico (grado
analitico HPLC).
® Agua destilada Milli-Q (18,2 MQ).

Protocolo
Preparacion de muestra

La preparacion de la muestra consiste bisica-
mente en desproteinizar las muestras de suero con
metanol. Conviene trabajar en frio para evitar la
degradacion de metabolitos. Tras descongelar las
muestras a temperatura ambiente, se afaden
600 pl. de metanol a 200 pl de suero v se agita vi-
gorosamente en vortex. Tras dejar reposar la mezcla
a temperatura ambiente durante 10 minutos, se pro-
cede a su centrifugado en frio (4 “C) a 12.000 x g
durante 10 minutos. Finalmente, se filtra el sobre-
nadante a través de un hltro de celulosa.

Adguisicion de datos por UPLC-MS-TOF

La adquisicion de datos consiste en una pn-
mera etapa de separacion cromatograhica, basada
en la polaridad e imteracciones entre los metabo-
litos presentes en la muestra v la fase estacionaria
y fase movil, seguida de una etapa de deteccion
mediante espectrometria de masas, en la que los
metabolitos son iomizados a la entrada del espec-
trometro. Los iones formados son analizados v
detectados en base a sus nempos de vuelo, Como
ejemplo se muestran las condiciones cromatogra-
ficas y de deteccion por espectrometria de masas
optimizadas para el caso de la separacion de suero
de individuos con diabetes de tipo 2 e individuos
SANos.
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Condiciones cromatogrdficas

Fases moviles: agua con 0,1% de aado for-
mico (fase movil A) v acetomitrilo con 0,1% de
acido formico (fase movil B); gradiente de elucion
lineal: 5-95% B (en 15 min) a 0.4 mL/min; condi-
ciones isotermas: T = 35 °C; volumen de inyec-
<ion: 5 pl. muestra.

Condiciones del espectrometro de mazas

Modos de 1onizacion: positivo ¥ negativo
por electrospray (voltaje capilar: 2,4 kV; voltaje
cono: 35 Vi: velocidad del gas de desolvaracion
(350 °C): 750 Lih; velocidad del gas del cono:
30 L/h; temperatura de la fuente de iones: 110°C;
velocidad de adquisicion de datos: 0,2 s (0,1 s
de retraso entre barridos electronicos [escanes));
modo de adquisicion de datos: centroide; rango
de masa (m/z): 100-1.000,

Los iones detectados en esta etapa vienen ca-
racterizados por tres variables: su masa, su tiempo
de retencion v su intensidad relativa al resto de
1ones detectados.

El nimero de iones detectados en este tipo de
plataformas es muy elevado, y es necesario dispo-
ner de una etapa de preprocesamiento, que unliza
diferentes algoritmos matematicos y programas
informaticos uﬁpccifictiﬁ (XCMS, MZMINE,
MassLynx, etc.), para llevar a cabo operaciones
de filtrado espectral, deteccion de picos y alinea-
cion entre otras. Entre los parametros de prepro-
cesamiento de datos a fijar en todo mérodo se
encuentran ¢l tiempo de retencion, el rango de
masas, la tolerancia de masa, la intensidad mi-
nima de deteccion de pico, la ventana de masa, la
ventana de tiempo de retencion y el nivel de eli-
minacion de ruido,

El resultado obtenido de esta etapa es un con-
junto de cromatogramas y espectros para los 1ones
detectados, que se traduce en una tabla de tiempos
de retencion, m/z ¢ intensidades para todos los
picos detectados.

Procesamiento de datos
Para el desarrollo de esta practica se ha esco-

gido el analisis de componentes principales
(PCA).

405

Identificacion de biomarcadores

La identificacion de metabolitos se lleva a ca-
bo comparando los datos espectrales (masa exac-
ta, masa de fragmentos, distribucion de parrones
isotopicos) con los datos disponibles en bases de
datos de metabolitos (p. €., Human Metabolome
DataBase, http/fwww.hmdb.ca/), por anilisis con
MS/MS ¥ por comparacion con patrones.

Los metabolitos deben ser clasiicados como:
(a) desconocido (st no se ha logrado su identifica-
cion); (b) perteneciente a una familia quimica espe-
cifica; (c) putanvamente identihicado por su patron
de fragmentacion al aplicar MYMS; (d) confir-
mado mediante el uso de un patron de referencia.

Interpretacion biologica. Insercion de
biomarcadores en rutas metabolicas

La dluma etapa consiste en interpretar en un
contexto biologico los cambios observados en los
biomarcadores. Cuando un metabolito es identi-
ficado y se incorpora a una ruta metabolica, su lo-
calizacion en dicha ruta puede servir a su vez
como punto de partida para identificar otros me-
tabolitos adicionales hasta entonces desconocidos,
pero que al estar relacionados estructuralmente,
pueden acabar perteneciendo a esa misma via me-
tabolica. La interpretacion se consigue si se logra
comprender la funcion biologica de los metaboli-
tos identificados en la matriz estudiada.

A pesar de los esfuerzos realizados en estable-
cer conexiones claras entre biomarcadores y rutas
metabolicas, actualmente todavia es muy difial
interpretar los cambios en la concentracion de un
metabolito en un contexto dado.
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INTRODUCCION

La nutricion enteral (NE) es la téenica de so-
porte nutricional artiticial (SNA) por la que se
aportan los nutrientes al aparato digestivo, pese a
la imposibilidad del paciente de ingerir alimentos
por via oral. Su objetivo es mejorar la ingesta nu-
tricional asi como mantener o mejorar el estado
nutricional del paciente. El empleo de NE requiere
que el tracto gastrointestinal se encuentre anato-
mica v funcionalmente util v tiene la caracteristica
de la utilizacion de farmulas disenadas especifica-
mente para alimentacion enteral.

Este upo de nutricion presenta las caracteris-
ticas de que se emplea sondas para su administra-
cion y se suprime las etapas bucal y esofagica de
la digestion. Como excepcion se considera NE
cuando los pacientes pueden tomar por via oral
los preparados (formulas de NE) destinados a la
nutricion por sonda.

La NE es beneficiosa especialmente en pa-
cientes desnutridos o con riesgo de presentar des-
nutricion. Por ello, para un correcto empleo de
la NE, se debe identiticar a los enfermos que mas
se van a favorecer con ella. Su empleo presenta
una serie de ventajas frente a la otra técnica de
SNA (nutricion parenteral), va que es mas fisio-
lagica, mas sencilla en su manejo, mas facil de
preparar v administrar, ¥ es una técnica con un
numero inferior de complicaciones y con menor
coste,

A estas ventajas se une la evidencia experimen-
tal de que la presencia de nutrientes en la luz in-
testinal es esencial para el crecimiento ¥
funcionalidad de la mucosa gastrointestinal con
lo que se logra mantener sus funciones digestiva y
de absorcion, asi como sus mecanismos “de ba-

Nutricion enteral

C. Lacasa Arregui

rrera” que impiden el paso de sustancias extranas
o bacterias (traslocacion). Por tanto, el coeficiente
riesgo/beneficio esta a favor de la NE cuando el
tracto gastrointestinal esta anatomica v funcional-
mente intacto v se administra con la técnica ade-
cuada, debiendo reservarse la nuericion parenteral
como una segunda opecion, Todo esto, umido a los
avances en sistemas de acceso enteral, equipos de
infusion, y en las formulaciones de nutrientes, ha
llevado a un fuerte incremento en el empleo de la
NE, tanto en el ambito hospitalario como en el
domuciliario.

Para una adecuada utilizacion de la técnica
de NE es preciso conocer sus indicaciones de uso,
asi como llegar a evaluar si el tracto gastrointes-
tinal esta en condiciones de emplearse con segu-
ridad y efectividad. También deben conocerse los
criterios basicos que permiten realizar una co-
rrecta eleccion de la via de acceso a emplear, me-
todo de administracion v tipo de formula a
infundir. De la misma manera resulta esencial
estar familiarizado con las distintas complicacio-
nes que pueden producirse tras la instauracion
de una NE.

OBJETIVO

La finalidad de la practica consiste en valorar
la posible indicacion de un soporte SNA asi
como llevar a cabo el calculo de los requerimien-
tos nutricionales y la eleccion de la formula de
SNA mas adecuada. Igualmente se pretende se-
leccionar la via de aporte, el método de adminis-
tracion mas apropiado e intentar predecir las
posibles complicaciones impurtables al SNA se-
leccionado.
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PROCEDIMIENTO
Fundamento

Se plantea el caso clinico de un paciente que
presenta riesgo de desnutricion y puede benefi-
ciarse de SNA., Se debe disponer de la siguiente in-
formacion basica:

¢ Monivo de ingreso.

¢ Diagnostico.

* Sexo, edad, talla, peso actual, peso habitual,
perdida de peso reciente.

* Histona clinica y dietética.

e Examen fisico nutricional,

* Parimetros bioquimicos (hemograma, protei-
nas séricas).

* Funcionalidad del tracto gastrointestinal.

® Otros datos que se consideren de interés.

Con los datos suministrados se procede al des-
arrollo de la practica, que consiste en el plantea-
miento de la intervencion nutricional mas
adecuada.

Material

* Herramienta de cribado nutricional: Malnutri-
tion Umiversal Screening Tool (MUST) (Figura

P48-1),
* Ecuacion de Harris-Benedict:

GEB thombres) =665 + (13,7 xP) + {3 x A) - (6,8 x E}
GEB [mujeres) = 635,1 + (9.6 xP) + (1.8 x A) - (4,7 = E)

Donde: GEB: gasto energético basal; P: peso
en kgs A: altura en emy E: edad en anos,

* Peso corporal ajustado (PCA).
PCA = [(peso actual - peso ideal) x 0,25] + peso ideal

® Factor de correccion o estrés. Segun el calculo
del nitrogeno urinario o situacion clinica que
presenta el paciente (Tabla P48-1).

s Necesidades proteicas

- Noestrés: 1-1.2 ghke/dia

— Estrés leve: 1,3-1.4 g/kg/dia

— Estrées moderado: 1,5-1,6 g/kg/dia

— Estrés severo: = 1,6 g/kg/dia (no mas de 2)

Paso 1

Calculo riesgo
desnutrician

l

Paso 2
Puntuacion pérdida peso

o Paso 3
Puntuacion efecto enfermadad

Paso 4
Calculo riesgo desnutricién

IMC lindice de masa corporall = pesofalturs’ [peso en kg y altura en m)

Figura P48-1. Herramienta de cribado nutricional para adultas: Malnutrition Universal Screening Toal[MUST).
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1.500 mL + [20 x (peso, kg - 20)]

ESTRES [AGRESION) SEGUN NITROGEND * Algoritmos de decision (Figs. P48-2 a P48-5).
URINARIO O SITUACION CLINICA DEL

Tabla P48-1. FACTOR DE CORRECCION O

PACIENTE
-- o
- Determinacion del riesgo nutricional

<h No estrés 1.1-1.2

5.10 Eatrla love 12-13 . Se evalia el nesgo n.u.mcipnal del paciente al
ingreso. Para ello se utilizard la herramienta de

10-15 Estrés moderado 13-14 cribado nutricional MUST (Figura P48-1). Una

S 15 Estrés severo 14-15 vez conocido el nesgo nutnicional del paciente se

= 0% determina el mivel de intervencion nutricional.

Indicacion del SNA

Cirugia menor 1,0-1.2

Cirugia mayor 12-14 Se determina si en la situacion del paciente es

aconsejable la realizacion de un SNA con NE,
tanto por estar el paciente en situacion de desnu-
tricion coma, en el caso de un paciente bien nu-
Sepsis 15 trido, que se prevean cambios adversos en su
estado nutricional después de una determinada
enfermedad o cirugia.

Traumatismos, neoplasias,
Ell, pancreatitis 1.3-15

*Nitrégeno ureica/24 h = g: diuresis = mL/dia; urea en orina = g/L|

I e —

'

—* O

Obstruccion, pentonitis, vomitos

Todos los intratables, intestine corto, fleo
requenimientespor —  * NO
via oral .
Decision g
l iniciar SNA Decision
iniciar SNA
i Alimentacion oral cubre
F

l l‘—‘ 2/1 requerimientos _l 1
caldricos/protéicos

5l NO

1 B

ENO: suplemento nultricional oral

Figura P48-2. Algoritmo aproximacion general al soporte nutricional artificial.



parte . Metodologiay aplicacones

duracion estimada del SNA

Corto plazo - | o Largo plazo

|< &-6 semanas] |> 4-6 semanas)

- ==

Rwagn de aspiracion y condicion del tracto gastrumtestmat lgastroparesia,...

SI NO SI NO

| I | |
Alimentacion  Alimentacion Alimentacion Alimentacion
pospilorica gastrica pospilorica gastrica

P - N —

* PEJ: jeyunostomia endoscopica perctuanea, PEG: gastrostomia endoscopica percutanea

Figura P48-3. Algoritmo de seleccion de la via de acceso

s

Fallo organico
NO = « 5l
Estrés importanle —— 5| Fallo intestinal
J
l NO
e T Te—
a patologia
Aumnento

T rRgaerimientes

S| NO
[1wpemcactnica | h

Figura P48-4. Algoritmo de seleccion de la formula de NE
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Extremo distal sonda o
cateter en intesting
delgado

'

* Paciente critico

Extremao distal sonda o
cateter en estdmago

* Estomagointacto

» Malabsorcidn

"~ Suplemento dieta oral

Sl - ‘

v
=
=]

' '

Figura P48-5. Algoritmo seleccion metode administracion formula NE.

Para la decision de la indicacion de SNA se
emplea el algoritmo de la Figura P48-2 v se valo-
ran los siguientes parametros:

* Porcentaje de peso ideal.

* Cambios experimentados en el peso.

Cambios en los habitos nutricionales.

Niveles de proteinas plasmaticas.

Condicion diagndstica en relacion con la situa-
cion nutricional.

El SNA sera qtil en pacientes que no pueden
reunir sus requerimientos nutricionales por via
oral. Asi estara indicado en pacientes que lleven
sin comer o comiendo poco mas de 5 dias vio
van a estar sin comer o comiendo poco durante
mas de 5 dias. También en pacientes con capa-
cidad de absorcion pobre y/o pérdida impor-
tante de nutrientes v/o incremento de las
necesidades nutritivas por alto grado de catabo-
lismo. La NE sera utilizada, por lo general, con
preferencia a la NP Esta se usard cuando el
tracto gastrointestinal no sea funcionante o no
se pueda acceder.

Seleccion de la via de acceso

Una vez que se ha decidido iniciar una NE, ¢l
siguiente paso consiste en seleccionar la via de ac-
ceso. Se tendra en cuenta la duracion prevista del
soporte nutricional, la situacion clinica del pa-
ciente, la enfermedad de base, v el riesgo de aspi-
racion que presente. La eleccion se llevard a cabo
entre los sistemas nasoentéricos o de ostomia de
alimentacion disponibles y se debera establecer la
localizacion del extremo distal de la sonda o care-
ter para alimentacién (hiberacion de la formula a
nivel gastrico, duodenal o yeyunal). Algoritmo
para establecer via de acceso de la alimentacion

enteral: Figura P48-3,

Requerimientos caloricos, proteicos e
hidricos

El mérodo mas exacto para conocer el gasto
calorico es la calonimetria indirecta, pero no suele
estar disponible en la mayoria de los hospitales.
En la practica clinica se utilizan generalmente
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ecuaciones predictivas, como la de Harris-Bene-
dict, con la que se calcula el GEB. Para establecer
un soporte nutricional adecuado se suele calcular
el gasto energérico total (GET) multiplicando el
GEB por un factor de correccion o estrés (agre-
sion), dependiente de la sitvacion clinica del pa-
ciente (Tabla P48-1).

Si presenta un IMC bajo o dentro de la nor-
malidad se utilizara el peso actual para el cilculo
de requerimientos, Para pacientes con un IMCz230
kg/m?, el peso corporal ajustado puede ser mas
apropiado para evitar una sobreestimacion de re-
gquerimientos.

Las necesidades proteicas también se calculan
en funcién del peso del paciente v el grado de es-
tres metabolico que presente.

Seleccion de la
formula de NE

Acrualmente hay comercializadas una gran va-
riedad de formulas para NE. Esto significa que se
dispone de dietas que se adaptan a casi todas las
necesidades que se pueden encontrar en la prictica
diaria, pero también implica una dificultad impor-
tante a la hora de una seleccion adecuada de la
dieta.

Los criterios que se deben tener en cuenta a la
hora de seleccionar la dieta son:

Requerimientos caléricos, teniendo en cuenta
st lo que se persigue con la dieta es mantener un
estado nutricional o realizar una repleciin.

¢ Estado de la funcion digestiva y de absorcion.

. Rl:quf:rimll.'l'lltu extraordinarios por una enfer-
medad especifica.

* Coste

Algoritmo para la seleccion de la dieta enteral
a emplear: Figura P48-4,

PRESENTACION DE RESULTADOS

Método y ritmo de administracion

Una adecuada tolerancia a la alimentacion en-
teral depende, no solo de realizar una correcta in-
dicacion, smo en gran medida del empleo del
método de administracion mas adecuado, La selec-
cion del método de administracion tene gran im-
portancia en el €xito o fracaso a la hora de infundir
una dieta enteral, ¥ aun mayor importancia en el
caso de los pacientes que se pueden denominar cri-
ticos. La localizacion del extremo distal de la sonda
va a ser un factor determunante de las caracterisn-
cas de la administracion, tanto en relacion con la
tormula a unlizar como con el ntmo de infusion.

Algorimme para la eleccidn del ntmo de admi-
nistracion mas adecuado: Figura P48-5.

Complicaciones de la NE

Determinar, valorando el estado clinico del pa-
ciente v el soporte especifico a realizar, las com-
plicaciones debidas a la nutricién que pueden
llegar a producirse, principalmente gastromresti-
nales (residuo gastrico, constipacion, diarrea... ).
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Deternunacion del riesgo nutricional

e Cileulo del mivel de riesgo nutricional segun MUST. Nivel de intervencion nutricional requerida de

acuerdo al resultado obtenido,
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Indicacion SNA

¢ Valoracion nutrnicional: bien nutrido/mal nutrnido; grado desnutnicion.
® Factor de riesgo nutricional: cirugia, enfermedad....

¢ [ndicado SNA: si/no; justibicacion.

e Tipo SNA: NE/NP/mixto; justificacion.

Via de acceso

* Via de acceso mas adecuada: nasoentérica/enterostomia; justificacion.
¢ Situacion punta sonda/catéter: estomago/duodeno/yeyuno; justificacion.

Reguerimientos caloricos, proteicos ¢ hidricos

¢ GEB, segtin Harnis-Benedict.,

o GET, segiin el grado de estrés vio enfermedad.
o Necesidades proteicas, segun grado de estrés,
¢ Requernimientos hidricos,

Seleccion del tipo de formula de NE

Forma del aporte proteico: formula poliménica/oligomeérica; justificacion,
Contenido proteico de la tormula: normoproteica/hiperproteica; justificacion.
Densidad calorica (keal/ml); normocaloncathipercalorica; justificacion.
Fibra alimentana: si/no; soluble/insoluble/mezcla; justificacion.

Dieta especifica: sifno; tipo; justificacion.

Metado v ritmo de administracion

¢ Tipo de mfusion: continua/intermitente/bolus; justficacion.,
¢ Conrtrol velocidad de admimistracion: gravedad/bomba; jusuficacion.

COMENTARIOS




PRACTICA 49
Confeccion de dietas: ingestas dietéticas

de referencia y tablas de composicion
de alimentos

M. I. Zubieta Satriistegui, S. Santiago Neri y M. Cuervo Zapatel

INTRODUCCION

La confeccion de dietas debe presentarse como
un proceso dingido a la elaboracion de dietas per-
‘x”ﬂﬂlliﬂ.]dﬂ‘r. 1'L“rr'|."'r.'||]d” |.1‘l |'L'|..'|:|‘]'|1.l'|]||.].'|ti“”i.'h l.hl"
teticas v nutricionales mas actuales, basadas en ¢l
aporte suficiente v equilibrado de energia v nutrien-
tes, v dirigido a lograr el buen funcionamiento del
|}r£ﬂ'|'|i'ﬁ|'|'|”, L'E ‘.EL'?i.]l'l'”HI'l LIL‘ Iilh .lL‘ri.'i‘ldi.“.ll.'\ LEF."'.“‘\..
la promocion de la salud v la prevencion de enfer-
medades. Para ello, se hace necesana una metodo-
Il'l'_l:'l:.'l. dL‘ [rﬂhil]” ﬂrtil..'l]ﬂt.l.l. A1 COImo Lt correcta L“.t'
lizacion de diferentes herramientas y matenales de
trabajo. En este sentido, las ingestas dieténicas de
referencia (IDR) constituyen los valores de referen-
cia de energia ¥ nutrientes que debe contener una
dieta para prevenir las enfermedades deticitanas,
reducir las enfermedades cronicas y conseguir una
‘r..]l“lj ‘IPI”I].]. ..'-li"'r'"ffn,'l'l.'l'l'll.i'] l.'I I'”.'l'.'ﬂ:hl.]! MAXIIMo
de cada nutmiente. Por otro lado, las rablas de com-
posicion de alimentos (TCA) pueden definirse co-
mo recopilaciones de datos sobre la composicion
]"I_ll.[rl.n.'lﬂ[]ﬂl d C Ii 15 ],'\rlrl-.'||'1.l IL"\ .Illl“'l.'! 100s Ci I]'I‘!l"“l'.l‘ L]
en una determinada zona geograhica. Consttuyen
una herramienta imprescindible para la evaluacion
v planificacion de dietas (en situacion fisiologica/
patologica), asi como para la evaluacion del estado
nutricional {si se compara la dieta con ingestas re-
comendadas de nutrientes), tanto a mivel individual
como en colectivos especificos.

OBJETIVO

Los objetivos de la presente practica son: ex-
poner la sistematica (pasos) para la confeccion de
dietas, describir los métodos de estimacion de las

necesidades energenicas v las recomendaciones nu-
tricionales para poblacion espanola (IDR) y final-
mente adquirir destreza en el manejo de tablas de
composicion de alimentos.

PROCEDIMIENTO

Fundamento

La confeccion de una dieta consta de los si-
gUIENtes pasos:

1) Recogida de los datos que caractenizan al indi-
viduo a estudio y elaboracion de una completa
valoracion (historia clinica, valoracion nutri-
cional, etc.).

Establecimiento de las necesidades energeticas
v nutricionales de manera personahzada (esn-

"

macion del gasto energético total, necesidades
de macronutrientes, micronutrientes, fhbra,
agua, efc.).

Determinacion de los objetivos, la tormula nu-
tricional de la dieta v la estrategia dieténica a

-

seguir (contenido de la dieta en energia, ma-
cronutrientes, micronutrientes, etc. ).
Desarrollo de la pauta dieténca de manera in-
dividualizada (nimero de tomas, patron ali-
mentario, tamano de la raciones, frecuencia de
consumo de los alimentos, recomendaciones
dietéticas adicionales, etc. ).

Seleccion de la TCA, bases de datos de com-
posicion de alimentos v fuentes complementa-
rias en funcion de la informacion nutricional
necesaria y manejo ¢ interpretacion correcta de
los datos abtenidos.

Valoracion de la adecuacion de la dieta contec-
cionada a las caracteristicas individuales (cali-

¥,

R

iy
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bracion, adecuacion a las recomendaciones
energéticas y nutricionales, a los gustos, prefe-
rencias, etc.).

Material

Métodos de estimacion del gasto energético.

¢ Ingestas dictéticas de referencia (IDR).

Tablas de composicion de alimentos: bibliogra-
fia v recursos relacionados.

Tablas de raciones habituales con pesos y me-
didas caseras.

Protocolo

El gasto energético total (GET) de una persona
se compone de: gasto energético en reposo (GER),
gasto energetico derivado de la actividad fisica des-
empenada (AF) y termogénesis o efecto termoge-
nico (ET) inducido por distintos factores tales
como el mantenimiento de la temperatura corporal
o la digestion de los alimentos. Ademas, en el caso
de personas hospitalizadas o con alguna enferme-
dad, se debe tener en cuenta el gasto derivado del
estado parologico (EP) unlizando el factor de agre-
sion correspondiente (Tabla P49-1). De este modo,
los componentes principales del gasto energético
total (GET) son: GET = GER + ET + AF (+ EP).

La esumacion individualizada del GET diario
se puede realizar por diferentes métodos, como ca-
lorumetria, agua doblemente marcada v ecuaciones
basadas en medidas bioquimicas v/o antropométri-

Tabla P49-1. FACTORES DE AGRESION®*

Factores Desnutrides: 1,00
de Barak Cirugia complicada: 1.25-1.40

Transplante: 1,20
Sepsis: 1,30-1,35
Infecciones: 1,25-1.45
Ouemados: 1,60
Tumares salidos: 1,20
Leucernia/linfoma: 1,25
Enfermedad inflamatonia intestinal: 1.05-1,10
Pancreatitis: 1,10-1,20
Enfermedad hepatica: 1,00-1,03

Otros 1,13 por grado de temperatura por encima
de los 37°C

*Laaplicacion de diches factarss deba raal e pe nobee ol GET caloulade: GET & 4
Fuarle: Bedlida O, de Luis Roman 0 20041 Manual de adricen y matabalisma. Dlae
e Santos, Madrid.

cas formuladas por diferentes organismos como las
recogidas en la propuesta de la Federacion Espano-
la de Sociedades de Nutncion, Alimentacion, Nu-
tricion v Dietética (FESNAD). Dicha Federacion,
recomienda la esimacion del GET a partir de ecua-
ctones propuestas por el Comite Amencano de Ali-
mentacion v Nutncion, del Instituto de Medicina
de Estados Unidos (FNB-IOM en sus siglas inglesas
Food and Nutrition Board of the American Insti-
tute of Medicine), para calcular el GET teniendo en
cuenta la edad, sexo v estado hsiologico, asi como
tactores de correccion para la actividad fisica en
funcion de la intensidad y frecuencia de la actvidad
realizada. Asi, una vez estimado el GER, el resul-
tado obtenido se multiplicara por el factor de acn-
vidad (F*) correspondiente: GET = GER = F', En
personas enfermas ademas se aplicara el factor de
agresion (FA%), es decir: GET » F*“, cuando corres-
ponda.

De esta forma, se distinguen ecuaciones espe-
cificas para calcular el GET de ninos/as de 0 a 3
anos, de ninos de 3 a 8 anos y minas de 3 a 8 anos
{a partir de los 3 anos las ecuaciones son diferen-
tes segun el sexo), de adolescentes varones v mu-
jeres de 9 a 18 anos, de varones y mujeres a partir
de los 19 anos ya considerados adultos, de ado-
lescentes embarazadas de 14 a 18 afos y de 19 a
50 anos y de adolescentes lactantes de 14 a 18
anos v de 19 a 50 anos. En cada uno de estos gru-
pos se tienen en cuenta distintos factores de gasto
energénico adicional, segtin corresponda: por for-
macion de nuevos tejidos en organismos en creci-
miento, por embarazo o para produccion de leche.

En el caso de adultos varones, a parar de los
19 anos, el GET es el siguiente:

GET = 662 — (9,53 x edad [a]) + F* x (15,91
x peso [kg] + 539,6 x talla [m])

Y para mujeres adultas, a partir de los 19
anos, el GET es el siguiente:

GET = 354 — (6,91 x edad [a]) + F* = (9,36 x
peso [kg] + 726 x talla [m])
Donde: [a] es anos de edad, [kg] es kilos de
peso v [m| metros de talla.
El coehiciente de actividad fisica (F*Y) es el si-
gulente:
- F* = 1,00 s1 el nivel de F* estimado es seden-
tario
- FM = 1,11 (varones) / 1,12 (mujeres), si el nivel
de FM estimado es ligero
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- F* = 1,25 (varones) / 1,27 (mujeres), si el nivel
de FAF estimado es moderado

— F*f = 1,48 (varones) / 1,45 (mujeres), si el nivel
de F*' esimado es intenso

Por otro lado, existen distintos tipos de reco-
mendaciones formuladas por los principales or-
ganismos internacionales como son: el FNB-10M
y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
que, por sus caracteristicas, relevancia cientifica
y rigor en su elaboracion pueden ser de aplicacion
a nivel internacional. Ademas, en Espana se
cuenta con las IDR desarrolladas por la FES-
NAD. Se presentan a continuacion en la tabla
P49-2 las recomendaciones nutricionales estable-
cidas por la OMS como metas de ingestas de nu-

trientes v alimentos (MINA) para la confeccion
de dietas equilibradas.

Las tablas de composicion de alimentos tradi-
cionalmente se han presentado en formaro impreso,
aunque en la practica se utilizan informanzadas, es
decir en forma de bases de dartos de composicion
de alimentos (BDCA). En la tabla P49-3 se recoge
una seleccion de TCA publicadas, BDCA ¥ otros
recursos relacionados. La estructura basica de las

TCA incluye:

¢ Alimentos: tradicionales, importados, marcas
comerciales, platos preparados, productos die-
téticos, etc.

* Informacion nutricional en valores que pueden
ser: numericos, traza (“Tr"), cero (“0"), desco-

Tabla P49-2. RECOMENDACIONES NUTRICIONALES PARA ADULTOS SANOS

Grasa total 15-30% -
Acidos grasos saturados (AGS) < 10% Lo mas baja posible’
Acidos grasos poliinsaturados [AGP| 6-10%

Acidos grasos poliinsaturades omega &

Acidos grasos poliinsaturados omega 3

11-17 g/dia Ac. linolaico
1,1-1.6 g/dia Ac. a-linclénico

Acidos grases trans [AGT) Lo mas baja posible
Acidos grases monoinsaturados [AGMI Por diferencia™? Par diferencia %!
Colesterol < 300 mg/dia Lo mas baja posible’
Hidratos de carbono B5-T9% > 130g/dia
Anucares simples < 10%* -

Fibra » 25 g/dia 21-38 g/da
Proteina 10-15% 0.8 afkg/dia
Salfsodio <5/ <2g/dia* -

'Todas las cantidades expresadas en porcentaje %] hacen referencia al valor energétics total de la dieta.
| a cantidad de AGM que se debe aportar se calcula mediante la slgwente ecuacion: AGM = Grasas totales — |AGS + AGP + AGT],
! L2 amplitud del margen del aporte de hidratos de carbono es tan extensa debido a que éste se calcula una ver establecidos los objetivos para las

grasas y protelnas.

¢ La DMS los establece con la expresidn “axdcares Libres™ para referirse a lodos los monesacéndos y disacandos ahadidos a los alimentos por el fa-
bticante, el cocinero o el cansumidor, més los ardcares naturalmente presenies en la miel, jarabes y jugos o zumos de frutas.
! Elintervalo se eslablace en funcidn de ls Reurén Consultive Mista DMS/FAQ/ONU de Expertos de Necesidades en Proteinas y Aminodcidos en la

Mutricidn Humana, celebrada en Ginebra en 2002

| | a sal debe yodarse en la medida aprepiada. Debe reconocerse |a necesidad de ajustar [a yedacion en funcion de la ingesta de sedic observada y de
los resultados de la vigilancia del estado de |a poblacitn en relacidn con el yada

' Compatible con una diets variada y equilibrads,
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nocidos (*-" o *N"). Si no se especifica lo con-
trario, los valores corresponden a 100 g netos
de alimento crudo, por lo que ademas sucle in-
cluirse el factor de porcion comestible.
Informacion adicional: manejo, pérdidas o ga-
nancias nutricionales derivadas de la coceion de
alimentos, pesos e imdgenes raciones, de con-
sumo habitual, listas de alimentos ordenadas
segun el contenido en determinados nutrientes,
etc.

En su manejo hay que tener en cuenta que pue-
den presentar ciertas limitaciones.
Incomparibilidades entre las distintas tablas uti-
lizadas en estudios nutricionales multicéntricos.
Informacion hmitada sobre determinados ali-
mentos, nutrientes especificos ingredientes fun-
cionales o bioactivos.

Diferentes criterios para la estimacion de ener-
gia o el contemido de nutrientes.

Suelen incluir datos prestados de otras tablas,
asumidos o copiados de otros alimentos pare-
cidos.

Variabilidad de la informacion nutricional de-

bida al propio alimento v al método analitico
utihizado.

Algunas orientaciones practicas para su ade-

cuado manejo son:

¢ Cuando se unlizan para valorar la ingesta de

energia v nutnentes, los resultados deben inter-
pretarse come aproximaciones a la ingesta real,
sobre todo s1 se trata de un solo dia. La prec-
sion suele ser menor para los micronutrientes
(hierro, sodio, potasio, vitamina C, etc.) y au-
menta cuanto mayor sea el numero de dias va-
lorados.

En el manejo de los datos, hay que tener en
cuenta que los valores desconocidos no deben
interpretarse como valores nulos, va que puede
infraestimar la ingesta real. En el caso de los va-
lores traza, es frecuente que se sustituyan por
valores nulos o bien se muluplican por un fac-
tor corrector (0,5 0 0,71),

Se elegiran preferentemente TCA/BDCA nacio-
nales. En general, para estudios epidemiolog-
cos suele recomendarse que incluvan al menos

300 alimentos.

especto a las 'A, son preferibles aguéllas
Respecto a las BDCA preferibles aquell
que permitan al usuario anadir nuevos alimen-

tos o modificar valores de la base de datos ori-
ginal.

Tabla P49-3. SELECCION DE TCA, BCDA, PROGRAMAS INFORMATICOS DE ANALISIS
NUTRICIONAL Y OTROS RECURSOS RELACIONADOS®

Moreiras 0, y col [2009). La composicion de los alimentos (13,7 ed | Piramide, Madnd.
Mataix J, y col [2009]. Tabla de composicion de alimentos espafioles [5.% ed.|. Institute de Nutricion y Tecnologia de Alimentos. Universidad

de Granada.

Russolille G. y Marques | [2008), Sistema de Intercambios para la Confeccion de Dietas y Planificacion de Menus. ICM.

CESNID. Tablas de composicion de alimentos por medidas caseras de consume habitual en Espana 12008), McGrawHill, Barcelona.
Gomez-Candela C, Loria Kohen V, Lourenco Nogueira T |2008]. Gula visual de alimentos y raciones. Editares Médicos, 5. A [EDIMSA].
Ministerio de Sanidad y Consumo |1999). Tablas de compasicidn de alimentos espaficles. Madrid.

Bello J y col [1998]. Tabla de compesicion de alimentos cocinades. Diaz de Santos, Madrid.

TCA. Martin Pesia G | 1997). Nutricia.

Europa [EuroFIR]: hitp:/feurcfirinfo/eurofic_knowledge/european_databases

Espafia [Red BEDCAI: http://www. bedca.net/
Internacional (INFOODS): hitp./fwww.fa0.org/infoods/index_es.stm
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Tabla P49-3. SELECCION DE TCA, BCDA, PROGRAMAS INFORMATICOS DE ANALISIS
NUTRICIONAL Y OTROS RECURSOS RELACIONADOS* [cont.)

Easy Diet: hitp:/fwww.2asydiet.es/

Alimentacién y Salud: http:/fwww.ugr.es/~winyta/software htm
DIAL: http:/fwww.alceingenieria.net/nutricion htm

DIETOWIN: http://www.bl-biclogica.es/dietowin.htm
DIETPLAN: www.nutrinfo.com.ar/pagina/progs/index. him

MEDISYSTEM espariol: hitp:/fwww.sanocare net
SATN-2009: http./fwww.clubSestrellas.com

NUTRIBER: http://www.funiber.org

EQUILIBRA: http.//www.generalsoftec.com/equilibra html
NUTRISOL: http.//scielo.isciii.as/pdfinh/v23n1/ariginald pdf

Fichas de alimentos MARM-FEN: http:/fwww.mapa.ec/es/ministerio/pags/plataforma_conocimiento/alimentos/practicas.asp
Calculadora nutricional Kellogs, hitp:/fwww kellogas.es/nutricion/tablasnutricionales/alimentos.htmi

Calculadora nutricional SEH : http://www.seh-lelha.org/calena.aspx

Balanza nutricional Dietista Visual: http://www.sanocare.net/dietista-visual.htm

Marco internacional para la descripcion de alimentos LANGUAL: http:/fwww.languat.org/langual_literature.asp

Contenido de sustancias potencialmente cancerigenas en los alimentos: hitp://www.epic-spain.com/libro.html

Base de datos de alimentos alergénicos InformAll: http.//foodallergens. ifrac.uk/

Replicas de alimentos equivalentes en hidratos de carbono. hitp://www bayeres/ebbsc/cms/as/

Tablas de indice glucémico de alimentas: http:/fwww.nutrinfo.com.ar/pagina/gyt/glycemic. htmt

Manejo de TCA: http:/fwww fisterra.com/material/dietetica/manejoTablasAlimentos asp

Raciones de alimentos Dapcich y col: http.//www.ucm.es/info/nutril/docencia/PiramideRecomendadaSENC 2004. pdf

Pesos de raciones y medidas caseras SENC-SemFYC: http:/fwww semfyc.es/phw_files/cma/Informacion/modulo/documentos/quia_ali-

mentacion.pdf

Laminas sobre distorsion de porciones: http://www.nutriactive. netfindex,php?_a=viewProd&productid=256

* TCA: tablas de composician de alimentos. BODA: bases de datos de composicion de alimentas
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PRESENTACION DE RESULTADOS

Analisis nutritivo de la dieta

Totales -
% VET - - -

VET: valor energético total

COMENTARIOS




PRACTICA 50

Programa informatico para

la valoracion del estado nutricional
y la confeccion de dietas

M. Cuervo Zapatel, L. Garcia de Diego,
J. A. Moreno Rello y |. A. Martinez Hernandez

INTRODUCCION

La aplicacion de la informatica en el campo
de la nutricion v la dietética es de gran importan-
cla, tanto en consulta, como en investigacion e
incluso en educacion, ya que permite realizar el
seguimiento de multitud de pacientes para llevar
un mejor ¥ mas rapido control de cada uno de
ellos, ofreciendo la posibilidad de disenar dietas
adecuadas a cada individuo o grupos de pobla-
cion. Por otro lado, en el campo de la nutricion
v la salud, existe bastante informacion sobre
composicion de alimentos, ingestas dietéticas de
referencia, recomendaciones nutricionales dirigi-
das a diterentes patelogias ¥ una gran variedad
de cuestionarios que recogen mucha informacion
sobre el diagndstico de diferentes patologias,
gasto energetico, calidad de vida o el estado nu-
tricional del paciente.

En este sentido, los programas informaticos,
en general, permiten realizar una riapida valora-
cion del estado nutricional de cada individuo, a
partir de la informacion recogida en la consulta
dietética, va que son capaces de aplicar formulas
con rapidez, comparar los resultados con los va-
lores de referencia correspondientes vy realizar asi
la interpretacion de cada uno de los parametros
analizados. Asimismo, ofrecen la posibilidad de
conocer la ingesta de energia v nutrientes que
presenta cada persona, a través de la alimenta-
cion, en el momento de la consulta v confeccio-
nar dietas adaptadas a sus necesidades
particulares. La valoracion del estado nutricional
engloba datos antropométricos, bioguimicos, cli-
nicos, inmunologicos, dietéticos, etc., va que no
existe un criterio unico que describa de forma ob-
jetiva la salud optima. Las conclusiones que se al-

canzan a través de la evaluacion del estado nutri-
cional constituyen la base para el asesoramiento
dietético.

OBJETIVO

Valorar el estado nutricional, asi como estimar
v confeccionar dietas utilizando un ordenador
personal.

PROCEDIMIENTO
Fundamento

Para valorar el estado nutricional de un indi-
viduo es necesario conocer una informacion basi-
<a que incluve aspectos psicosociales, antropome-
tria vy composicion corporal, historia clinica,
evaluacion bioguimica e historia dietética.

Material

El programa informatico que se presenta para
desarrollar esta practica ha sido elaborado bajo
un sistema operativo Windows®. Para su progra-
macion se ha usado la aplicacion Netbeans IDE
6.8 v funciona para cualquier sistema operativo.

Protocolo
Datos personales: con objeto de dar de alta al

paciente, se crea su ficha anotando la informacion
individual disponible (nombre, direccion, telé-
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fono, email, fecha de nacimiento, etc.). Dentro de
este apartado existen:

1. “Visitas™: recoge la historia de cada paciente,
gue incluye nimero v fecha de todas las con-
sultas que ha realizado hasta el momento, las
cuales pueden ser copiadas v/o modificadas.
También se encuentran los “griaficos de evolu-
cion™ de algunos parimetros importantes en la
valoracion del estado nutricional: peso, indice
de masa corporal (IMC), colesterol, glucosa,
etc., que permiten analizar su evolucion a lo lar-
go del nempo. Al hnalizar la evaluacion del es-
tado nutricional del individuo, existe la posibi-
lidad de conteccionar un informe ¢ imprimurlo.
Se puede acceder a este informe mediante el ico-
no “informe™ que aparece dentro de esta pes-
tafia. En este informe se incluye un resumen de
toda la mformacion recogida en consulta v la
obtenida al completar el estudio nutricional del
individuo con ¢l programa imformatico,

. “Aspectos psicosociales™: recoge informacion
general del paciente, aspectos sobre su ocupa-
cion, situacion social, religion o etnia, la auto-
percepcion de su estado de salud, hibitos nu-
tricionales, consumo de tabaco v alcohol,
actividad fisica, habitos de descanso v su tole-

rancia al estrés, entre otros (Fig. P50-1).

(]

Antropometria v composicion corporal: en este
apartado se recogen los datos antropométricos (pe-
so, talla, phiegues cutaneos y perimetros corporales)
disponibles de cada individuo vy el programa los
compara con los estandares de referencia estable-
cidos en cada caso, mrerpretandolos desde un pun-
to de vista nutricional. La figura P50-2 recoge un
ejemplo con una paciente bebé de 3 meses de edad.

1. El cialculo del “peso deseable™ se realiza me-
diante tablas tabuladas como las de Alastrué o
mediante ecuaciones como la de Metropolitan
Life Insurance, Lorenz o la Brocca. Ademais, ¢l
programa nos informa del porcentaje de peso
deseable v su indice nutricional,

. Para conocer la “complexion del individuo”
serd necesario introducir el perimetro de la mu-
fieca o la envergadura del codo en centimetros,

3. Por otro lado, €l programa calcula diferentes

“indices nutricionales” mediante comparacion

ol

de distintos parametros antropométricos con
sus estandares de referencia o curvas percenti-
ladas establecidos para los distintos grupos de
poblacion, en funcion de la edad y sexo.

Composicion corporal: una vez introducidos

los datos necesanios el programa calcula los dis-
tintos compartimientos corporales: masa grasa,

YT R ———r—
o Cmoen g S oo

=R re————|

e T ——
Facteres de ign oy A

" =
P pmacae, e syimor g0 e wshal

B g fin

e e e

e et el
Hetec g, e o erees |

Cwmre e e e
(OFueni Ofirctseen recheon |

s ST ) P ——

Lo Gl v 1 i+
"

|
Lt 8 abar i s —T
il g, S, s -
[P — e
s | =l - I
Ca i
E v | |

Figura P50-1. Imagen de la infermacion psicosocial,
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Figura PS0-2. Imagen de Antropometria en la Infancia |0 a 2 afios).

masa magra ¥ agua total, utilizando diferentes
ecuaciones: Siri, Brozeck, Deurenberg, Lean, Hu-
me and Weyers ¥y Walson, y presenta los resulta-
dos de forma grafica. El programa ofrece también
la posibilidad de introducir manualmente el por-
centaje de masa grasa corporal caleulado por DE-
XA, impedancia bioeléctrica y/o BOD-POD.

Historia clinica: recoge informacion relacio-
nada con la situacion clinica actual del paciente,
ademas de obtener una retrospectiva del individuo
determinando los elementos familiares, personales
v farmacoldgicos relacionados con su enfermedad.
Para ello se dispone de los siguientes apartados:

1. “Antecedentes clinicos™: en donde se recogen
los antecedentes familiares v personales rela-
cionados con enfermedades que se asocian con
la nutricion.

2. En "Anamnesis por aparatos y sistemas” se re-
gistran todas las enfermedades que padece el
paciente, ordenadas por aparatos y sistemas.
En “enfermedad actual™ se describe la situa-
cion fisiopatologica actual, incluyendo el tiem-
po de evolucion, asi como los posibles desen-
cadenantes y el tratamiento recibido.

3. “Farmacologia™ engloba:

= “Tratamientos farmacologicos que atectan
a la nutricion™: en donde se recogen los di-
ferentes farmacos que pueden interferir con
el estado nutricional, bien porque se produ-
ce una menor captacion de nutrientes, por-

4.

que se incrementa ¢l apetito o porque au-
mentan los niveles de ciertos nutrientes en
plasma.

— “Farmacos afectados por la nutricion™:
donde se encuentran los alimentos que pue-
den interferir con el metabolismo de diferen-
tes farmacos.

— “Firmacos para el tratamiento de la obesi-
dad™: que incluyen los tratamientos farma-
cologicos correspondientes.

“Exploracion fisica”; recoge los signos y sinto-
mas fisicos que aparecen en los individuos con
alguna alteracion nutricional. Dependiendo del
tipo de alteracion existen tres subapartados:
“signos v sintomas de posible deficiencia nu-
tricional”, “signos v sintomas del posible ex-
ceso nutricional™ ¥ “signos clinicos de las aler-
gias nutricionales™, cada uno de los cuales esta
apovado con imdgenes para definir mejor las
alteraciones nutricionales.

“Cuestionanos de diagnostico™: donde se rea-
lizan cuestiones especificas orientadas a detec-
tar situaciones de deterioro cognitivo, trastor-
nos de personalidad. ansiedad, insomnio,
autoestima, etc. Fntre ellos destacan los “cues-
tionarios relacionados con trastornos del com-
portamiento alimentario™ que permiten reali-
zar un prediagnostico de enfermedades como
la anorexia o la bulimia nerviosas. Cuando se
completa alguno de estos cuestionarios ¢l pro-
grama proporciona un score que clasifica al in-
dividuo en los diferentes niveles de afectacion,
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Analisis bioquimico: en este apartado se intro-
ducen los resultados de las “determinaciones en
sangre”, “determinaciones en orina” v “pruebas
inmunologicas™. Conforme se introducen los da-
tos, el programa los interpreta al compararlos con
los valores de referencia adecuados en cada caso.

Historia dietética: recoge informacion sobre el
consumo de alimentos, habitos dietéticos, frecuen-
cias, preferencias v/o aversiones alimentarias. Se
subdivide en los siguientes apartados:

1. “Recordatorios/diarios dieténicos™: en donde
existen distintas opciones a cumplimentar: “his-
toria dietética corta”, “recuerdo/diario 24 ho-
ras”, “recuerdofdiario 72 horas™ v “recuerdo
diario semanal”. En todos ellos, se recoge infor-
macion acerca de los alimentos v bebidas con-
sumidas a partir de un listado que ofrece el pro-
grama. Simultaneamente se calcula la cantidad
consumida de los principales nutrientes v la ca-
pacidad antioxidante de la dieta, ademas de re-
alizar un grafico con la distribucion de energia
en proteinas, hidratos de carbono, lipidos v eta-
nol. Toda esta informacion se presenta de forma
mas detallada en el apartado “resultados™, que
recoge también las recomendaciones nutriciona-
les del individuo estudiado. En “cuestionarios
de frecuencia” tambien existe la posibilidad de
escoger entre varios modelos: “cuestionarios
cualitatives”, “cuestionarios semicuantitativos™
0 “cuestionarios cuantitativos”.

2. “Escala visual analoga™; la cual consta de cin-
co cuestiones que valoran el grado de apetito
o saciedad mediante una escala de 10 ecm, don-
de se considera en un extremo la intensidad mi-
nima v en el otro extremo la maxima, asi el pa-
ciente senala el punto que mejor describa su
sensacion de apetito o saciedad.

3. “Indices de alimentacion saludable™: recoge di-
ferentes cuestionarios que incluyen informa-

cion sobre la dieta del individuo, para que el
programa calcule un score que informa sobre

la calidad de la dieta.

Pronostico nutricional: donde se recogen los

siguientes subapartados (Fig. P50-3):

1.

[ =]

“Indice prondstico™: agrupa cuatro indices nu-
tricionales los cuales, mediante ecuaciones

multivariables, valoran el riesgo de presentar
complicaciones ligadas a la malnutricion. Para

que el programa realice el cilculo, deben ha-
berse introducido parimetros como: albumina,
prealbimina, transferrina, linfocitos totales,
respuesta alergénica, pliegue tricipital, peso ac-
tual, peso habitual, peso deseable v altura.

. “Tipos de desnutricion™: ofrece la posibilidad

de clasificar la desnutricion en “desnutricion
proteica” o “desnutricion calérica”. Para ello es
necesario entrar dentro de cada apartado v el
programa dira si existe o no ese tipoe de desnu-
tricion, siempre que s¢ havan introducido pre-
viamente los parametros necesarios. Si no fuera
asi, el programa da la oportunidad de introdu-
cirlos en este momento, En el caso de que ambas
desnutriciones dieran positivas estariamos ante
un caso de desnutricion mixta. En este apartado
también se encuentra el “protocolo diagnastico
de Chang”, que permite conocer el tipo de des-
nutricion en base a un sistema de puntos obte-
midos en los parametros antropométricos y en
los valores bioguimicos e mmunoldgicos.

. En “Escalas rapidas de valoracion™ existe una

bateria de cuestionarios rapidos v sencillos que
sirven para identificar aquellos pacientes con
riesgo 0 en situacion de desnutricion, en base
a un score que se relaciona directamente con el
estado nutricional.

“Pronastico sindrome metabolico™: recoge
cuatro opciones que se correlacionan con cua-
tro criterios de diagnostico de sindrome meta-

Figura P50-3. Imagen de los apartados de Pronostice Mutricional.
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bolico. Una vez completados todos los para-

metros el programa calcula el diagnosnico se-

gun cada criterio.

En *Pronostico riesgo cardiovascular™ apare-

cen tres posibilidades para valorar ¢l riesgo de

padecer enfermedades cardiovasculares. Para ¢l
caso “Framingham™ y *Donca™ hay un listado
de parimetros en base a los cuales el programa
calcula un score que valora el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares en los proximos

10 anos. En el caso de “NCEP ATP 1" el pro-

grama nos informa si es necesario poner en tra-

tamiento a la persona para prevenir el niesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares.

6. El “genetic risk score™ permite calcular el ries-
go genético de padecer una enfermedad. El
programa permite calcular el riesgo genético
para la “obesidad”, la *diabetes tipo 11" y los
“infartos coronarios™. Dentro de cada pestana
aparece un listado de SNP (Simgle-Nucleotide
Polymorphims) que contribuyen de forma pro-
porcional al riesgo de padecer cada una de las
enfermedades, se seleccionan aquellos SNP que
porta el individuo y el programa ofrece un sco-
re que estd directamente relacionado con el
riesgo de padecer la enfermedad.

[
-

Calidad de vida: en este apartado existe un lis-
tado de cuestionarios que evaluan la calidad de vi-
da relacionada con la salud del individuo. Como
existen cuestionarios especificos para distintas pa-
tologias, primero se selecciona la informacion que
s¢ desea obtener: “medidas de incapacidad funcio-
nal”, “medidas de bienestar psicologico v salud
mental”, “medidas de salud social”™, “medidas de
dolor”, “medidas genéricas de calidad de vida re-
lacionadas con la salud™ y “medidas especificas de
calidad de vida relacionadas con la salud”. Dentro
de cada apartado se encuentran los cuesnonarios
relacionados con cada medida especifica, v el pro-
grama informa del impacto de la enfermedad en el
individuo, en base al score obtenido en cada caso.

Calculos energéticos: se recoge la informacion
sobre el gasto energético diario del individuo de
acuerdo con la actividad profesional y fisica que
tenga v se encuentra dividido en:

1. “Calculos energéticos basales™: donde ¢l pro-
grama calcula el metabolismo basal mediante
diferentes mérodos,

2. “Cilculos energéticos totales™: a partir de aqui
se accede a una pantalla con diferentes opeio-

nes de calculo en funcion de la edad: para me-
nores de 18 afos, embarazadas v lactantes la
FAO (2001) ha disenado ecuaciones empiricas
que calculan el coste energético independiente-
mente de su grado de actividad. A partir de 18
anos se puede elegir entre “requerimientos
energeticos generales™ donde el gasto energeé-
tico total se calcula eligiendo el nivel general
de actividad de entre seis posibilidades, o “re-
querimientos energéticos segin oficio™ donde
la acuvidad diania aparece desglosada en el nu-
mero de horas que se dedica a cada upo de ac-
tividad hasta completar un total de 24 horas.

3. “Calculo de METs": recoge un recordatonio de
72 horas de actividad fisica donde se puede es-
coger entre dos formas de analisis: seleccionan-
do la energia gastada entre los nueve blogues
que ofrece el programa o escogiendo directa-
mente la actividad realizada de un desplegable;
en ambos casos el programa calculara los equi-
valentes metabolicos (MET)/24 horas.

4, “Cuestionarios de actividad fisica™: recoge di-
ferentes cuestionarios para medir el grado de
actividad fisica o los MET-minuto/semana o
las kcal totales/semana, dependiendo del cues-
tionario seleccionado. Dentro de este apartado
se encuentran los “cuestionarios de actividad
fisica asociados a provectos™ en donde apare-
cen diferentes cuestionarios de actividad fisica
que han sido utilizados en diferentes estudios
poblacionales.

5. “Cuestionarios de aptitud fisica™: ofrece la po-
sibilidad de medir las funciones (esqueleto-
muscular, cardio-respiratoria, psiconcuronal,
etc.) y estructuras que intervienen en el rendi-
mienta de la acovidad fisica y/o ejercicio hisico.

Diseno de dietas: donde se realiza un analisis de
la ingesta v se compara con las ingestas dietéricas
de referencia para la poblacion espanola (IDR).
Ademas se puede confeccionar la dieta mas adecua-
da a las caracteristicas del individuo. Dentro del
apartado “grupo de alimentos™ existe un listado de
alimentos divididos en grupos generales de alimen-
tos, que se van desplegando hasta encontrar ¢l lis-
tade total. Cada uno de estos alimentos puede ser
seleccionado mostrando su racion tipica, si se dis-
pone de ella, o cambiando dicha cantidad por otra
bruta o neta. De este modo, se van incluyendo todos
los alimentos que componen la dieta dentro de la
toma del dia que corresponda (desayuno, almuerzo,
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comida, merienda, cena o recena). El programa per-
mite realizar dietas de hasta 15 dias. Dentro de “ca-
libracion detallada™ se visualiza la cantidad de ener-
gia y nutrientes ingeridos por dia, pudiendo ser
comparados con las IDR del individuo estudiado.
Esta informacion también aparece representada gra-
ficamente. El programa ofrece ademas la posibili-
dad de acceder a dos nuevos apartados:

1. “Intercambio™: permite intercambiar los ali-
mentos seleccionados con otros equivalentes.

2. “Dietas modelo™; ofrece ejemplos de dietas pa-
ra diferentes patologias v con diferentes aportes
caléricos, como orientacion en la conteccion de
dietas adecuadas a circunstancias especificas.

PRESENTACION DE RESULTADOS
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Este programa permite realizar una valoracion completa del estado nutricional de un individuo ¥
ofrece la posibilidad de estimar y confeccionar la dieta mas adecuada de forma rapida v fiable. El pro-
grama es muy facil de utilizar, emplea cuestionarios y graticos para una mejor interpretacion de los re-
sultados v permite obtener un iforme impreso con los datos de cada persona (Fig. P50-4).

Figura P50-4. Esquema del programa.
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PRACTICA 51
Preparacion de una dieta de

adelgazamiento en una situacion
de sobrepeso

8. Navas-Carretero, G. Russolillo Femenias v |. A. Martinez Herndndez

INTRODUCCION

Una dieta equilibrada debe aportar los nutrien-
tes necesarios para cubrir las demandas fisiologicas
en cada momento del ciclo vital, de forma que se
mantenga un estado optimo de salud y se pueda
prevenir la aparicion de enfermedades. En determi-
nadas circunstancias, un régimen dietético puede
buscar un determinado beneficio terapéutico a tra-
ves de la modificacion del aporte de nutrientes es-
pecificos (fenil alanina en la fenilcetonuna, lactosa
en casos de alactasia, fibra en procesos que cursen
con diarrea, control del aporte de grasas en situa-
ciones de hipercolesterolemia, etc.).

El tratamiento de la abesidad puede basarse
en el aumento de la actividad fisica, la prescrip-
cion de farmacos, la cirugia, etc., pero el trata-
miento basado en dietas hipocaloricas suele ser ¢l
de primera eleccion. La distribucion de los macro-
nutrientes (proteinas e hidratos de carbono fun-
damentalmente) y la presencia de fibra son
elementos que pueden afectar favorablemente en
algunos casos, a una mavor perdida de peso den-
tro de una dieta baja en calorias, ya que pueden
contribuir al efecto termogénico de la dieta, la sa-
ciedad, la homeostasis lipidica, etcétera.

En este contexto, la bibliografia cientifica
aporta informacion sobre diferentes tipos de die-
tas, como las moderadamente hiperproteicas con
control del tipo de lipidos (altas en omega-3 y re-
ducidas en saturados ¥ trans) v un aporte de hi-
dratos de carbono de bajo indice glucémico, con
beneficios adicionales dentro de una misma res-
triccion calorica. En todo caso, estas dietas deben
ser hipocaloricas, englobar a todos los nutrientes,
personalizadas, variadas en alimentos v de un se-
guimiento o adherencia facil.

OBJETIVO

El objetivo de esta practica consiste en elabo-
rar una dieta moderadamente hiperproteica con
una distribucion 30:40:30 respecto al porcentaje
de energia proveniente de proteinas (30% ), hidra-
tos de carbono (40%) v grasas (30%) respectiva-
mente, ¥ con un contenido adecuado de todos los
demas nutrientes.

PROCEDIMIENTO
Fundamento

La base de una dieta dingida a perder peso es-
tara fundamentada en la restriccidn calorica res-
pecto a las demandas energéticas incrementadas.
En ese sentido, la prescripcion de una dieta baja
en calorias debe estar enfocada inicialmente a la
estimacion de la situacion ponderal o de exceso
de peso del individuo obeso, a través de tablas o
del indice de masa corporal (IMC > 27,5 kg/m?).
A continuacion, deben establecerse los requeri-
mientos energeticos, unlizando medidas directas
(calorimetria) o mediante ecuaciones de gasto
energético considerando la situacion general, es
decir, su metabolismo basal, la actividad fisica v
el efecto termogenico de los alimentos.

La restriccion energética tipica suele basarse en
un 30% menos del gasto energético o una restric-
cion de 500-600 kcal sobre el nivel de necesidades
estimado. En ocasiones se han prescrito dietas muy
bajas en calorias (VLCD) de B00 a 1.200 kcal,
cuando existe un estricto control facultativo,

La tercera etapa consiste en la confeccion de
una dieta variada, personalizada a gustos indivi-
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duales basados en los intercambios y seleccionada
en funcion del nivel calérico a prescribir. Un in-
tercambio es la cantidad de un grupo de alimentos
que aporta una cantidad fijada de energia, aunque
con un peso/masa diferente (Tabla P§1-1). Algu-
nos ejemplos vienen expresados en las tablas
P51-2 a P51-20. La asignacion del nivel calorico
viene defimido por la tabla P51-21.

Protocolo

Un modelo de actuacion puede basarse en la
preparacion de una dieta para una mujer de 50
anos, 160 cm de altura, 75 kg de peso y un nivel
de actividad fisica muy leve. En primer lugar, ha-
bria que calcular sus requisitos energéticos en fun-
cion de las formulas de Harris-Benedict:

Mujeres: GER = 655 + (9,56 x ) + (1,85 = T)
- (4,68 x E)

Hombres: GER = 66,5 + (13,75 xP) + (5,0 = T)
- (6,78 x E)

Donde:

GER = Gasto Energético en Reposo
P = peso en kg

T = talla en cm

E = edad en anos

Una vez estimado el gasto basal, hay que adi-
cionar el gasto en funcion de la esnmacion de la

Tabla P51-1. VALOR CALORICO DE

DISTINTOS ALIMENTOS

Lacteos 152 keal 30-240 g
Verduras 28 kcal 50-1004q
Frutas b4 keal 75-250 g
Azucares 40 keal 10-40 g
Feculas 72.5 keal 15-100 g
Alimentos

proteicos 37 keal 30-40¢g
Grasas 45 keal 9-15¢

actividad fisica v aplicar el factor de actividad co-
rrespondiente. Asi la estimacion del nivel general
de actividad se puede realizar en base a la si-
guiente escala:

~ Actividad muy leve: acuvidades en posicion sen-
tada ¥ de pie, oficimistas, abogados, meédicos,
estudiantes, dependientes de comercio, maes-
tros, jubilados, parados, pintores, trabajos de
laboratorio, secretarias, amas de casa (planchar,
cocinar, etc.), musicos v profesores similares.

- Actividad leve: actividades como camunar o pa-
sear, deportes como el golf v tenis de mesa, elec-
tricistas, obreros de la construcaion, trabajadores
de la industria hgera, personas del campo, pes-
cadores, soldados en servicio activo, carpinteros,
limpiezas de oficinas o de hogar, trabajos en hos-
teleria v restauracion v profesiones similares.

~ Actividad moderada: actividades como practi-
car footing, ciclismo, tenis, esquiar, bailar, rra-
bajadores torestales, mineros, trabajadores en
la industria pesada v metalurgia, trabajos no es-
pecializados (p. e}., mozo de carga y descarga),
deportistas en general.

- Actividad excepcionalmente intensa: lenadores,
herreros, algunos deportes como escalada, ba-
loncesto, fiithbol americano, hockey v deportes
pesados en general.

Segun el grado de actividad tisica del paciente
se mulnplicara el GER por el factor de actividad
fisica:

Factor de | Gasto de energia

Nivel general actvmidad {keal/kg
de actvidad {x GER) de peso/dia)
Reposo, descanso, cama 12
Muy leve

Hombres 1.3 il

Mujeres 13 3
Leve

Hombres 1.6 18

Mujeres 1,5 35
Moderado

Hombres 1.7 41

Mujeres 1A 37
[ntenso

Hombres 2, Sl

Mujeres 1.9 44
Excepcionalmente intenso

Hombres 24 L]

Mujeres 12 51
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Tabla P51-2. LISTAS DE INTERCAMBIO DE ALIMENTOS LACTEOS ENTEROS
(152 kcal, 12 g CH, 8 g proteinas, 8 g de lipidos)

Cuajada 1 unidad 150
Leche entera 1 tazon 240
Yogur natural entero 2 unidades 250

Tabla P51-3. LISTAS DE INTERCAMBIO DE ALIMENTOS LACTEOS SEMIDESNATADOS
(116 kcal, 12 g CH, B g proteinas, 4 g de lipidos)

Leche semidesnatada

1 tazon 240

Tabla P51-4. LISTAS DE INTERCAMBIO DE ALIMENTOS LACTEOS DESNATADOS
(89 kcal, 12 g CH, 8 g proteinas, 1 g de lipidos)

Leche desnatada

Yogur desnatado

Pasteriormente se aplica la restriccion del 30%
de las necesidades energéticas, con lo que se con-
sigue una dieta de 1.100-1.200 kcal/dia, de las
cuales un 30% las aportaran las proteinas, un 40%
seran aportadas por hidratos de carbono de baja
carga glucémica y el 30% restante provendra de
lipidos, principalmente de acidos grasos mono ¥
politnsaturados, intentando que el aporte de aci-
dos grasos omega-3 sea elevado.

La distribucion por grupos de alimentos de
una dieta hiperproteica con distribucion 30:40:30
podria corresponder a 0,5 intercambios de lacteos
enteros, 2 intercambios de verduras, 1 intercam-
bio de fruta, 6 intercambios de féculas, 4 inter-
cambios de grasas, 6,5 intercambios de alimentos
proteicos del grupo [ v finalmente 3 intercambios
de alimentos proteicos del grupo 11.

El punto limitante para el calculo de los inter-
cambios necesarios para una dieta hipocalorica es el
correcto calculo de las necesidades energérnicas del
paciente, pero tambien se debe considerar una dis-
tribucion de macronutrientes adecuada, en nuestro
caso con un contenido moderadamente elevado de

1 tazon 240
2 unidades 250

proteinas y con alte aporte de dcidos grasos ome-
ga-3. Como se puede observar en las tablas P51-12
a P51-185, dentro de los grupos [ y 1l de alimentos
proteicos encontramos moluscos, carnes magras
y pescados grasos, caracteristicos por su bajo con-
tenido en grasas saturadas y en el caso de pesca-
dos grasos ser ricos en acidos grasos omega-3.
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Tabla P51-5. LISTAS DE INTERCAMBIO DE VERDURAS TIPO A

{28 kecal, 5 g CH, 2 g proteinas, 0 g de lipidos)

Acelgas
Alcachofas
Berenjenas
Barraja
Brocoli

Cardo
Champifiones/setas
Coles/repollo
Coliflor
Esparragos
Espinacas
Judias verdes
Puerras
Tomate

Zanahoria

1 plato pequefio
| plato pequefio
| plate pequefio
1 plato pequefio
| plato pequefio
1 plato pequedo
| plata pequefio
| plato pequedo
| plate pequefio
| plato pequeno
| plato pequefio
1 plato pequeno
| plato pequedio
| plate pequefio
| plata pequefio

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Tabla P51-6. LISTAS DE INTERCAMBIO DE VERDURAS TIPO B?

(cantidades pequenas de CH y kcal)

Achicoria

Apio

Berro

Cebolia de guisar
Endibias
Escarola

Lechuga

2 plato mediano
2 plate mediano
2 plato medianc
1 unidad
Z unidades
2 plato mediano

2 plato mediano

'taza de desayuno, ‘consideradas de consumo libre.

100-200
100-200
100-200
100-200
100-200
100-200
100-200
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Tabla P51-7. LISTAS DE INTERCAMBIO DE FRUTAS
|64 kcal, 15 g CH, 1 g proteinas, 0 g de lipidos)

Ciruelas 2 unidades 125
Frambuesa 13-15 unidades 150
FresafFresan 13-15 unidades 175
Kiwi 1 unidad 125
Mandarina 2 unidades 150
Manzana 1 unidad pequefa 125
Melocoton 1 unidad 175
Naranja 1 unidad mediana 175
Peras | unidad mediana 150
Pifia 1 rodaja mediana 125
Platano | unidad pequena 75
Sandia 2 tajadas medianas 350
Uvas 15 granos 100
Zumo manzana comercial 1 vasito tipo vino 125
Zumao melocotdn-uva 1 vasito tipo vino 125
Zumo naranja comercial 1 vasito tipo vino 125
Zumao naranja natural 1 vasito tipa vino 125
Zumo pifa comercial 1 vasito tipo vino 125

Tabla P51-8. LISTAS DE INTERCAMBIO DE AZUCARES
{40 kcal, 10 g CH, 1 g proteinas, 0 g de lipidos)

Azucar de mesa 2 cucharaditas cafe 10
Dulce demembrillo 2 lonchas finas 20
Jalea 3 cucharaditas cafe 15
Ketchup 4 cucharadas soperas 40
Leche condensada 3 cucharatitas cafe 15
Mermelada light 2 cucharadas soperas 25
Mermelada 3 cucharaditas café 15

Miel 3 cucharaditas cale 15
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Tabla P51-9. LISTAS DE INTERCAMBIO DE FECULAS
(72,5 kcal, 15 g CH, 2 g proteinas, 0,5 g de lipidos)

Galletas "Maria” 2-3 unidades 15
Arroz 1 cucharada sopera 20
Biscotes integrales 2 unidades 20
Copos de maiz tostados 2 cucharadas soperas 20
Harina de trigo | cucharada sopera 20
Harina integral | cucharada sopera 20
Muesli [Kellog ‘s | cucharada sopera 20
Pasta de sopa | cucharada sopera 20
Pasta espagueti 25-28 fideos finos 20
Pasta lasana = 20
Pasta macarrones fino 2 cucharadas soperas rasas 20
Pan tostado (biscotes) 3 unidades 25
Cereales integrales 3 cucharadas soperas rasas 30
Pan blanco | rebanada mediana 30
Pan de molde 1 rebanada mediana 30
Pan integral | rebanada mediana 30
Pan de molde integral 1 rebanada mediana 35
Batata y boniato 1 unidad tamano huevo B8O
Patata 1 unidad tamano huevo B0
Maiz cocido - 150

Tabla P51-10, LISTAS DE INTERCAMBIO DE FECULAS: LEGUMBRES'

Alubias 1.5 cucharadas soperas rasas 3o
Garbanzos 1.5 cucharadas soperar rasas 30
Guisantes frescos 1 taza 100
Habas 1 bol mediano 175
Lentejas 1,5 cucharadas soperas rasas 30

'Contabilizar 1/2 intercambio de proteina en la dieta, o dar las legumbres como plato dnico en la comida.
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Tabla P51-11. LISTAS DE INTERCAMBIO DE FECULAS ESPECIALES'

Galletas 3 unidades 20
Galletas tipo “digestive” 3 unidades 20
Madalenas - 20
Pastas de te 3 unidades 20
Croissant 1/2 unidad 30

'Contabilizar 1 intercambio de grasa en la dieta.

Tabla P51-12. LISTAS DE INTERCAMBIO DE ALIMENTOS PROTEICOS |
(37 kcal, 0 g CH, 7 g proteinas, 1 g de lipidos)

CARNES EXTRAMAGRAS

Carne de caballo - 30
Codorniz/Perdiz - 30
Costilla de ternera - 1]
Faisan - 30
Jamon cocido magro/york 2 lonchas finas 30
Pollo filetes - 3o
Solomille de buey - 30
Solomillo de ternera - 30
VISCERAS

Callos - 40
Rifiones de ternera - 40
Tripas - 40
PESCADOS MAGROS

Bacalao fresco - 40
Besugo - 40
Gallo - 40
Lenguadeo - 40
Lubina - 40
Merluza - 40
Mero - 40
Rape - 40
Rodaballo - 40
Trucha - 40

Pescados pequefios - &0
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Tabla P51-13. LISTAS DE INTERCAMBIO DE ALIMENTOS PROTEICOS |
(37 keal, 0 g CH, 7 g proteinas, 1 g de lipidos)

MARISCOS,

CRUSTACEODS Y MOLUSCOS

Bogavante/Langosta - 40
Calamares = 40
Cigala - &0
Gambas/Langostinos - 40
Almejas/Berberechos - &0
Majillones = ol
Ostras - &0
Percebes - &0
Pulpo - &0

Tabla P51-14. LISTAS DE INTERCAMBIO DE ALIMENTOS PROTEICOS Il
{55 kcal, 0 g CH, 7 g proteinas, 3 g de lipidos]

CARNES MAGRAS

Bistec de buey - ao
Bistec de ternera - 30
Cerdo magro - 30
Conejo/Liebre - 30
Jamon serrano magro 2 lonchas finas 30
Pavo - 30
Pollo deshuesado - 30
VISCERAS

Carazon de cerdo - 40
Higado de cerdo - &0
Higado de cordera - 40

Higado de pollo - 40
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Tabla P51-15. LISTAS DE INTERCAMBIO DE ALIMENTOS PROTEICOS Il
(55 kcal, 0 g CH, 7 g proteinas, 3 g de lipidos)

PESCADOS GRASOS

Anchoas frescas - 40
Bonito - 40
Boguerdn - 40
Palometa - 40
Sardina - 40
MARISCOS,

CRUSTACEDS Y MOLUSCOS

Cangrejos/necoras - 40
Centollo - 40
OTROS ALIMENTOS

Queso semigraso | porciénpequena 30
Quesitos desnatados 2 unidades 40
Requeson 3 cucharadas soperas 40

Tabla P51-14. LISTAS DE INTERCAMBIO DE ALIMENTOS PROTEICOS Il
(73 kcal, 0 g CH, 7 g proteinas, 5 g de lipidos)

CARNES SEMIGRASAS

Pato - 30
VISCERAS

Corazdn de cordero - &0
Corazén de ternera - 40
Sesos de ternera - 40
PESCADOS MUY RICOS EN GRASA

Angulas - 40
Arengues - 40
Atun fresco - 40

Salmén - 40
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Tabla P51-17. LISTAS DE INTERCAMBIO DE ALIMENTOS PROTEICOS Il
{73 keal, 0 g CH, 7 g proteinas, 5 g de lipidos)

OTROS ALIMENTOS

Queso tipo Burgos | loncha 40
Queso fresco 1 loncha &0
Questo tipo quark 1 porcion mediana 75

Tabla P51-18. LISTAS DE INTERCAMBIO DE ALIMENTOS PROTEICOS IV
(100 kcal, 0 g CH, 7 g proteinas, 8 g de lipidos)

CARNES RICAS EN GRASA

Bacon paletilla - 30
Chaorizo d lonchas finas a0
Gallina - 30
Jamaon Ibético 2 lonchas finas 30

Butifarra - 40
Carne picada/hamburguesa - 40
Cerdo semigraso - &l
Cordero chuletas - 40
Costillas de cerdo - 40
Chuletas de ternera - &40
Lengua de ternera - 40

OTROS ALIMENTOS RICOS

EN GRASA

(ueso de bola | porcion pequefia 30
Queso camembert | porcion pequeda 30
(ueso de cabrales | porcion pequena 30
Oueso emmental | porcion pequena 30
Queso graso manchego | porcién pequefa 30
Queso parmesano | porcion pequeda 30
Queso roguefort | porcion pequena 30
Queso en porciones 2 unidades 40

Huevos 1 unidad &0
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Tabla P51-19. LISTAS DE INTERCAMBIO DE ALIMENTOS PROTEICOS V
[~145 keal, 0 g CH, 7 g proteinas, >13 g de lipidos)

CARNES EXTRAGRASAS

Salchichon = 30
Cerdo chuletas - 40
Mercilla - 40
Mortadela - 40
Pates - 40
Salami - 40
Salchichas de Frankfurt - &0

Tabla P51-20. LISTAS DE INTERCAMBIO DE GRASAS
(45 kcal, 0 g CH, 0 g proteinas, 5 g de lipidos)

GRASAS RICAS EN

AC. GRASOS POLIINSATURADOS

Aceite de girasol | cucharadita 5
Nueces -

Pifiones - 8

GRASAS RICAS EN

AC. GRASOS MONOINSATURADOS

Aceite de oliva 1 cucharadita 5

Aguacate - 30
Almendras - 8

Avellanas - 8

Cacahuetes - 8

Mayonesa comercial [oliva) | cucharadita 5

Olivas - 40
GRASAS RICAS EN

AC. GRASOS SATURADOS

Coco fresco 1 cucharada sopera llena 15
Mantequilla 1 cucharadita 8

Nata 2 cucharaditas 10
OTRAS GRASAS

Margarina | cucharadita 5

Cerdo tocine - 10
Manteca de cerdo 1 cucharadita >

'Contabilizar 1 intercambio de azdcar en la dieta,
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Tabla P51-21, ASIGNACION DEL NIVEL CALORICO TRAS APLICAR LA RESTRICCION CALORICA

DEL 30%
Lacteos desnatados
Lacteos semidesnatados 2
Lacteos enteros
Verdura 1,5 2 2z b 3 4 &
Fruta 1 1 1 1 1 2 2 2 2 g 3
Azicares 1 I
Feculas 4 b L ? 9 9 11 1 10 10
Alimentos proteicos | 5 5 b & 7 8 8
Alimentos proteicos || b 7 8 B

Alimentos proteicos |l

Alimentos IV

Alimentos V

Grasas 4 5 b 7 5 B 5 g b 9 7
n.” de intercambios a consumir durante el dia

PRESENTACION DE RESULTADOS

Nombre:

Apellidos:

Edad: Sexo: V M
Peso (kg): Talla (cm):

Actnwvidad fisica:

Factor de actividad fisica:

GER (Harns-Benedict):

Necesidades energeticas (GER x factor actividad):
DIETA PLANTEADA (-30% necesidades energeticas):
Intercambios

Lacteos enteros;

Lacteos semidesnatados:

Lacteos desnatados:

Verduras:

Fruras:

Feéculas:

Protecos I

Proteicos II:

Protewcos [11;

Protecos IV:

Protecos V:

Girasas;

Azracares:
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PRACTICA 52

Estudio SUN (Seguimiento
Universidad de Navarra)

C. Sayon-Orea, A. Marti del Moral, |. A. Martinez Hernandez
y M. A. Martinez-Gonzilez

INTRODUCCION

El estudio SUN es un estudio de cohortes pros-
pectivas de caracter dinamico, lo que quiere decir
que su reclutamiento es permanente y continuo.
Es una cohorte multiproposito. Fue disenado para
establecer asociaciones entre la dieta v la ocurren-
cia de algunas enfermedades cronicas como por
ejemplo diabetes, hipertension, enfermedades car-
diovasculares y obesidad entre otras. Se disefio en
colaboracion con la escuela de Salud Publica de
Harvard, ¥ la metodologia que sigue es muy simi-
lar a la de grandes cohortes americanas como la
de Nurses' Health Study o Health Professionals
Follow-up Study.

Este estudio se inicio a finales de 1999, v a
enero de 2010 contaba con mas de 20.000 parti-
cipantes, todos ellos graduados universitarios,
Consta de un cuestionario basal, el cual recoge in-
formacion sobre variables sociodemograticas
(sexo, edad, estado civil, etc.), estilos de vida (ac-
tividad fisica, tabaguismo, etc.) asi como también
infermacion relacionada con la salud y la dieta.
La informacion dietética se recoge mediante un
cuestionario semicuantitativo de frecuencia de
consumo de alimentos previamente validado en
Espana por Martin-Moreno. La version actual del
cuestionario incluve 136 alimentos v reciente-
mente se ha vuelto a validar.

Los participantes son seguidos cada dos anos,
v asi se valoran los desenlaces, los cambios en los
estilos de vida y las modificaciones en la dieta.

La asociacion que existe entre el seguimiento
de un patron de dieta mediterranea v el riesgo de
hipertension, obesidad o sindrome metabalico,
son algunos de los principales resultados encon-
trados hasta ahora en la cohorte SUN.

El cuestionario de frecuencia de consumo de
alimentos (CFCA) es un método directo de estima-
cion de la ingesta de alimentos, que permite cuan-
tificar tanto los alimentos como los nutrientes.
Actualmente, es el método mas utilizado en epide-
miologia nutricional cuando se pretenden estudiar
asociaciones entre la dieta v alguna enfermedad,
tanto en estudios de casos y controles como en es-
tudios de cohortes. Es un método relanvamente ri-
pido, de bajo coste, no requiere de encuestadores
adiestrados, v puede ser autoadministrado. Las li-
mitaciones de este método radican principalmente
en que su desarrollo y validacion son muy laborio-
sos y tiene que establecerse la validez para cada
nuevo cuestionario v poblacion: en Espana, Mar-
tin-Moreno ha desarrollado y validado una version
adaptada del cuestionario del Prof, Willetr usado
en las grandes cohortes norteamericanas.

OBJETIVO

El abjerivo de esta practica es conocer el cues-
tionario de consumo de frecuencia de alimentos,
la torma de rellenarlo v su utilidad en epidemio-
logia nutricional.

PROCEDIMIENTO
Fundamento

El cuestionario semicuanntativo de consumo
de frecuencia de alimentos consiste en una lista de
alimentos en la que se debe marcar la frecuencia
(diaria, semanal o mensual) de consumo de cada
uno de los alimentos.
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Consta de tres partes fundamentales:

1) Lista de alimentos.

2) Frecuencias de consumo en unidades de
tiempo,

3) Porcion estindar establecida como punto de
referencia para cada alimento.

Material

Cuestionano semicuantitativo de consumo de
frecuencia de alimentos utilizado en el proyecto
SUN (ver anexo al final de la prictica).

Protocolo

La manera de rellenar el cuesnionario es la si-
guiente:

* Se debe anotar la frecuencia de consumo de
cada alimento durante el ultimo ano, mar-
cando la respuesta que mejor la defina, Las 9
posibles opciones son: nunca o casi nunca, 1-
3 al mes, 1 a la semana, 2-4 a la semana, 5-6
a la semana, 1 al dia, 2-3 al dia, 4-6 al dia ¥
mas de 6 al dia.

* En el caso de que nunca hava romado el ali-
mento que se pregunta o lo haya ingendo con
una frecuencia menor a 1 vez al mes, debe mar-
carse la opcion nunca o casi nunca.

¢ Para los alimentos de temporada o aquellos
que solo se consumen en ciertos periodos del
ano, se debe hacer una media. Una forma de
calcularlo podria ser mediante las siguwientes
tablas:

— Si el consumo es solo 3 meses al ano (alimentos
de temporada):

St el consumao es: Marcar:
PR BT S — ersinsnsmnanens INANDCA
1 vez por semana............ wrrssssssnasees 1=3 @l mes
2-4 por SemMana........c.ouveinies wesesnns 1-3 al mes
5-6 por semana ....... peressnseeennnsss 1 @ |2 seMana
babdid i w1 2 la semana
2:3 al dia.iiiniiins civisnseenness 2=4 @ la semana

I I [T U | 0 |1
- e 6 Al dildooiirivriseriesersarsrnsesasssseananssss 1 21 i

- Si el consumo es durante 1/2 mes al ano (por
ejemplo, en Navidad}:

51 el consumo es: Marcar:
1-3 veces al Mes ..occccieevciiienniccnrrassanees Nunca
1 VEL POC SCIMIRND «...iiiciinsinsisssssisnsbnsssas Nunca
24 pOr Semana .........cocrcceereeerenmersonnsnse Nunca
§5-6 POT SEMANA ....cconsenensscnsasserssssrsnasss 1 al mes
Ll oo i 1 al mes
A e i 1 al mes
o 1 a la semana
sdeGaldia....ccciiinic 2-4 a la semana

En lo posible se debe intentar no dejar nin-
guna pregunta sin contestar, Es preferible un re-
sultado que se aproxime a la realidad antes que
dejar una respuesta en blanco.

Deben ajustarse las raciones a la frecuencia, se-
gun las canndades que se especifican en el cuestio-
nario, Por ejemplo, si se toman 100 gramos de que-
so de bola al dia, v la canndad especificada como

racion corresponde a 50 gramos se deberia marcar
la casilla correspondiente a 2 veces al dia, v no una,
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Pagina 8
Paor favor, marca una anica opcidn para cada alimento.
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PRESENTACION DE RESULTADOS

Este apartado puede ser descriptivo (individual) o analitico basado en las pruebas estadisticas com-

prendidas y grahcos pertinentes.

COMENTARIOS '



PRACTICA 53

Elaboracion de un protocolo de etica

para estudios de intervencion
en humanos

M. A. Zulet Alzérriz y J. Lopez Guzmdn

INTRODUCCION

Los estudios de intervencion en humanos in-
tegran aquellas investigaciones orientadas hacia
el avance del conocimiento meédico, realizado
por profesionales con experiencia en el tema v
de acuerdo con un protocolo que establece el
objetivo de la investigacion, las razones de su
empleo, la naturaleza v el grado de riesgos pre-
vistos v posibles, asi como su relacion con los
beneficios que se esperan de sus resultados. Los
estudios en seres humanos pueden ser terapeu-
ticos o no terapéuticos. Ambos estan sometidos
a normas €ticas que tienen su origen en el Co-
digo de Nuremberg (1947), elaborado despues
de las arrocidades cometidas en los campos de
concentracion alemanes durante la Segunda
Guerra Mundial. El Codigo de Nuremberg pro-
hibe la experimentacion sobre un sujeto hu-
mano sin su consentimiento voluntario, Este
codigo ha sido, posteriormente, reformado v
ampliado en las Declaraciones de Helsinki v
Tokio.

Los requisitos para efectuar un ensavo sobre
seres humanos son los siguientes:

1) Experimentacion basica v animal previa.

2) Consentimiento informado del sujeto.

3) Libertad del sujeto para interrumpir el trata-
mientao,

4) Indice adecuado entre beneficios v riesgos.

5) Solvencia del investigador.

6) Prevalencia del interés individual frente al co-
lectivo.

7) Existencia de un protocolo experimental.

8) No privar al enfermo de un tratamiento reco-
nocido.

9) Fidelidad en la publicacion de los resultados.
10) Aprobacion por un Comité de Etica de Inves-
tigacion.

Los proyectos de investigacion biomeédica en
seres humanos requieren, con antelacion a su de-
sarrollo, contar con la aprobacion por un Comité
de Etica de la Investigacian (CEl) acreditado segun
la ley de investigacion biomedica 14/2007. El CEI
sera el encargado de evaluar el valor cientifico del
protocolo que le es presentado, asi como de com-
probar si respeta las normas legales vigentes y sa-
tistace los requisitos exigidos por la ética de la
investigacion biomédica. Este Comité puede pro-
poner a los investigadores los cambios oportunos
para lograr la conformidad del protocole con las
normas legales y éticas. En caso de cumplimiento,
el CEl expedira el certificado correspondiente que
permite comenzar el estudio de intervencion v que
estara abierto para el seguimiento por el CEL

Cada vez es mds frecuente la realizacion de en-
sayos clinicos con alimentos de los que se procura
demostrar que, mas alla de su aportacion nutricio-
nal, pueden ejercer una intluencia beneticiosa sobre
las funciones fisiologicas. Este es el caso de los de-
nominados “alimentos funcionales™. A este respecto
hay que recordar que el Reglamento CE 353/2008
{que desarrolla el Reglamento CE 1924/2006 sobre
declaraciones nutricionales v alegaciones de salud)
establece que para la autorizacion de algunas ale-
gaciones de salud son imprescindibles, entre otros,
datos de los estudios realizados en humanos.

OBJETIVO

El obhjetivo de esta sesion practica consiste en
facilitar la elaboracion de la documentacion co-
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rrespondiente a una intervencion nutricional que
va a ser sometida a su evaluacion por el Comiré
de Enica de Investigacion (CEl).

PROCEDIMIENTO
Fundamento

A partir de las caracteristicas del estudio de in-
tervencion nutricional facilitadas, se elaborara la

documentacion a presentar al CEL a partir del si-
guiente protocolo de trabajo.

Material

Caracteristicas de un ejemplo de estudio de in-
fervencion nutricmmﬂ:

Patologia estudiada: sobrepeso-obesidad,

Tipo de estudio: paralelo, doble ciego, aleatori-

zado.

— Grupas en estudio: dos (control v en estudio),

— Nimero de voluntarios: 20 en cada grupo in-
cluyendo tasa de abandono del 25% una vez
llevada a cabo la estadistica.

— Caracteristicas participantes: hombres ¥ muje-
res de 35-65 anos e IMC 25-34,9 kg/m?.

— Duracion intervenciin: dos meses con segui-
miento quincenal.

— Producto a estudiar: alimento bajo en grasa
dentro de una dieta hipocalonca (=30% del valor
calorico total).

— Varnable principal: reduccion de masa grasa
corporal.

— Vanables a analizar: antropométricas, composi-

cion corporal, bioquimicas v de ingesta dietética.

Protocolo

* Titulo del estudio: claro v conciso.

* lnvestigador responsable: indicar ¢l nombre,
centro al gue pertenece, direccion de contacto,

* Lugar de desarrollo: datos del departamentols,
centroys, ete,

* Justificacion: breve resumen que muestre los an-
tecedentes y situacion actual que justifica el in-
terés por el estudio, asi como la aplicabilidad
propuesta o validez de los resultados esperados,
Incluir bibliografia,

* Hipotesis v objetivos: plantear la hipotesis de
trabajo, el objetivo global ¥ los ohjetivos par-
ciales que se esperan alcanzar.

* Metodologia: incluye el diseno experimental de-
tallado.

* Consentimuento nformado: incluir dos hojas:

- Hoja de informacion al sujeto (voluntario
sano, paciente o responsable legal): en ella
debe explicarse, en lenguaje comprensible por
el sujeto, su finalidad investigadora v los as-
pectos mas relevantes del provecto v de la par-
ticipacion del voluntario (objetivo, lugar de
desarrollo del estudio, personal que atendera,
duracion, medidas que se llevarin a cabo en
¢l paciente y riesgos derivados, cuestionarios
a cumplimentar v el tiempo que se tardara en
cumplimentar, condiciones en las que debe
acudir a cada cita...). Ademas incluira un
apartado sobre el tratamiento de confidencia-
lidad de datos y la remuneracion o no por su
participacion en el estudio.

- Hoja(s) para firma del consentimiento: el vo-
luntario muestra su conformidad en la parti-
cipacion v la posibilidad de abandono cuando
ast lo considere, Se presenta en duplicado, una
para el voluntano y otra para el investigador.

* Memoria economica del provecto: indicar el
modo de financiacion del provecto y el presu-
puesto pormenorizado previsto para su realiza-
clomn.

* Experiencia del equipo investigador: formacion
de cada investigador especificando su parncipa-
cion en el proyecto. Responsable del recluta-
miento de los sujetos, de quen dependeri el ac-
ceso a los datos de la histonia clinica v quien se
responsabilizara de la custodia ¥y manipulacion
de las muestras biologicas.

® Anexos: cuestionarios utilizados (p.ej., cartel utili-
zado para el reclutamiento de voluntanios, modelo
de registro de histona dietética empleado, etc. ).
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¢ Titulo del estudio:

Investigador responsable:

Lugar de desarrollo:

Justificacion:

Hipotesis y objetivos:

Metodologia;

I

Diseno del estudio: tipo de estudio, periodos, duracion, visitas.

— Participantes: reclutamiento, cilculo del tamano muestral, eniterios de inclusion.

- Descripcion del producto a ensayar y dieta asignada.

— Procedimiento a seguir en cada visita v variables a analizar.

— Cronograma.

— Traramiento de muestras v datos personales.

Memoria economica del proyecto:

Expenencia del equipo investigador:

* Anexos:
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HOJA INFORMATIVA PARA EL PARTICIPANTE
Proyecto de intervencion nutricional TITTULADO:

En esta primera cita se le hace entrega de esta hoja informativa para que usted la lea y pregunte sus
posibles dudas sobre ¢l provecto. A continuacion se le hace entrega de la hoja de consentimiento infor-

mado, por duplicado y aprobado por el Comité de Etica, para que muestre su conformidad.
Esta hoja informativa le invita a participar de forma totalmente voluntaria en el Proyecto sobre ...........
El objetivo concreto de este estiudio €5 .ovvieniviiniieiiciisiiccies s smss s s s e e e e

Para participar en este provecto usted tiene que estar de acuerdo en acudir al departamentofcentro ...........
donde serd atendido por ..ooooeiniiiniiniiren.

El estudio de intervencion nutricional consistira en la ingesta de v.ovvvvvvvencdurante. i, Esta con-
templada la participacion de un total de ............voluntarios como usted divididos en .......... grupos.

Si usted acepta participar en el estudio, el médico del equipo le realizara una breve entrevista y una his-
toria clinica con exploracion fisica..........covieve En el caso de que usted cumpla los criterios de inclu-
sion, se le seleccionara para participar en el estudio.

Este estudio tiene una duracion total de.....ooovvennnns con visitas periodicas cada.......... dias. En cada
una de las visitas se le llevara a cabo las siguientes medidas............... a las que debera acudir en ......

La enfermera llevara a cabo la extraccion de sangre en las siguientes condiciones.............

El estudio concluird con la valoracién de la ..................

El hecho de participar en ¢l estudio implica riesgos controlados para la salud. Durante la extraccion de
sangre puede sentir dolor y es frecuente la aparicion de hematomas en la zona del pinchazo, v excepcio-
nalmente puede sufrir mareo. Ninguna otra prueba de las que le realizaremos implica un riesgo para su
salud.

Toda la informacion que nos proporcione asi como los resultados de los andlisis de sangre se tratara
segtin la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal, uti-
izando codigos para asegurar la confidencialidad y garantizar el anonimato, Solo los miembros del
equipo investigador encargados de contactar con usted para cualquier evento relacionado con el estudio
conoceran sus datos personales. El resto de miembros del equipo trabajaran con codigos, ignorando a
que voluntario le corresponde cada cadigo.

El Comité Etico de Investigacion .......cocoveeereeen.n. ha revisado los objetivos v procedimientos del estudio
v ha dade la aprobacion favorable para su realizacion.

NOYSI esta contemplada la remuneracion economica por su participacion en el estudio.
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Formulario de consentimiento (COPIA 1)

YO IDOMBEE Y HEELITOR) s sssomicnssrossastnrsnnsinsstnsvistassissssn i sasss sy st s srydson eassnsryesyiesas srnse fasss prdr pEasss Bassssnn
¢ He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
¢ He podido hacer preguntas sobre el estudio.

¢ He recibido suficiente informacion sobre el estudio.
¢ He hablado con: (nombre del invesngador)

Entiendo que mi participacion es voluntaria.
Entiendo que puedo retirarme del estudio

1." Cuando quiera.
2." Sin tener que dar explicaciones,
3." Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fecha Firma del participante

Fecha Firma del invesngador
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Formulario de consentimiento (COPIA 2)

ESTUDIO DE INTERVENCION EN HUMANOS TITULADO:......coiiiimiininninnes

Yo [notbon 7 BPRIRION) it iiritbrihe i b L e i D s b e e i

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

- & & @&

He hablado con: (nombre del investgador)
Entiendo que mi participacion es voluntaria.
E“nl:“d“ L_i[]l: 1‘1.".'&.'11 retirarme Lii.'l. L"i-{“'LIIH:

1.” Cuando quiera.
1." Sin tener que dar explicaciones.
3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fecha Firma del parncipante

Fecha Firma del investigador
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PRACTICA 54

Busqueda bibliografica

J. Campion Zabalza, A. M. Gomez-Uriz y J. A. Martinez Herndndez

INTRODUCCION

Las revistas cientificas se publican desde hace
mas de cien anos y constituyen el medio de comu-
nicacion mas usado para transmutir los resultados
originales de la investigacion, Junto con las paten-
tes, constituyen una de las fuentes de informacion
primarias y en ellas se publica informacion precisa
v directa sobre los resultados originales de la inves-
tigacion v expresan en virtud de su actualidad el es-
tado de la Ciencia en un momento determinado,

Los lideres v reterencia mundial en lo relanvo
a la busqueda bibliogriatica podrian ser considera-
dos el Institute for Scientific Information pertene-
ciente a la COrpd sweacion Healthcare & Science
business de Thomson Reuters ¥ la National [Li-
brary of Medicine (Biblioteca Nacional de Medi-
cina, NLM) de Estados Unidos. El primero es
;rev.pnnm]hlq: del ISI Web of Knowledge que es un
servicio en linea de informacion cientifica que ta-
cilita el acceso a un conjunto de bases de datos bi-
hll.“_k"_l'ﬂ"l{ﬂﬂ- ¥ Ofros necursos LII.H.' al thL an [“'LI“N- l“‘l
campos del conocimiento académico, como el
[ournal Citation Reports (JCR) que es una pubh-
l,'.,'h.']"ln .]|'|.||I.]|. con ||'|"\ r'r“'h,:]r‘.'ljl"\ illdlL.iLIllrL"\ 4] I.‘
hora de evaluar la actividad cientifica en Europa y
EE. ULl Por otro lado, la NLM es quiza la biblio-
ech dh' hi“ﬂ]t’dH{lnﬂ “1.:.'1: HFJII'JL' Lil.'l |H"1'|'|J1h Irllil'
duce distintas bases de datos e indices, entre ellos
el Index Medicus (1879-2004), MEDLINE (desde
1971), MedlinePlus.gov (desde 1998), Ensavo cli-
nico.gov (desde 2002) vy National Center for Bio-
technology Information (NCBI) (desde 1988).

De todas las bases de datos de referencias bi-
bliograticas en biomedicina, MEDLINE es la mas
completa v compleja v esti disponible en forma

gratuita a través de Internet mediante ¢l uso de un
motor de busqueda o del correo electronico. ME-
DLINE recoge referencias bibliograticas de los ar-
ticulos publicados en unas 4,800 revistas médicas
desde 1966. Cada registro de MEDLINE es la re-
ferencia bibliogratica de un articulo cientifico pu-
blicade en una revista meédica, con los datos
hibliograficos basicos de un articulo (titulo, auto-
res, nombre de la revista, ano de publicacion), que
permiten [a recuperacion de estas referencias pos-
teriormente en una biblioteca o a traves de soft-
ware especifico de recuperacion. Para acceder
mediante Internet a esta base de datos se uniliza
PubMed, permitiendo el acceso a mas de 12 m-
llones de citaciones desde MEDLINE.

OBJETIVO

El objetivo de esta sesion practica es facilitar
el uso del motor de busqueda PubMed con el pro-
posito de realizar trabajos bibliogrificos relacio-
nados con la Nutricion v la Dieténica vy que se
encuentran en la base de datos MEDLINE de la
Biblioteca Nacional de Estados Unidos.

PROCEDIMIENTO

Fundamento

Las busquedas bibliograticas en la actualidad
son mas faciles de realizar y su resultado es mas
completo gracias a la introduccion de las citas bi-
bliograficas en bases de datos. Estas bases de
datos son rapidamente exploradas a partir de la
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informacion disponible por poderosos motores de
busqueda. Para familiarizarse sobre la blisqueda
bibliografica se propone MEDLINE, va que es de
uso gratuito v es una de las bases de daros mas
completas y complejas disponibles on-line acrual-
mente. Aunque MEDLINE es muy potente vy efi-
caz, no hay que considerar por completa una
busqueda bibliografica realizada solamente en
esta base de datos, y consultar otras como [SI
Web of Knowledge.

La clave de una buena busqueda bibliografica
con estas herramientas es tener claro el proposito
final v disponer de la pregunta a resolver. A partir
de ella extraeremos las “palabras clave™ a intro-
ducir en el motor de bisqueda. Una vez formu-
lada la pregunta adecuada, se ha de adoptar una
adecuada estrategia de busqueda para intentar
responderla. Asi, por ejemplo, la estrategia es di-
terente dependiendo de si se realiza una blisqueda
bibliografica sobre la produccion cientifica de un
autor determinade o de una universidad determi-
nada o si, por el contrario, queremos profundizar
en un tema en particular (por ejemplo: absorcion
intestinal de azicares v aminodcidos) con el obje-
tivo de actualizarnos en los avances recientes
sobre el tema.

Material y requerimientos

¢ In ordenador.

* Tener instalado un navegador, como pueden ser
Interner Explorer, Google Chrome o Mozilla Fi-
refox.

* Acceso a Internet.

Protocolo

Una vez con el ordenador encendido v asegu-
rado de que se dispone de acceso a Internet, es ne-
cesario arrancar el navegador de su eleccion, al
que habra que indicarle la direccion web de Pub-
Med, que puede ser:

¢ www.ncbi.nlm.nih.govisitesfentrez?db=pubmed,

* hip:/f'www.nchinlm.nih.gov/ipubmed/

* o la mas sencilla, www.pubmed.com, que redi-
recciona a las direcciones anteriores de NLM.

Una vez conectado, la pantalla del ordenador
mostrard una imagen de bienvenida similar a la ti-
gura P54-1, Desde esta misma pagina se podria
realizar una busqueda senalla mediante la intro-
duccion de un texto libre en la zona indicada como
(1) ¥ pulsar con el raton en la pestana Search (2).
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Figura P54-1. Imagen que muestra la pantalla de bienvenida del motor de busqueda PubMed.



Dentro de la complejidad del motor de bisqueda
PubMed, con sélo estos sencillos pasos se puede
disponer de la informacion solicitada. Por otro
lado, destacar que NLM dispone de amplios tuto-
riales v ayudas para buscar en MEDLINE mediante
PubMed (3), asi como numerosas herramientas (4)
para automatizar v profundizar en las bisquedas
realizadas por profesionales v especialistas, asi
como enlaces a otros recursos v bases de datos del
NLM (5) v que estan relacionadas con las busque-
das de bibliograficas, como la de revistas cientificas
(Journal Database).

En este momento y de acuerdo con nuestro
propaosito final se imtroducen los términos de bus-
queda especificos v se guarda la informacion ob-
tenida para alcanzar nuestro objetivo. Por
supuesto, las palabras a introducir en los campos
de busqueda deben ser escritas en inglés preferen-
temente, y tanto este motor de busqueda como los
resultados obtenidos estaran en este idioma. Asi,
por ejemplo, se empiezan buscando todos los tra-
bajos sobre absorcion intestinal que se encuentran
en MEDLINE poniendo dentro de la casilla (1)

Préctica 54. Busqueda bibliografica

“intestinal absorption™ y pulsando Search (2). El
navegador conectado a PubMed nos devolvera
una pagina similar a la figura P54-2. En primer
lugar habra que fijarse en el numero de resultados
(6) que devuelve el buscador. La busqueda habra
resultado mads o menos especifica, y tambien mas
o menos eficaz segin el numero mostrado. Ade-
mas nos indica que se estan mostrando las 20 pri-
meras citas de su base de datos que coinciden con
los términos de busqueda sohcitados, v en tor-
mato Summary que incluye titulo, autores, revista
y ano, asi como el identficador PMID (PubMed
Identifier) de interés para biblioteconomia (7).
Muchas veces, para profundizar en la bisque-
da se necesita que PubMed devuelva los resulta-
dos en otros formatos. Para ello se utihiza la op-
cion Display Settings (8), que activara la ventana
(9) v donde tras pulsar Apply, podemos modificar
distintas opciones de presentacion, como decidir
s1 se incluye el “abstract™ o resumen, el nimero
de citas por pdgina o el orden en el que se mues-
tran. Ademas, al pulsar el “hyperlink” de cada ci-
ta, PubMed devuelve todos los datos de dicha cita,
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Figura P54-2. Imagen descriptiva de diferentes opciones de la pagina principal de PubMed, tras la realizacion de

una busqueda inicial.
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incluyendo el “abstract™ si existe, asi como enla-
ces de acceso al recurso completo st esta disponi-
ble en la red o si estd previamente pagado su ac-
ceso por la Institucion desde donde se conecte.

Tan importante como una busqueda adecuada
es saber presentar y guardar los resultados obte-
nidos. Para realizar estas tareas, PubMed dispone
de las opciones que aparecen al pulsar Send to
(10} ¥ se muestran en la figura con (11}, Estas op-
ciones resultan practicas v potentes, v permiten
desde exportar las citas seleccionadas (12) en
otros formatos hasta crear colecciones que quedan
guardadas en el servidor del NLM.

5i la busqueda solicitada ha resultado dema-
siado exrensa, es necesario acotar ésta mediante
diferentes estrategias, La forma mas potente, aun-
que quizas la mas compleja de manejar, queda re-
flejada en el punto 13 de la figura P54-2, dentro
de las herramientas Limits, Advanced Search v
Manage Filters. Limits puede ser el mas intuitive

a utilizar. Dentro de todas las opciones de limites
se puede acotar la bisqueda para lograr obtener
la informacion mas unl y de la manera mas eficaz.
Asi, podemos acotar el ano de publicacion, upo
de articulo, idioma, nombre de la revista donde se
ha publicado la cita, etc, De este modo se puede
seleccionar, por ejemplo, los ultimos articulos en
espanol sobre absorcion intestinal del dltimo ano.
Por el contrario, Advanced Search y Manage Fil-
ters son para un nivel aun mds avanzado v profe-
sional donde PubMed va a almacenar nuestros
filtros e historial de manera automatizada v a los
que se puede acceder de manera rapida, sin tener
que solicitarlos cada vez,

Una forma sencilla de modificar la especificidad
de la busqueda es usar los operadores logicos
AND, OR v NOT. Al usar AND, que en definitiva
equivale a dejar un espacio en blanco, nos presenta
todas las citas donde estén presentes ambas pala-
bras, sin necesidad de que estén juntas. Por ejem-

Tabla P54-1. ETIQUETAS UTILIZADAS EN PUBMMED PARA REALIZAR BUSQUEDAS ESPECIFICAS
DE MANERA MANUAL

Affitiation

Direceion y afiliacion institucional

University of Navarra

del primer autor [AD]

All frelds [ALL]

Incluye tados los campos de

Mutrition [ALL]

busqueda de PubMed

Author Name [au]

El formato para buscar un autor es

Hautvast J [AU]

Apellido, sequido de espacio y lafs
primeras iniciales sin puntos

Journal Name [TA]

MeSH Terms

Nombre de la publicacion

[MH] Et vocabulario controlado de la NLM

Br J nutr{TA]

Diet [MH]

Medical Subject Headings! sobre
terminos biomeédicos que se usan
para describir cada articulo de una
revista cientifica en MEDLINE

Publication Type [PT]

Describe el tipo de material que el

Review [PT]

articulo representa [p. )., Review,
Clinical trials, Retracted
Publications, Letters

Title Words [Ti]

Palabras encontradas en el titulo

Witamin C[TI]

de un articulo



plo, escribiendo oxvgen AND mitochondria AND
nutrition, devolvera todas las citas que contengan
las tres palabras. Al usar OR, por el contrario, es-
tamos tratando de ampliar nuestra bisqueda escri-
biendo sinonimos de nuestra palabra clave o
abreviaturas. Asi se obtiene una busqueda mas sen-
sible, 0 sea con mavor nimero de citas. Por ejem-
plo, si se quiere encontrar todos los articulos que
se hayan publicado por grupos cientificos situados
en Francia o en Espana pondremos Spain OR
France. Es atl también cuando el primer intento de
busqueda devuelve un nimero limitado de citas. Al
usar NOT estamos prescindiendo de un grupo de
citas del grupo general en el cual estamos bus-
cando. Tambien se reduce el nimero de citas v se
hace mas concreta nuestra busqueda. Por ejemplo,
si se quiere buscar todos los articulos sobre mito-
condrias, que no incluyan la palabra rata, pondre-
mos mitochondria NOT rat.

Finalmente, muchas veces interesa, por dife-
rentes motivos, acotar o ampliar la bisqueda de
manera manual, lo que suele resultar mas rapido
e intuitivo. Una busqueda manual avanzada in-
cluye el conocer el nombre de la etiqueta de los
campos de busqueda y asi, de esta manera, se
puede ser mas detallado en cuanto a la explora-
cion o busqueda de cada termino. Para ello se co-
loca la etiqueta correspondiente (Tabla P54-1)
entre corchetes v separado por un espacio en
blanco después de la palabra clave que escribimos.
A este respecto indicar tambien que para truncar
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las palabras se puede usar un comodin (*), La bas-
queda la realizara sobre las palabras que comien-
cen con dicha raiz. Esta estrategia trae las
primeras 150 variantes ¥ no se puede utilizar con
frases. Por ejemplo: si coloco la palabra diet®,
traera diets, dietary, dietetics, etc. Ademas, si se
quiere obligar al buscador a buscar una frase se
usaran comillas (* *) para encerrarla, de lo con-
trario por cada espacio en blanco que separe las
palabras de la frase interpretard un AND. Por
ejemplo: “nutritional intervention”,
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PRACTICA 55

INTRODUCCION

La estadistica se encarga de describir de qué
manera vy cuando utlizar diferentes procedi-
mientos matemdticos y como interpretar los re-
sultados obtenidos de estos procedimientos. La
estadistica descriptiva intenta “describir™, cuan-
tificando y resumiendo los datos disponibles. La
estadistica inferencial o analitica, a su vez, pre-
tende extraer consecuencias cientiticas de los da-
tos, estableciendo asociaciones entre diferentes
caracteristicas de interés o variables. Esto es, ex-
traer conclusiones generalizables a una pobla-
cion (inaccesible en la practica) de la cual se ob-
tuvo la muestra disponible.

Una variable de tipo cuantitativo expresa una
cantidad (p. ej.: altura, edad). Las variables cuali-
tativas expresan una cualidad. Si ésta admite gra-
duacion (ordenacion o jerarquia) hablaremos de
variable cualitativa ordinal (p. e).: estadio de can-
cer, nivel educativo). Si no existe ordenacion po-
sible, la variable sera entonces cualitativa nominal
(p. €].: estado civil, sexo). Es importante distinguir
cada tipo de variable para evitar errores en la apli-
cacion e interpretacion de los procedimientos es-
tadisticos,

OBJETIVO

El objetivo de esta practica es conocer los
principales indices estadisticos empleados para
describir la distribucion de variables, aprender a
calcular probabilidades y familiarizarse con mé-
todos de estadistica inferencial como la T de Stu-
dent.

Estadistica

A. Sanchez Villegas vy |. A. Martinez Hernandez

PROCEDIMIENTO

Bioestadistica descriptiva

Los indices estadisticos son numeros que re-
sumen la informacion contenida en los datos rea-
les. Algunos como las proporciones (porcentajes)
o frecuencias describen los datos de tipo cualita-
tivo, la mayoria resumen la informacion de varia-
bles de tipo cuantitative:

Medidas de tendencia central: estos indices ex-
presan qué valor es mas tipico o representativo en
la muestra. Destacan la media aritmética, la me-
diana v la moda. La media aritmética se calcula
sumando todos los valores de la muestra v divi-
diendo esta suma por el numero total de sujetos.
La mediana corresponde al valor central de un
conjunto de datos ordenados de menor a mayor ¥
es util cuando poseemos valores extremos en la
distribucion de datos. La moda es el valor mas fre-
cuente.

Medidas de dispersion: establece ¢l grado de
variabilidad de las observaciones, cuanto de sepa-
rados se encuentran unos datos de otros, Destacan
la varianza, la desviacion tipica o estandar (s) y el
coeticiente de variacion. Las formulas de la va-
rianza {s%) v la desviacion tipica o estandar (s) se
expresan a conmnuacion:
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Siendo X cada observacion o dato, £ la media
aritmética v 7 el tamano de muestra,

El coeficiente de variacion es el cociente entre
la s y la® y es unlizado cuando queremos compa-
rar la dispersion de dos series de datos que pre-
sentan diferentes unidades de medida.

Bioestadistica inferencial

El principal objetivo de los mvestigadores es ex-
trapolar los resultados obtemidos en su muestra a
una poblacion diana inaccesible para ellos. En la
muestra tnicamente podremos calcular estimado-
res. Estos describen una caracteristica de la pobla-
c16n, pero unicamente de forma aproximada ya que
su calculo se basa en valores obtenidos en una
muestra de dicha poblacion. Ejemplos de estimado-
res serfan la media (%), la desviacion tipica muestral
(s) o la proporcion (p). El valor de esa caracteristica
en la poblacion se denomina parimetro y obvia-
mente no puede ser caleulado ya que carecemos de
los datos de toda la poblacion. Los parametros se
expresan habitualmente con letras griegas. Por
ejemplo la media poblacional se representa con p,
la desviacion tipica con o v la proporcion con .

Distribuicion normal

Esta distribucion es seguida por variables con-
tinuas como la edad o la altura, Se conoce tambien
como campana de Gauss. Tiene forma de campana,
es simétrica, no es excesivamente plana mi picuda v
en ella coinciden la media, la mediana y la moda ya
que en esta distribucion son frecuentes los valores
intermedios y mas raros los valores extremos. Ade-
mas, el 95% de los individuos se encuentra dentro
del intervalo p = 1,960 ¥ casi el 100% de los valores
se encuentran dentro del mtervalo = = 3o

.Jllr.- “'..'L
/s
i \
P, \
."'Ir \
25% / N 2.5%
/" LY
‘;—’ =20 *20 Ihx
A .2 -1 0 1 2 3

Se habla de densidad de probabilidad, con-
cepto que se refiere a la probabilidad de que un
sujeto tenga un valor de vanable incluido en un
intervalo entre dos valores. ;Y come la calcula-
maos? Para ello es necesario tipificar o estandarizar
la normal. Este proceso no es otro que transfor-
mar la distnbucion normal de media p y desvia-
cion o en otra con media igual a 0 ¥ desviacion
igual a 1. Para ello debe aplicarse la siguiente for-
mula:

4

Donde x es el valor de la antigua vanable v £
el valor de la nueva variable de media = 0 y des-
viacion = 1. El valor z expresa a qué numero de
desviaciones estandar se coloca nuestro valor con
respecto a la media poblacional.

A cada valor z le corresponde un valor tedrico
de probabilidad que puede consultarse en cual-
quier libro de estadistica o a través de programas
informaticos, Todo el area bajo la curva se traduce
en una probabilidad de 1 (100%). Cuando z es
positivo, el valor de probabilidad es aquél que
queda por encima de z. 51 z es negativo, ¢l valor
de probabilidad corresponde al area por debajo
del valor.

Contraste de hipotesis

El contraste de hipotesis consiste, general-
mente, en establecer asociaciones entre variables
recogidas en una muestra v determinar hasta qué
punto estas vanables se asocian en la poblacion.
Normalmente se establecen una o mas vanables
independientes (exposicion) y una variable depen-
diente (desenlace). La intencion es determinar
hasta qué punto la variable dependiente “de-
pende”™ de la/s variable/s independiente/s en la po-
blacion. Para llevarlo a cabo deben seguirse una
serie de pasos:

1. Debe establecerse una hipotesis a priori, deno-
minada hipotesis nula (H ), contraria justo a
aquello que se desea demostrar, vy una hiporesis al-
ternativa (H, ) que defiende la asociacion entre va-
riables.

Por ejemplo, si deseo valorar la asociacion
entre la pracrica de deporte (v, independiente) v ¢l



peso (v. dependiente) en la poblacion, la H, sera
la ausencia de efecto del deporte sobre el peso. Es
decir, la media de peso en la poblacion sera igual
entre los que practican ¥ no practican deporte. La
H, estableceri que si estin asociadas las variables
vy que ¢l peso en la poblacion “depende” de ser o
no activo.

H=n =p

e em oo dep e e dep

) : : diferenci: = 0.
O lo que es lo mismo: diferenciap, =0

Hl = pl"\nrn n-u.‘lrp " ll[\lﬂul-ﬁl ﬂ-l'p

Sin embargo, no se dispone de los datos de ac-
tividad fisica ¥ peso de toda la poblacion (se des-
conoce el parametro dif p) pero, a través de una
muestra, pueden calcularse estimadores, es decir,
la diferencia de peso en la muestra segun se haga
o no deporte (diferencia X . )

2. Se contrastan los datos de la muestra con la hi-
potesis nula.

Si la hipotesis nula fuera cierta, la dif p, va
hemos dicho que seria 0. Sin embargo, imagine-
mos que entre los deportistas el peso medio es de
70 kg v que entre los no deportistas es de 77 kg.
La diferencia de peso es de 7 kg en nuestra mues-
tra. ;Hasta qué punto es 7 distinto de 0?

3. Se calcula la probabilidad (el denominado
valor p) de haber hallado este resultado u otro
todavia mas alejado, bajo el supuesto de que la
hipotesis nula fuera cierta. Para este cileulo
deben calcularse dos valores: el “efecto™ (es
decir, la diferencia entre el valor observado en la
muestra ¥ el valor esperado en la poblacion si
H, fuera cierta) y el “error”. El “error™ es un
error aleatorio, los resultados obrenidos en la
muestra serian explicables por simple azar. El
valor del cociente entre el “efecto”™ v el “error™
se aproxima al valor de una distribucion tedrica
de probabilidad (existen varias: la distribucion
2, la distribucion t, erc.) si H, fuera cierra. Por
tanto, puede calcularse la probabilidad de obte-
ner un valor = g, = t, etc., condicionado a que
todo fuera azar. Este valor de probabilidad re-
cibe el nombre de valor p de significacion esta-
distica.

Practica 55. Estadistica

El denominado “efecto”™ del deporte encon-
trado en la muestra es 7 kg (diferencia entre lo
observado v lo esperado st H_ fuera cierta), Ima-
ginemos que, en este ejemplo, el error vale 3.2,
Para este ejemplo, la distibucion de probabili-
dad elegida es la distnbucion ¢. ¢ valdria 7/3,2 =
2.16. Si buscamos en tablas, a un valor £ de 2,16
le corresponde un valor p de 0,044, La probabi-
lidad de encontrar una diferencia de 7 kg o aiin
mavor (recordemos que la probabilidad hallada
corresponde a un valor = z) es del 4,4% st H
fuera cierta. Es decir, si todo fuera azar, si el de-
porte no tuviera efecto sobre el peso, la probabi-
lidad de encontrar una diferencia de 7 o mas kg
entre los que practican v no practican deporte,
seria solo del 4,.4%.

4. Decidir si rechazamos o no la hipotesis nula,
Habitualmente v de manera arbitraria, se acepta
como valor limite para rechazar o no la hipotesis
nula, una valor p = 0,05 (a). 5i el valor p obtenido
con los datos es inferior a 0,05, existen evidencias
significativas de efecto por lo que debe rechazarse
la hipotesis nula v aceptar la hipotesis alternativa.
Siel valor p es superior a 0,05, no existen eviden-
cias significativas para rechazar la hipéresis nula.
Los resultados obtenidos son debidos al azar. De
todas formas, he podido equivocarme (existe un
error a de equivocarme. en este caso del 5%). Es

decir, he podido rechazar la hipotesis nula siendo
en realidad cierta.

En nuestro ejemplo p = 0,044 es significativo
por lo que debemos rechazar H_ Exiasten diferen-
cias estadistncamente significativas entre el peso
de los sujetos de la poblacion que practican y que
no practican deporte. 51 realmente el deporte no
se asociara con el peso, la probabilidad de haber
encontrado la diferencia hallada o una mavor
seria solo del 4.4%. El limite se habia establecido
en el §%.

Existen diferentes procedimientos estadisticos
para llevar a cabo contrastes de hipotesis (Tabla
P55-1). La aplicacion de unos u otros depende
principalmente del tamano de muestra de que dis-

pongamos y del tipo de variables “a contrastar”
(cuantitativas y/o cualitativas). Por ejemplo:



YUl Parte II. Metodologla y aplicaciones

Tabla P55-1. PRINCIPALES PRUEBAS ESTADISTICAS EMPLEADAS EN CIENCIAS DE LA SALUD

Cualitativa Cualitativa Jicuadrado

nominat/ondinal

Cualitativa Cualitaliva J¥ tendencia lineal

erdinat

Cualitativa Cuantitativa T de Student

dicotomica con distribucion U de Mann-Whitney*

(2 categorias| normall

Cualitativa Cuantitativa ANOVA

policotomica Kruskal-Wallis*

[> 2 categoriasl

Cuantitativa Cuantitativa Regresion lineal
simple

Asociacion I obes. Salteros =11
entre el estado obes. casados IJl—-:uaundnl
civil [soltere, casadal
y la obesidad
Ine/sil
Asociacion entre M cancernafum <1l '
fumarine tumar, cancer exfum < 11 {i-cuadradol
exfumador, fumadori cancer fum
y el cancer d=
de pulman
Inafsil
Asociacian entre p colest no t
hacer degorie Ino/si]  deporte = p colest zsin > 100
y el nivel de si deporte
colesterat [mg/dL)
Asociacionentre  pcolest no dep.= Fde Snedecor

hacer deporte [nada/  colest. dep. mod. = p
moderado/intensal  colest. dep. intenso

y el colesteral |mg/dL
Asociacionentrela TAS=a+pxEdad I
edad y la tensidn f lcoet regr. =
artenal sistdlica [TAS|  pendiente = 0|

*Las pruebas de la U de Man-Whiney o de Kruskal-Wallis son pruebas llamadas no paramétnicas o de distnbocion ibre empleadas generatmende cuanda

el tamanio de la muesira &5 may peguefio

Priueba de la T de Student

El gjemplo citado anteriormente se resolveria
a través de la aplicacion de una prueba de la T de
Student. La formula para obtener el valor de la
distnibucion teorica, en nuestro caso distribucion
Hlamada ¢, es la siguiente:

Dif medias muestrales (%, X

A J.-.l-"l

f: =

Error

Donde n es ¢l tamano de muestra en cada
grupo y S, es la desviacion estandar ponderada
obtenida a través de la tormula:

AR WP —

;A S

(m,=1)s +(n,=1}s/°
5. =
{n,— 1)+ (n,— 1)
siendo s* |a varianza en cada grupo.
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“Biocstadistica amigable™. Martincz-Gonzdlez MA,
Sanchez-Villegas A, Faulin-Fajardo ] (eds. ). pp: 155-
233. Diaz de Santos, Madnd.

1. Calculo de las principales medidas de tendencia central: a parur de los siguientes datos de edad (en

anos): 23. 34, 45, 45, 49, 51, 60, 62, 70.

Media: (23 + 34 + 45+ 45+ 494 51 + 60 + 62 + 709 = 48,8

Mediana: 49
Mada: 45

2. Calculo de probabilidades: a) :Cual es la probabilidad de que un individuo presente un valor de co-
lesterol mayor de 220 mg/dL, si la media en su poblacion es de 180 mg/dL y la desviacion o vale 232

b) ¢Y entre 160 y 2407 ¢) ¢Y entre 200 y 2302

20 - 180
= 1,74
23

A un valor z = 1,74 le corresponde un valor
p de 0,04,

probdens
1
-‘.\_\_\_“-

200 = 180 230 = 180
c)x, =—31_ =087 z, =_;T_

160 - 180 240 - 180
—:—-{!18? 3_:-—-—=1.ﬁ‘|

I_‘I:I z; =
23 5 23

Se calculan 2 valores z. El drea de probabilidad

que nos interesa sera de 1 = 0,19 = 0,0045 = 0,805

probdens

4 2 a4 & 1 2 3

=-087 r=248 b=805%

=2,18

En este ejemplo, para calcular la probabilidad de encontrarse entre 200 v 230, debemos caleular la
diferencia entre la probabilidad asociada a g = 0,87 (p = 0,19) v la probabilidad asociada a z = 2,18

(p=0,0145).
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p=00143

probdens
=]
L)
i

= 087 r=d4,18 bh=174%

3. Gilculo de la T de Student: imaginemos 20 partici-
pantes de un estudio, 12 de ellos no practican de-
porte habitualmente mientras que 8 si que lo hacen.

Los pesamos y obrenemos los siguientes datos: 1 No deporte 75
2 No deporte 78
En el ejemplo: 3 No deporte 69
4 No deporte 89
) 5 No deporte 79
=77 x,=70 6 No deporte 76
7 No deporte A
n,=12 n,=8 8 No deporte 95
: 9 No deporte b4
s,=8,5 s,=4 10 Mo deporte 73
. ‘Ié ﬁ :E:::lte ;g

- 1 eporte
S:‘/:ll—ns.’..l.hqﬁ-nlﬁ_Tl 1 Si deporte 7
" (12=1)+(8=1) . 14 Sidm{'ﬁ 65
15 Si deporte 65
16 Si deporte &7
(% i =% ) 77=70 7 17 Si deporte 49
e ——— L =2,2 18 Si deporte 7
oy _ [l I—l 3,24 19 Si deporte 76
SY=+— 2Yl—=+ 20 Si deporte 7

", n, 112 8

Debemos observar la rabla de distribucion  para determinar si nuestro valor ¢ es mavor que ¢l que
aparece en tablas (correspondiente a una probabilidad de 0,05). i es asi, podra rechazarse la hipotesis
nula y se demostraria que existen diferencias significativas entre medias. Hay que tener en cuenta que,
en el caso de esta distribucion, no solo es necesario saber su valor sino que deben tenerse en cuenta tam-
bién los grados de libertad que se calculan como N - 2, siendo N = n, + n. Para un error del 5%:

£y A 32 2B 26 24 24 23 23| 220 22 23 EX %) 2,1

En el ejemplo, 2,2 es mayor que 2,1 (por tanto, su valor p es inferior a 0,05), por lo que se rechaza
la hiporesis nula. El hacer deporte se asocia con el peso de los sujetos. Las medias de peso entre depor-
tistas ¥ no deportistas son significativamente diferentes.
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Indice analitico

Los nameros de pigina seguidos por [ indican una figura; los seguidos por ¢ un cuadro; los seguidos por L una tabla.
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~ utilizacion nutritiva, 26
Albtimina, 74, 263
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- efectos toxicos, 213
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— utilizacion nutritiva, 26
Alcoholemia, 189
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Alimentacion
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— accion termogénica, 40
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— fracciones, 13
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— utilizacion nutritiva, 15
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- = frutas, 14
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- tecnologia, 4
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— tactor de respuesta, 186
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Anabolismo, 18
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— bioguimicos, 73

- combinados, 112

— estadisticos, 101

- funcionales, 96t

- hematologicos, 73

Anciano

- recomendaciones nutricionales, 63
Annexidantes fisiologicos, 62
Antropometria, 231

Aporte dietético recomendado, 47
ATP, 63

Avudas ergogénicas, 67

Azucares, absorcion intestinal, 127

fi-carotenos, 199
Balance

— energético, 33, 40
— hidrico, 195




Balance

— de nitrogena, 176

— de nutrientes, 92

Beikost, 55

Bioestadistica

— descriptiva, 467

— inferencial, 468

Biologia molecular, 88r
Biomarcadores inmunoldgicos, 285
Bomba calorimétrica, 119
— adiabdtica, 119
Bonterroni, 103
Bromatologia, 4

Busqueda bibliografica, 461

(™

Calcio, 207

— enorina, 207

Capacidad lipogenica, 157
Carga glucémica, 133
Carne, 13

Catabolismo, 18

Cenizas, 13

Cereales, 14

Ciencias de la Alimentacion, 3
Cirrosis, 213
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Cociente respiratorio, 91
Codex alimentario, 139
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Colesterol, 163

- metabolismo hepatico, 163
Complexion, 71t
Composicion corporal, 35, 41, 72, 247
Computo quimico, 178
Consumo energetico, 38
Correlacion, 104
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- concentracion, 227
Crecimiento, 52, 231
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—~ curvas, 231
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Duncan, 103
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— transversales, 109
Energia, 36

— consume total, 40

— digestiva aparente, 36

~ metabaolizante, 36

~ nera, 36

Enfermedad(es)

— celiaca, 137

— renal cronica, 331



Entermos renales, 331
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— de digestibilidad, 90

~ factonales, 111

— miultiples, 111

— microbiologicos, 88
Envejeamiento, 61

Epidemiologia

— experimental, 110

— no experimental, 108
Epidemiologia nutnicional, 103t
Epigenética, 397

Equilibno hidroelectrolitico, 195
Error

—tipo 1, 102

—tipo 2, 102

Estadios de Tanner, 245
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— —cuestionarios de valoracion rapida, 317
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— excrecion urinana, 82
- metabolismo, 82
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— tratamiento dietético, 186
FESNAD, 48t
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- en adultos, 304t
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- en la lactancia, 302t, 305t
— en ninos, 303c
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— nutricion, 36

Gliadinas, 137
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Glucemia basal, 134
Glucidos, 17

Glucolisis, 19f

Gluten, 137

— clasificacion de los alimentos, 138t

— productos exentos, 137
Grasas, 17

Hidratos de carbono, 15
= clasificacion, 21t

— fuentes, 21t

— funciones, 21t

— intolerancia, 251

- requerimentos, 21t
Hidroperoxidos, 359
Hidroxipirolina, 207
Hidroxiprolina, 216
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- chicos 0-18 anos, 241
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Interaccion(es)

— farmaco-nutriente, 79, 80¢, 831, 355,
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Kit mgezim gluten, 139t
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Lactancia

— artificial, 54
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Lactosa, intolerancia, 251
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— clasificacion, 23t
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- = lipogenicas, 23
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— utilizacion nutritiva, 22
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Lipolisis, 18f, 151
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Macrominerales, 25
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Matenal bibliografico, 355
Medicamentol(s), 79
Medida(s)

— antropomeétricas, 70

- bioguimicas, 94

— de dispersion, 467

— de tendencia central, 467
Metaanalisis, 112
Metabolismo, 18
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Nucleo arqueado, 348
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- v deporte, 65
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- humana, 51
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—enel lactante, 53
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- — recomendaciones dietéticas, 54
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— digestion, 123
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~—ninas -3 anos, 235
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— clasificacion, 25t

— contenido proteico, 179

— eficacia, 91
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Regulacion del apetito, 347
Requerimiento medio estimado, 47
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Sorbitol, intolerancia, 251
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Spearman, 104
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— in vitro, 86

- Inmunoensavo enzimdrtico, 137
Tecnologia alimentaria, 4, 6
Termogenina, 383

Test

—en aliento, 377, 378f
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Transtiretina, 263
Trighcerido lipasa, 151

u

Utilizacion proteica neta, 177

i

Valor
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Valoracion nutricional, 77
Verduras, 14
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— clasificacion, 34t
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