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Introduccion
I. INTRODUCCION

La desnutricion energético-proteinica es un problema de gran magnltud en el mundo En

1998, el Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia'™ estnmé que en todo el mundov

para su edad, lo cual indica que 4 de cada 10 niu"i

alguna alteracién relacxonada con la deantnclén.

ta desnutrl ié es consecuencna de Ias enfer s infecciosas pnncipalmente. y una .

mgesnén allmentaria madecuada pero tamblén esté asoclada a muchos factores

mterrelaclonad entre sl como son Ios de [ndole soc:al polltico. econémlco ambiental

psicolégico y cultural’

Cuando un nifio tiene un problema de desnutricién‘, se ha visto que presenta una seriei de
caracteristicas fisiopatoldgicas imponantes, dentro de los cuales es relevahfe mer\cioﬁar
el problema que se presenta en el tracto gastroln!es(mal donde se reduce ta- cantldad de’
acido clorhldnco que se produce y tamblén se ‘da una dnsmlnucién. aconamlento y

aplastamiento de las vellosndades del borde en cepnllo provocando alteracnones en los

procesos de digestion y absorcion de nutnen!es como Ia lactosa. por Io ual el nifio no

puede obtener los nutrimentos a partu‘ de su alnmento pyr)nctpaly Ia Ieche.; :

En México también es muy comun este tipo de désnutn éh; ya que la dieta de los nifios
se basa fundamentaimente en atoles, es decir, :éliméntos ricos en carbohidratos, pero

deficientes en lipidos, protelnas y en micronutrimentos.




In {roducr:io’n

En este estudio se pretendid - Imntar esta sntuacnén nutﬂclonal .en ratas para poder

determmar siel aprovecharmenlo de Ia prote!na es |gua| en ammales desnutndos que en

animales desnutndos con una dleta suplementada con v:lamma Ay hlerro, que se sabe

la absorcién e

En e,s'te ‘t,r;e‘lbaj ‘las cada uno. temendo

un !oge ‘ccfntrol uno ‘desnutrido -y . uno desnulndo pero suplementado con vntamlna A y

hlerro para c nocer si : dos con una dlela de baja cantidad protelnlca

se ven afectados por Ia presencla de estos dos mlcronutrlmenlos &




Objetivos
il. OBJETIVOS
2.1 GENERAL

e Averiguar si la Prueba Biolégica de Calidad Proteinica (REP) se ve afectada
cuando se reduce el porcenlaje de prote!na y calorlas en la dle(a pero se adtcuona
con vitamina A y .hierro, 7, asi como ver S| se afecta la acnvndad de las

disacaridasas.
2.2 ESPECIFICOS
. Déterrjhinalf la feléf:ién dé:eﬁcfenéia pfoteinica de cada dieta.

= Medir la- concentracion .de hemoglobina en {as ratas de los diferentes grupos

experimentales.

= Estandarizar la metodplogia para realizar las déteriﬁinaciénés d‘er Hie}ro en higadd

y bazo. .

- Reallzar la determmamén de:la actividad enznmétlca de las dlsacandasas en la

mucosa intestinal. -

e Implementar la metodologia para - realizar las determinaciones de retinol en

sangre.




Antecedentes
I1l. ANTECEDENTES

1. Desnutricion energético-proteinica.
La desnutricidn es un estado patolégico, inespecifico, sislémico y potencialmente

reversible, que se origina como resuitado de Ia deﬁclente incorporaclén de los nutnmentos

a las células del organismo, y se presema con dlverso grados de mtenmdad y vanas

manifestaciones clinicas de acuerdo con factores ecoléglcos La Incorpcramén deﬁc:en(e

de nutrimentos se debe al baj

50% de lo‘siicasos. é otenc 1 genétlcobdel crecnmlento

|sm1nuc:| n de Ia expreslén del

y desarrolio ffsii:o

Entre los efectos de’una.infeccién sobre el estado nutricional se pueden sefalar las

siguientes’. o,

a) Dnsmlnumén en el consumo de alimentos y camblos dletétlcos por faita de apetito,

lo cual contnbuye a incrementar la acctén adversa de la infeccién en el estado de
nutAcidn.




b}

c)

2.

Antecedentes

Mala absorcién o dnsmnnucnén de la absorcldn de nutrlmentos Se sabe que los

mdnvnduos que presen!an mfeccmnes mtestlnales recurrentes desarrollan camblos

morfolégncos en la mucosa mteslma \que son responsables de Ia mala absorcnén

do a la fiebre,
el sudory a Ia respue a ’ésté" ;Sﬁede ser

afectado de dos manerasA e incrementa mlno‘écidos' en el

plasma para la sintesis de las prote as as esta |nmune, y2)

Se aumenta el catabohsmo de’ los a en el hfgado para la

gluconeogénesis. Ambas aIteracnones provocan un balance negatnvo de nitrégeno

mucho mayor que el producido por la di mmucu.‘m en el consumo de

alimentos.

Hidratos de Carbono

Los hidratos de carbono constituyen la mayor parte de fa dlet entre un 50 70% del total;

palatabilidad, vida de anaque 2o

Los hidratos de carbono son Iﬁger‘idos basicamente en: vegetales, frutas y; grahos crudos

y procesados como hidratos de carbono purificados adicionados a los alimentos yblos que
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)

se encuentran disueltos en bebidas. El consumo de hidratos de carbono es la forma

répida y barata de obtener energia

2.1 Proceso de digestion y absorcion de hidratos de carbono.
La lhééstién. digestién, absorcién y transporte de los hidratos de carbono es un proceso
al‘l’am:e:nit‘e regulado e interactivo. El efecto visual y olfativo de los alimentos antes de su
ingestion estimutan la liberacién de insulina. La insulina prepara al intestino para. el
lraﬁsporte de nutrimentos reclutando transportadores de glucosa inactivos, llevandolos é

la superficie celular donde son activos.

La presencia del alimento en el estémago libera hormonas que desaceleran fa ingesta y
actxvan el proceso intestinal que aceleran Ia absorcnén Al llegar el allmento al intestino se
actlvan |os receptores provocando la Ilberacién de hormonas del lntestino. las cuales asu

vez Ilberan msulma

El pnrner paso de la digestién de los h:dratos de carbono es la masticacuén del alimemo.
durante esta elapa los granulos de almndén son expuestos. aumenta el érea superfcual
debido a la reducclén del tamafio de la parﬁcula. =] ahmento en la boca se mezcla con la
a-amilasa salivar que comienza a hidrolizar el almidén inmediatamente. Esta hidrélisis se
detiene en el estdmago debido al cambio de pH y la hidrdlisis se reanuda en el duodeno
en donde se secreta la a-amilasa pancreatica. La accion acumulativa de las dos amilasas
produce maltosa y maltotriosa a partir de amilosa y la amilopectina, de la cudl también se

obtienen dextrinas limite.

La digestién de Ja maltosa, maltotriosa, dextrinas limite y 1a mayoria de los disacaridos

incluidos los dos disacdridos mas consumidos en la dieta humana, es decir, la sacarosa y
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ia lactosa, son hidrohzados a.los respechvos monosacéndos que las constltuyen por las

enzimas de! borde en cepullo del mtesuno delgado. que son Ias disacandasas

La mucosa mteshnal pre
Kerckmg) que se extxenden
delgado. slendo m. s y yeyuno .

Toda la shpérﬁéié del lnteStln‘o'delgado. desde la desembocadura del colédoco hasta la

valvula ilédéecél esté cubleno por vellosxdades que aumentan la superficie total de
absorctén. Cada vellosudad se encuentra rodeada de varias invaginaciones (alrededor de

ocho), Ilamadas cnptas A

Las células del gpitelio intestinal (enterocitos) se caracterizan por un borde en cepillo
formado por microvellosldades que nacen de cada célula, de esta forma aumentan mas la
superficie de absorcidn, dichas células contienen ancladas enzimas que completan la

hidrélisis de los hidratos de carbono*®

La absorcién 'de 'los monosacaridos inicia en el extremo distal ‘del -duodeno y
generalmente eé completada en los primeros 50-100cm del yeyuno. Se conocen al menos
dos tipos de sisiemés de transporte que catalizan la captacién de monosacaridos desde la
luz intestinal a la Vty:élula“
a) Un sistéma de cotransporte Na’-monosacarido con elevada especificidad para D-
glucosa y D-galactosa que cataliza el transporte activo de azticares.
b) Un sistema de transporte de monosacaridos con especificidad para la D-fructosa

que es del tipo de difusién facilitada que es dependiente del Na®.
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La mayoria de los mamiferos tienen cinco disacaridasas (mal sacarasa, isomal

trehalasa, lactasa)'?, unidas - al ;borde‘ en' cépillo'dél' ntestino" delgado; ‘las cuales

comparten varias caraclerlstucas a excepcnén ‘de ‘la trehalasa entre Ias cuales se

encuentra:

uyendo en el ileon y es casi m.iIa en el‘duod’eno‘z,

De esta manera el yeyuno es el o de mayor absorcnén delos dnsacéridos en el hombre.

cuyo patrén de d|stnbuclén es snmllar a de la rat

3. Vitamina A

Pertenece al grupo de las vitai‘ninas ole lubles. La forma actlva de fa vutamlna A sobre

la vision es el 11-cis relmal y la que tiene usos terapéu(icos es Ia forma Acido 13-cis

retindico, 1a forma en la que se a macena pn cipalme te es como palmitato de retinol. En

un sentido nutricional la famnlxa de Ia vntamma A mcluye todos los compuestos naturales




Auntecedentes

que tengan la actividad bloléglca del retmol Los carotenoudes estén mc|mdos dentro de la

familia de la vntamma A debldo a que son nutnctonalmente actlvos

La vitamina A dventr_;a/ del > o5 £ ‘ A preformada

los retinoides

hacia enzxmas eSpecifcas y més 1mportame aun hacia el nucleo de la célula

Reclentemente se ha descublerto que en el ndcleo de las células hay dos conjuntos de
tres recep!ores nucleares (conocidos como RAR y RXR por sus siglas en inglés). Estos
receptores nucleares son activados por una forma acidica del retinol como el acido
retindico (RA por sus siglas en inglés). En las células de los érganos y tejidos de todo el
organismo el RA es la forma activa de la vitamina A. Se ha demostrado que los receptores
nucleares RAR RXR activan a numerosos genes. Estos receptores actian como
hormonas, tales como los esteroides y las hormonas tiroideas, con las cuales estan
vinculadas estrechamente. Es a través de este mecanismo que la vitamina A ejerce sus

funciones, con la unica excepcidn de la visién. En las células de la retina (conos y
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bastoncillos) responsables de 1a visién, la forma funcional de Ia vitamina A no es el acido
retindico (RA) sino el 11-cus retlnal':’

3.1 Funclones de 1a m a A en el orgamsmo.

- ~V!Sl61"1 (noch

« Integridad de élulas epiteliales contra las infecciones

3.2 Requenmlentos de la vitamina A

Equivalentes reti ol (ER) diarios (1ER = 1ug de retinol)
“ . Nifio 1-—6afos 400ER
' Mujer  S00ER
Adulto
Hombre 600ER

Embarazo . GOOER

3.3 Deficiencia de vitamina A )
Esta deﬁcienéia aparece ampliamente difundida en los paises en vias de desarrollo,
considerandose un problema importante de salud pudblica, ya que afecta primordialmente
a los nifios, siendo causal de dafios oculares y ceguera, y de!l incremento de tasas de
morbilidad por diarrea severa, sarampién y otras infecciones aun en aquellos nifios que

muestran un estado nutricional aparentemente adecuado, sin presentar signos clinicos

10
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especifcos de defcuencua. es(o es debldo a que la vntamlna A Juega un papel lmportante

en la integndad de los. epuehos y en el mantenimiento de una funcnon mmunoléglca

normal, la carenma de esta vutam a se asocia con alteracnones en Ia funcién de los

linfocitos T el detenoro del recambno de epntello en Ias mucosas y un aumento en la

adhesién de las bacterlas a}l gplt

Etapas de la deficiencia de v
Subclinica E
e Reservas en dlsmmucnén

e« Nivel sérico en dn mlnuclén

* Metaplasia -
Clinica
- Xeroﬂalmﬁé .
1. due no produce ceguera
2.7 Que produce ceguera

La tasa de morbilidad se puede reducir mediante la suplementacién con este nutriente.

3.4 Toxicidad de Vitamina A

A pesar de que la literatura contlene aproxlmadamente 200 reportes de mtoxicacu.’m de .

vitamina A en e! hombre, la Intoxncaclén 6n natural de los

alimentos, a excepc:én de Ios obtenldos po eI ‘consumo de higado d osos polares por

los exploradores. por la mgestlén de hlgado de pes enen la ‘capacidad de

almacenar una alta cantldad de vntamma A. La causa pnncnpal e} mdad de vitamina

Aes el prolongado consumo de suplementos vntamlmcos. frecuentemente iniciados por
razones dermatoléglcas La toxicidad aguda en el adulto requlere una dosns dentro de un

rango entre 2-Smillones de Ul o mayor. En los infantes una dosns menor o igual a 75,000 a

1
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300,000 Ul puede presentar sngnos de loxlcxdad aguda generalmente causada
acctdentalmente por. una sobred05|s 0. una suplemenlamén |ncorrecta L a toxicidad

crénica desarrollada en pocos meses es comunmente encontrada en mfantes y nlﬁos. Los

slntcmas,de ! (oxtcudad aguda en el hombre son. dolores de cabeza severos centrados

értigo. somnolencna nausea con vémito seguldo da enro;eclmnento e
hmchazon de pl | con descamacién. Los sintomas de la toxlcldad crénica’ en el hombre
son anorexla dolores de cabeza, visidn borrosa, dolor muscular después ‘de hacer
e]erc:c:o. pérdnda de cabello, erupciones maculoeritematos en los hombros y espalda Yy

una’ general sequedad y descamacién de la piel, labios resecos y partldos. sangre de la

narlz

3.5 Métodos de analisis de la vitamina A .
Debido a su sistema de dobles enlaces conjugados, la vitamina A absorbe muy bien la luz

ultravioleta. La longitud de onda en donde se tiene la maxima absorcuén y eI coeﬁcnente de

extincidn molar en etanol, respectivamente es 325nm y 52 480 pa all-trans retinol®,

Estas caracteristicas espectroscdpicas son utilizadas pnncupalmeng Ia cuantlf cacion

de la vitamina A y carotenoides.

Asi mlsmo Ios 5|stemas cromatogréf' cos también son viables en la separacién de vitamina

Ay carotenoldes. L} proceso mas frecuentemente utilizado es fa cromatografia liquida de

alta presnén (HPLC)B En Ios nsayos de niveles de vitamina A en humanos se usan una

gran vanedad de mé(odos bloquimicos fisiologicos, histolégicos y clinicos.
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4. Cromatografia de liquidos de alta resoluélon (HPLC)

La cromatografia en general, es un método utlllzado pnncnpalmenle para Ia separacnén de

diferenciaé mqieéuléres en\"IAa‘si‘,qu i-1-] fun\dame.‘n(a‘ son’mdy 'diversas: carga, peso
molecular, pblaridé& del en’l'avce."vvpét‘erici I ré,do;(.‘ pké y estructura de los isdmeros o
quiralidad"?, o

La crorﬁatograﬂa liquida dé alta resolucidon (HPLC) no esta limitada en aplicacién por ia
volatilidad de sus componentes o por su estabilidad térmica, lo cual lo hace un buen
método de analisis para materiales poliméricos, idnicos, polares, térmiéamente inestablés

una gran variedad de otros grupos polifuncionales de alto peso molecular. Una ventaja

mas es que los detectores utilizados en el HPLC son no destructlvos o que facmta la

recuperacién de las muestras dando la oportunidad de estudlos espectroanalit:cos

posteriores.

columnas se puede

Existen cuatro tipo de cromatografias en los que la fase mévll es un Ilquldo Cromalograﬂa

de exclusién, que se utiliza para solutos con masas moleculares superiores a 10,000.

Cromatografia de intercambio ionico para espec:es |6mcas de masa molecular mas

13

En resumen, la cromatograﬂa llqulda moderna tlene .ventajas' como por e]emplo. |as
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pequeiia. Cromatografia de reparto se aplica para las especies poco polares pero no
idnicas, ademas este procedimiento se utiliza muchas veces para la séparacién’ de los
integrantes de una serie homéloga. Cromatografia de édsdréiéh se elige con’ frecueﬁ'cia
para separar especies no polares, isémeros estructurales y grupos de compuestos como

hldrocarburos al»fétlcos de Ios alcoholes allféhcos

4.1 Parametros cromatograficos?®
Tiempd de réteﬁciénv (tr): Es el tiempo que un soluto permanece en lé columna. Se mide
desde ‘el tierﬁpc; de la inyeccién hasta la elusién det méximo pico. Es ‘caracterls(ico del

soluto para COndICIOnBS de operacién constantes. Auxnhar en. Ia |denm'cac|6n de los

solutos.

Tlempo mueno (to) Es el hempo requendo para elulr un soluto que no se retiene en la

fase estac:onana Representa el espacio vaclo de la columna.

Tiempo de retenclén ajustado (t ) Mlde el tlempo que el componente permanece en la

fase estacnonana.

Ancho del plco. Ancho del plco a Ia base (Wb) Es Ia proporcuén de la linea base

mtersectada por las tangentes a| plco. Trad cnonalmente utllnzado en el calculo de la

ef‘cacna del sustema W,,z es el. ancho a la mntad del plco. que es una medida mas
reproduclble, adecuada para evaluar manualmente la eficiencia del sistema (platos

tedricos).

14
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Numero de platos tedricos (N): Cada plato teérico representa un’ equilibrio de distribucién
del soluto entre las fases. El numero de platos teéricos de u'na;cplumrja representa el

poder de separacion de la columna.

N = 16(t,/Wp)* = 5.545 (£, IW172)°

separacuén entre solutos
’ a=k2iK'1=tw2litrz=1
Resolucion (Rs): Es la medida cuantitativa del grado de separacién entre dos solutos.

Rs = NY2/4 (a <11 a) (k21 1+ k73)

4.2 Elementos basicos de cromatografia
Con objeto de alcanzar un caudal de eluyente razonable con rellenos de tamafio de
particula entre 2 y 10um, que, por otra parte son comunes en la mo;jerna cromatografia
de liquidos, se requieren presiones de algunos cientos devkgéfu'erza por centimetro
cuadrado. Como consecuencia de estas elevadas presiones, el eduipo ﬁecesario para
HPLC tiende a ser mas sofisticado y caro que el que se utilizé en otros tipos de

cromatografia.

15
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Es necesario que se ellmmen los gases disueltos en los dlso|vemes que se umlcen en el

HPLC, ya que |nterferen formando burbu;as en la columna y en los* slstemas de

deteccion. Estas burbu;as provoca nsanch 2 mnento de banda y a menudo mtetferen en

el funclonamlento del detector, se pueden utuhzar degasnf'cadores L Atratar los dlsolventes

son’ ﬁgﬁfdsas é ihcluyen (). 1a

generacién le p esuones por encnma de 6000psi (2) un‘ ﬂUjO libre de pulsacnones, {3) un

intervalo de caudales de 0.1 a 10mi/min, (4) el con(rol y Ia reproducubllldad del caudal

mejor del O. ] [<] 00 relatlvo y (5) componentes resns!enles a la orrosnén.

Sistemas de lnyecclgn de muestra.

A menudo, el factor limitante en la precisién de las medldas en cromatograﬂa de liquidos

es la reproducibilidad con que se puede introducir. la mu stra en la columna. El problema

se acentda por el ensanchamiento de fa banda que 'acompaﬁa a la sobre carga de las
columnas. Por ello, los volimenes que se emplean han de ser muy pequefios de unas
pocas décimas de mililitro a tal vez 5opp|. ES medlo més simple implicaba la inyeccién con

una jeringa a través de un elastdmero. En las inyecciones a flujo detenido, el flujo del
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disolvente se detiene momentaneamente, se retira el conector de la cabeza de la columna
y la muestra se inyecta directamente en el relleno de la cateza de la columna, después se
retira el accesorio y se vuelve a presurizar. Desafortunadamente la reproducibilidad de la
inyeccién con jeringa rara vez es menor de un 2 o un 3% Yy con frecuencia es

considerablemente peor.

El método més ampllamente utilizado para la introduccion de la muestra utiliza bucles de
muestra, Estos dlsposmvos _son generalmente una parte integrada del equ|po

cromatogréf‘co y hay bucles lntercamblables que permiten la elecc:on de tamanos de

muestra desde 5 a OOpI

Columnas cromatogréf‘cas )

Celumnas analmcas‘ La mayoria tienen una longitud entre 10 y 30cm por lo comtn son
rectas y se pueden alargar. El diametro interno es a menudo de 4 a 10mm y los tamafios
de particula de los rellenos mas comunes son 5 o 10pum. Se han comenzado a fabricar
columnas de alta eficacia que pueden tener diametros que oscilan entre 1 y 4.6mm y se
rellenan con particulas de tamafo de 3 o 5um. Estas columnas tienen hasta 100000

platos/metro y presentan la ventaja de la rapidez y del minimo consumo de disolvente.
Precolumnas: sirven para aumentar la vida de la columna analitica, ésta elimina no solo la
materia en suspension y los contaminantes de los disolventes sino también componentes
de la muestra que se unen irreversiblemente a la fase estacionaria.

Columnas termos!atlzadas. con un.control de Ia temperatura de estas columnas en unas

pocas de décxmas de grados centlgrados se pueden obtener mejores cromatogramas.

17
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Rellenos de las columnas.

Los tipicos rellenos de particulas porosas estan formados por micropartlculés poifos_és con
didmetros entre 3 y 10um y con la menor dispersion posible con respecfoﬁa un tamafio
determinado. Las particulas son de silica, alimina, de una resina sintética de_ pplie;ﬁreno

~divinilbenceno o resinas de intercambio i6nico, aunque la silice es el material de relieno

mas comutn en cromatografia de liquidos.

Detectores.

Existen dos tipos basicos de detectores Ios que se basan enla medlda de una propledad

las propiedades de este, como la absorbancia enel uv, ﬂuorescencla. o corrie te llmlte.

Los detectores de absorbancia son los mas usados en HPLC, muchos de estos
detectores son dispositivos de doble haz, en los que uno de los haces pasa' por-la cubeta
de flujo y el otro a través de un filtro que reduce su intensidad.. Para comparar las
intensidades de los dos haces se utilizan detectores fotoeléctricos contrastados. El
cromatograma consiste en una representacion del logaritmo del‘ &ociente de las dos
sefiales detectadas en funcién del tiempo. También se utilizan sistemas de un solo haz.
En este caso las medidas de intensidad del disolvente se almacenén en la memoria de un

ordenador y al final se recuperan para el caiculo de la absorbancia. -

Detectores de ﬂuorescencta para HPLC son semejanles en dlééﬁoé a'los fluorémetros, la

fluorescencia ‘,s detecta : Por : m=dlo de ‘un" detector vvfot‘oeléctrico" colocado

perpendlcularmente respecto al haz de excntac:én Los detectores més sencillos utillzan
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una fuente de excnacnén de mercuno. y ‘Uno o mas filtros para aislar la radiacién emitida.
Los mstrumentos més sofstlcados consnsten en una fuente de radiacién de xenén y
emplean un monocromador de red para aislar la radiacién fluorescente. Una ventaja de
los métodos de ﬂuorescencla es su alta sensibilidad (1x10°'?), que resul(a ser de més de

un orden de magmtud mayor que la de los sistemas de absorbancla

4 3 Cromatograf‘a de reparto.

Este tlpo de’ cromatograﬂa se puede subdividir en cromatograﬁa Ilqu:do-llquido v

cromatograﬂa de fase unida quimicamente. La diferencia entre estas al ca en Ia forma E

en que sekretlene ia fase estacionaria sobre las particulas sopon d lqu.iido-‘

fase estacu‘mana por disolucion en la fase movil, o que hace necesario ul onstante

estacmnan o que tmplde el uso de la elucidn con grad|ente.

En cfométograf[ai de ?eparto. los soportes para’casi todos los rellenos de fases unidas

qulmk':a;ménte vsefpreparah con silice rigida o corﬁposfciones constituidas basicamente por
silice. Estos sél»ivc‘ios estan formados por particulas mecanicamente resistentes, porosas y
uni(omiés, cdn diémetros de 3, 5 o 10p. La superficie de la silice totalmente hidrolizada
estd constituida por grupos silanol quimicamente reactivos. Los recubrimientos de fase
unida quimicamente mas utilizados son los siloxanos, que se forman por reaccién de la
superficie hidrolizada con un organoclorosilano, con un grupo R, que puede ser un alquilo

© un alquilo sustituido.
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En relacién con las polandades relativas de Ias fases mévll y estacuonarla, se dlstlnguen

dos tipos de cromatografla de reparto. Ia cromatograﬂa en fase normal en donde la fase .

estacuonana es de elevada polandad ‘como po 'ejemplo agua o tnemenghcol soportada

sobre parﬂculas de sillce ° :a mi mév'l se ! mpleaba un. d|solvente

relatlvamente apolar como hexano o isopropileter. En la’

roma(ografia de fase inversa la

y~ de fase normal :cuando - el

Para tener, unaVse'paracién' ex os'a s _req ere”un equilibri adecuado entre Ias fuelzas

m(ermoleculares exlstentes entre los (res parnc:pantes actlvcs en el proceso. el soluto. Ia

tase mavil® y la fase - estacionaria. Estas fuerzas |ntermoleculares se descnben

cualitativamente en términos de polaridad relativa de cada uno de los tres reactivos. :

Al elegir una columna para la separacidon por cromatografia de reparto, {a polaridad de la
fase estacionaria debe de ser bastante similar a la de los analitos, y para ia elusién se
utiliza entonces una fase mavil con polaridad considerablemente distinta. Una vez hecha

la eleccion, se debe de realizar una serie de ensayos tentativos obteniendo los
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cromatogramas con  varias fases médviles - hasta que se llegue a una separacién

satisfactoria.

Los dlsolventes que més mteraccnonan con Ios solutos a menudo se denomlna dlsolventes

Se han desarrollados varios indices para describir

Donde PA y: Pg son los indi ces de polandad de los dos disolventes Y ¢A yés son las

arse. camblando el

indice de polaridad del disolvente. En este caso; el ajuste de P se conslgue con facilidad

utilizando fases maviles consistentes én mezclas de dos dlsolventes

Muchas veces en las separaclones e  fase inversa. se emplea una mezcila de disolventes

formada por agua y un dlsolven(e orgémco polar El factor de retencién se manipula

entonces facilmente variando la concentracién de agua




Auntecedentes

En muchos casos, ajustar k' a un nivel adecuado es todo los que se necesita para una
separacion satisfactoria. Sin embargo, cuando todavia se superponen bandas, se ha de

procurar aumentar el factor de selectividad o para las dos especies. .

4.4 'v.—;mdai i6n de métodos analiticos

uUn método analltlco se define como la descripcién de la secuenma de actlvidades.

recursos mat Ies y parametros que se deben cumplir, para Ilevar a cabo el anélisns de

un componeme espec!fco de la muestra.

La validacién d

de Iaboréton que_ la:cap: cidad del método sahsface Ios requnsntos para la apllcaclén

anahtlca deseada El objetivo de la/' Vahdac:én de Ios métodos anamlcos es la de proveer

datos analm

Parametros de desemp

de un: ana to.y:la respuesta que genera. Se utiliza el modelo de la ecuacion de

linea recta (y mx+b) para su evaluacidén. Se realiza por triplicado.

Se deben de evaluar la linealidad del sistema y la linealidad del método.
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Linealidad del sis(ema' es Ia proporcionalidad det anélisis de es!éndares de referencia en

el sistema de cuantlfcacnén. permmendo ob(ener curvas de calibracion. Las curvas de

5 nlveles de concentraclén del esténdar, cada nivel,

calibracion se preparan con al men )

« Exactitud: Describe fa f' delidad de resultados obtemdos de prueba obtenldos por

el método para el valor verdadero del analito. Se determma por répllcas de!
andlisis de muestras conteniendo cantidades conocidas del analito. Un minimo de
5 determinaciones por concentracidn deben desarrollarse para un min.imo de 3
concentraciones en el rango de trabajo.

* Limite de deteccion (LOD): Cantidad minima detectable por el método analitico. Se

determina mediante A) alcance visual: hasta donde se puede detectar la sefial del
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analito . mediante dituciones. sucesivas. B) Nivel de ruido: Variacic’m debida " al
instrumente que se usa. pueden emplearse para medlr una respuesta del anahto y

dlferenclarlc de la senal del instrumento. C)Intercepto y pendnente que es el punto

donde se une la curva con el eje de las y el grado de mc nacnén de la curva

respectivamente
* Estabilidad:

condiciones

Robustez y tolerancia: Los cambios estan controlados, ¢

seguir manteniendo respt ac b

controlados; debe de hacerse durante el desarrollo del mél ‘Para
evaluarse en el HPLC, los cambios que afectan la respues(a son el ﬂujo polandad

de la columna, de la fase mévil; diluciones?'

5. Hierro
El hierro es un micronutrimento indispensable para el organismo humano ya que parliéiba
en gran variedad de procesos bioldgicos, tales como la eritropoyesis, en donde interviene
en procesos de divisidon celular y sintesis de hemoglobina, ademas es fundamental para el
funcionamiento adecuado de numerosas enzimas, como la citocromo-oxidasa y la
hidroperoxidasa, por lo que su deficiencia puede deteriorar una amplia gama de funciones

metabdlicas incluida la respuesta inmunolégica®?
Dentro del organismo hay tres factores principales que afectan el balance y el

metabolismo del hierro que son el consumo, almacenamiento y las pérdidas. En cuanto al

consumo, éste se determina por la cantidad que se consume y su biodisponibilidad en la
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dieta y la capacidad de absorcion del hierro. _'EI hierro se absorbe principalmente en el
intestino delgado, aungue una parte puede absorberse ‘eri el estébmago. La cantidad de
hierro que se absorbe de los alimentos pue.de“vaﬁai" e}\tre <1 "a ‘<50%‘ la cantidad

absorbida depende del tipo de alimento consumido y la interaccuén de dicho ahmento con

fos mecanismos de regulaclén en la mucosa mlestlnal e reﬂeja la necesidad fsnoléglca

de hierro®.-

Con respecto a’la dieta el hierro hemo y no hemo se absorben de dlferente manera. El.
hierro no  hemo . consiste prlmarlamente en sales de hlerro. que se encuenlran
pnncnpalmente en plantas y productos Iécteos siendo esta la forma mas abundante de
hierro en la dleta. es decir > 85%. La absorcnén del hierro no hemo esta fuertemente
mﬂuenctado por su solubllldad en la parte supenor del intestino delgado, es decir que su

solubilidad depende de Ia cantldad de potenciadores de solubilidad y la cantidad de

inhibidores qu udo en su dleta

El hierro hemo ‘ipali"nente de la hemoglobina y la mioglobina de |la carne de

res, pollo o p la cantldad del hierro hemo consumida sea més pequeﬁa

que la cantldad de hierro no herno el hierro hemo se puede absorber de dos a (res veces :
mas rapido qu: / es menos afectado por otros constltuyentes de los

alimentos®.

Se conocen un numero de factores que potencian o inhiben la absorcion del hierro

no hemo. Solamente 1 hxerro lnorgénico de la dieta se absorbe en cantidades que tienen

significacion nutritiv: .Y mejor si estda en forma ferrosa que férrica. Es por esto que

sustancias reductoras como el acido ascérbico, favorecen su absorcion. Como inhibidores
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de la absorcion de hierro ten_emos compuestos como el fosfato de calcio, fibra, acido fitico

(presente en graﬁos né procesados) polifenoles (presentes en tés y algunos vegetales)a.

La entrada de herro ‘al cuerpo esta regulado por las células de la mucosa del mtestuno

can mo por el cudl la absorcion es regulada perrnanece mcner(a.

delgado. pe‘rp:eI

El transborté’ del: erro; ‘desde la hemoglobina o desde el intestino delgado hacxa Ios

tejidoé ‘esta acor

ﬁado por la proteina transportadora del plasma, la (ransfe

pro(e!na entrega erro ‘a'los tejidos gracias a los receptores especificos de Ia transfernna

dela membrana celular. Los receptores unen el complejo transfersrina —hlerro ala

superf'cue de la célula y lo acarrean dentro de la célula, donde el hierro es hberado.

Los princnp lvs compuestos de reserva de hierro son la ferritina, que es un complejo

soluble protelna hlerro. que contiene un 20% de hierro, y la hemosiderina, que es un
complejo |nsp!uble que contiene 35% de hierro. los cuales estan presentes primariamente
en el hlgadd,'células reticuloendoteliales y en la médula. Cuando se almacena en forma
de hemosidéﬁna es porque la cantidad total de hierro en el organismo supera la que
puede contéher el fondo comun de proferritina. Evidentemente ta absorcion de hierro esta
influida por el estado de las reservas del organismo. Al parecer ef hierro de la dieta pasa
al interior de las células del epitelio intestinal en forma de quelato con fructosa o sorbitol o

con algunos aminoacidos®,

5.1 Deficiencia de hierro

La deficiencia de hierro es una de las mas comunes deficiencias nutrimentales en todo el
mundo, afectando principaimente infantes mayores, niflos pequefios, y mujeres en edad

de tener hijos. Los nifios pequefios son los mas susceptibles a esta deficiencia debido a
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que ellos requneren una cantldad relatlvamente mayor de hlerro por su rapldo creclmlento

durante los prlmeros dos anos de vida y su dleta usual es ba;a en hlerro a menos de que

sus allmentos sean suplementados con este nutnmento. De‘acuerdo a 'estudlos

antenores. aproxlmadarnente el ‘5% de los mﬁos entre 1 y 2 ar‘\os tii nen"ewdencuas de

tener def ien:

de erro segun pruebas bioqulmlcas Yy Ia mltad de ¢

ita anemia p 'deficiencia de hierro retrasa el desarrollo mental y ma d ] del nfante e

|nduce apatla y‘dklsmlnucnsn en la exploracién de su amblente flsncé y socaal En el nlﬁo de
edad esqolar. la’ anemia altera el desarrollo cognoscitivo y limita el renr.jlmxento escolar.»
Las mujeres adolescentes estan en aito riesgo de deficiencia de hierro’ del_ﬁido a I:a
combinacién del rapido crecimiento y la pérdida menstrual de sangre. En el adulto. lim'i\a
la capacidad de trabajo intenso y constituye un obstaculo para el avance social de las
personas afectadas y sus familias.

Todos estos son reversibles con los tratamientos adecuados'®

Etapas de la deficiencia de hierro
a) Reduccion en las reservas de hierro
b) Reduccidén del abastecimiento del hierro a tejidos

¢) Incrementa la variabilidad del tamaio de las células rojas

5.2 Toxicidad del hierro
El potencial téxico del hierro deriva principalmente de su propiedad biolégica, 1a habilidad
de existir en dos formas de oxidacién, Fe?* (forma ferrosa) y Fe®* (forma férrica). Ef hierro
sirve como catalizador en las reacciones redox, donando o aceptando electrones. Algunas
de las reacciones redox, cuando no estan moduladas correctamente por antioxidantes o

sustancias quelantes de hierro, pueden dafiar los componentes celulares como acidos
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grasos, proléinas Y. 'écidos nuclé€icos.. Un gran numero de desordenes de salud estan
relaclonados con 1a exposuclén a cono o largo plazo del hierro en cantldades que exceden
Ia capactdad ﬁsnoléglca de protecciéon contra su reactividad.

La toxicidad aguda poi' hierro es casi siempre debido a la ingééiiéri.accﬁiden(al “de

rnedlcamentcs que contlenen hierro y ocurre frecuentemen(e e

La cond ci

intestinal.

te rcera

:lamado

organism6 aumenta de entre y 40 g La mayorla del hierro en exceso esté en forma de

hemosiderina Las concentraci nes més al!as se encuentran en las células parenqulmales

del hlgado y péncreas asi como en los 6rganos endocnnos y corazén. El hierro en celulas

rehculcendotehales (bazo) es muy alto en el caso de las siderosis transfusional. Los
efectos locales més severos por ‘el envenenam:ento por hierro es. una necrosis-
hemorragica del tracto gastronmestmal que se manifiesta por vomito y diarrea con

sangre®.
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Los sintomas de esta enfermedad incluyen debilidad y pérdida de peso, dolor abdominal,

agrandamiento del higado, y eventualmente una cirrosis del higado®*

6. Efecto sinérgico entre la vitamina A y el hierro
Los estudios epidemioldgicos indican que la deficiencia de la,‘vigarjrtﬁna A y 1a anemia

coexisten y que hay una asociacion significativa entre el retinol séﬁqo y‘los indicadores

bioquimicos de los niveles de hierro®®

Se ha demostrado en es(udlos antenores que Ios adultos' 'cs depletados de

vitamina A desarrollaban anemia que respondla a tratamlent ‘con hlerro so|o después de

cuando ias dietas se suplementan con hnerro y vntamln A

Se realizaron diferentes es(udlos sobre Ia lnteraccnbn de varios mlcronutnmentos en ia
absorcién de hierro en dletas. especualmente después de 1993 cuando empezé el
programa nacional de fqrtnfcacnéﬁ de Ias harinas precocidas de maiz y trigo’ con hnerro Y
vitaminas. S . v ‘

En dichos estudios se encontro due fa vitamina Ay los B—carétenos. precursores de la
vitamina A, jugaban un papel muy nmportanle enla absorcuén de hierro, especnalmen\e en
alimentos que tenian un alto contenido de |nh|b|dores como ftatos y polifencles. No se

conoce con exactitud el mecanismo de accion de 1a vitamina A.
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La poblacién con bajo nivel socioecondmico de Asia, Afrlca y Latmoamérlca uene dletas
de baja blodxspombnlldad del hierro debido al alto consumo de cereales. Iegummosas Y-

tubérculos, que contienen una gran cantidad de écldo mico La fomfcacuén con vntamma A 3

puede prevenir ia deficiencia de este micronutrimento, pero tamblén puede potenmar la’

fortificacion de hierro.

7. Evaluacion Bioldgica

A través de la historia, los estudios con animale‘sh‘an 'cd

ibuido . eni 'rmé‘me‘nte ‘ala
comprensién de las funciones fisioldgicas y bioquimlcas de los nutnmento S béhlro dé las

ventajas de uso de animales de laboratorio se [

cu entra que Ia ologla es més

flexible que 1a que se puede uhluzar con lo hum nos,.ya que ve Iogra tener conlrol sobre -

buenle son controlables

funciones pnncnpales de las pro elnas mo-son’ la sintesis de proteinas tisulares 'y el

mantenimiento corporal.

Los métodos biolégicos para determinar la calidad proteinica, generalmente se dividen en

dos grupos principales:

a) Los basados en !a ganancia de peso corporal y

b) Los basados en la retencién de nitrégeno.
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Existen factores que ejercen influencia sobre los resultados de algunos bioenséyos como
son:
= Edady sexo dél_anim:.;nl
e Cepa s
e lLa calldad Yy canﬁdad de proteina
- .,Tlempo de expenmentacuén

» . Condiciones ambientales

7.1 Relacion de eficiencia proteinica (REP)
En 1919, Osborne, Mendel y Ferry29 introdujeron el concepto de Relacién de Eficiencia
Protefnlca (REP), el cual es el procedimiento mas utilizado dentro de las pruebas
biolégicas en la evaluacion de una fuente de proteina. Generalmenle se acepta que el

Incremento de peso de ratas destetadas alxmentadas con una dueta. bajo condiciones

estandanzadas. provee una medida confi able del val r nu vo de una proteina dietética.

Las conducnones para la determlnacxén de la REP fueron reportadas por la Asociacién

Oficial de Qulmlca A

IItAca (AOAC)3° mmales y duracién

de una prueba Ves(randanzados.

Para podér dete&gr pequ fas dlferéncié§ enkla ‘calidad ‘de ia protélné es ﬁecesario una
estricta estandvarizaéiéﬁ del proéedirniento experimental, las condiciones climaticas son de
fas mas importantes. La temperatura de! cuarto debe de estar entre 22 y 24°C, la
humedad relativa entre 50 y 65%. El peso, la cepa y el sexo de los animales
experimentales debe ser estandarizada, teniendo como prerrequisito utilizar animales

sanos. La diferencia de peso en el peso inicial de los animales no debe variar en mas de
10g.
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Este método es el mas simple para evaluar la calidad de una pfotelna. se calcula a las
cuatro semanas y se define como: ‘ ) L > .

REP = ganancia en peso (g)/ proteina ingérlda (g9)
La critica mas fuertemente hecha a la REP es que ébr{éidéra ‘que toda la proteina ingerida

es utilizada para el crecimiento y no toma en- cuenta la.proteina necesaria para el

mantenimiento de los sujetos en estudio?®.
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1. Diagrama general de la investigacion

35 ratas recién
' “destetadas

- Sacrificar 5 ratas
Shiel al azar ot

Metodologlz

il

Lote A
Control

ilote B:
- Desnutridos

1
LtoteC:.
Desnutridas +

Vit’A + Fe

v

. Llevar control de peso
y alimento ingerido

A 4

Sacrificio de 15 ratas
(5 de cada lote) a los

28 dias
v

Sacrificio de 15 ratas
(5 de cada lote) a los
56 dias

-

™ Diseccién de :

33



Metofologia

Raspado de
mucosa
intestinal

¥

Determinacion de
actividad
enzimatica de
disacaridasas

Higado

Determinacion de
hierro

=]

Determinacion de
.~ hemoglobina -

e e



Metodologia

2. Descripcion de 1a metodologia

2.1 Bioensayo

El ensayo bioldgico se realizé con 35 ratas macho de Ia cepa Wlstar con una edad de 21

;
|

s

En las tablas 1 — 3‘ se _muestra 1a corhpoéicién de cada una de las dietas.
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Cuadro No.1 Dieta A. Control al. 10% de brotelna (430kcal)

Ingrediente . %
Qaselna {89.19%) 11.2
Sacarosa 22.0
Dextrina 25.0
Dextrosa 19.0
Manteca vegetal 8.0
Aceite de malz 6.0
Mezcla de minerales [ 4.0
Mezcla de vitaminas | 1.0
Celulosa 3.79

Cuadro No.2 Dieta B. al 6 % de proteina (250kcal)

Ingrediente %

Caselna (89.19%) 6.73

Sacarosa 15.08
Dextrina 17.14
Dextrosa 13.03
Manteca vegetal 2.86
Aceite de malz 2.14

Mezcla de minerales } 2.0

Mezcla de vitaminas | 0.5

Celulosa 40.52
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Cuadro No. 3 Dieta C. al 6% de proteina (250kcal) con suplemento de vitamina A y hierro’

Ingrediente %

Caseina (89.19%) 6.73
Sacarosa 15.08
Dextrina 17.14
Dextrosa 13.03
Manteca vegetal 2.86
Aceite de malz 2.14

Mezcla de minerales 2.0

Mezcla de vitaminas 0.5

I
Vitamina A {268,000 UY) 0.02035

Hierro 0.150
Celulosa 40.35

Los grupos de animales que se manejaron en el bioensayo quedaron: de la siguiente

forma:

e Grupo 1 Dleta A ahmentado por un period de 28 dias;, ;

. Grupo 2. Dneta B ahmentado por un periodo de 28 dlas

- Grupo3 Dletac mentado ho

- Grupo 4 Dleta A ahmentado por un‘ periodo de 56 dias
- Grupo 5 Dleta B ahrnentado por un periodo de 56 dias

e Grupo 6. Dieta C alimentado por un periodo de 56 dias

Los animales de cada lote se mantuvieron en jaulas individuales con ciclos de
luz/oscuridad de 12 horas/ 12 horas y con temperatura controlada(27+1°C). Una vez que

se formaron los lotes, se le colocd a cada animal su respectiva dieta, previamente pesada
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y agua ad Irbltum. Como las ratas tlenden a desperdiciar alimento, se les coloc6 una
charola de papel debajo de sus jaulas. para poder recuperar el allmento que t|ren y

consuderarlo dentro del peso del allmento no consumido. Durante el ensayo se llevd un

control del peso y del allmento Ing f 'o cada tres dias.

n las ratas de Ios_ grupos 1,/ 2.y 3 y a los 56 dias de

por la presencla d

Antes de sacrlf' car a las ratas se determmé el contenldo de hemoglobma. obteniendo Ia
sangre a partir de 1a cola, postenormente se sacnﬂcé a la rata conéndole fa yugular para
obtener la mayor cantidad de sangre posnble. durmiendo antes a |a rata en una camara de

COa2. Ya que se obtuvo la sangre, se hace la diseccién de el higado, el bazo y e! intestino

delgado.

2.2 Preparacion de! homogenizado de la fraccién del borde en cepillo del

intestino delgado de rata3!->?

Reactivo y equipos
« Solucion de cloruro de sodio 0.15M
Pesar 8.7835 g de cloruro de sodio (99.8% pureza) y aforar a 1000 mi.
e Equipo de diseccion
« Portacbjetos
e Tubos de centrifuga con tapa
« Homogenizador con pistilo de vidrio, Pyrex con capacidad de 40 ml.

e Tubos eppendorff
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e Cajas Petri

e Vaso de precipitados de 100 ml.

Metodologla

Después de sacr |car a las ratas rehrar el lnteshno delgado desde el duodeno a la altura

del plloro < e Iava con 15-20 ml

de so_luc n ‘rocede a reallzar el

.de vidrio a

70°C.

Nota 1. En joda la preparacién del homogenizado es necésarlo mantener la mucosa en bafio de
hielo.

39




Metodologia
2.3 Determinacion de actividad enzimatica de disacaridasas.
2.3.1 Ensayo enzimatico de las disacaridasas :
Para esta determinacion se utilizé la técnica descrita por C;rmpnam

) Fundamento

Disacarido + H,O rﬁonos‘aca'(ido' ’

Este método se basa en la incubacion de un di sacén o ( N altosa, s carosa. Iactosa), con

la disacaridasa apropiada, seguida de un ensayo de I beracién de glucosa en condmlones

adecuadas de tiempo y temperatura

Disolver 0.1583 g: de cido~citnco monohidratado y 3.0984 g de citrato- de “sodio

dihidratado "e>n Na"g y lleva a 100mi. Ajustar pH a 6.3, guardar en réfrigerai:ién. protegido
de la luz.. o
- Soluclén de maltosa (50mg/m}). Sigma M-5885

Disolver 0.5263 g de maltosa monchidratada en buffer de citratos pH 6.3 y llevar a 10 mi.

Guardar en refrigeracion.
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e Solucion de sacarosa (50mg/ml). Sigma S-7903
Disolver 0.5 g de sécarosa vanhidyr‘a en’ buffer dé citratds pH 6.3 y llevar a 10 ml. Guardar

en refngeracnén

e Solucién de Iactosa (50 g/m Slgma 3625

Disolver 0.5263 g delkl;actowsarmon‘ohldrgtba ,en»t(mffe"r de citratos pH 76‘ y llevar a 10 ml.

Guardar en'}efrigeracién.
. Acudo clorhid s : : : )
Tomar 41. 5 mi de o (PM. ée.4sg/mo;. 37% acido clorhidrico y densidad
1. 187glml) y llevar a vOO ml: ‘

- Buffer Tns (0.5mol/l; pH=7.0):" "
Dnsolver 619 d de écldo clorhldnco Smol/l Yy d:lulr con agua a 1000ml sies

necesario ajustar el pH 7

- Soluc:én salma (0 15M)

Dnsolver 90g de cloruro de sodlo en agua y Ilevar a 1000ml

e Tubos de ensaye 13x100

» Vortex LAB-LINE (Modelo 1290)
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Preparacion de los hidrolizados de las disacaridasas

MALTASA

En un (ubo de ensaye se prepara la mezcla de ensayo en la que se adnc:onan' 0.5 ml de

Ilo d||u1da- usado como fuente de enznma- 036 m! de

en un bafio de agua hirviends (92 +1 °C).

El blancb de" ia ‘muestra se obtiene al adicionar el sustrato (maltosa) al tubo con la alicuota

de la fraccu'm el b e e cepmo e introducir inmediatamente el tubo al bafio de agua

hlr\nendo’t dejarlo durante 4m|n Esto tiene como propdsitc corregir las lecturas al

deterrmnar Ia cantldad ,de glucosa libre presente en la fraccion del borde del cepillo del

intestino delg 2 del sustrato

Para determinar la’ concentracion de glucosa liberada en la muestra se hace uso del

as: beroxidasa. descrito posteriormente.

10 en ratas recién destetadas, 1:110 en ratas con 28 dias

R

de ensayoy 1:20 n 56 dlas de ensayo

SACARASA

En un tubo de ensaye ad|cuonar 0 5 ml de la fraccién diluida del borde del cepillo- como

fuente de enzima- 0 36 ml de solucién sustrato de sacarosa (50mg/mi) y 0.14 ml de buffer

de citratos pH 6.3. La reacclén empieza con la adicién de la solucién de sacarosa, la
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mezcla de reaccion se incuba a 37°C por 60 min.” La reaccién se detiene al adicionar

1.5ml de buffer tris pH 7.0 a las muestras (nota 2).

El blanco de la muestra se obtiene al adicionar al tubo con la fraccion diluida del borde del
cepillo, los 1.5 m! de buffer tris pH 7.0, inmediatamente después de adicionar el sustrato
(sacarosa). Para corregir las lecturas al determinar la cantidad de glucosa libre presente'

enla fracéién del borde del cepillo del intestino delgado y sustrato.

Para determinar la concentracion de glucosa liberada en la muestra se hace uso del

métédo de glucosa oxidasa peroxidasa, que se describe mas adelante.

Nota 1: Las dnluclones son; 1:20 en ratas recién destetadas, 1:30 en ratas con 28 dlas de ensayo y
1:60 en ratas con 56 dlas de ensayo

Nota 2 El usar: el: buffer tris pH 7.0 tiene la doble funcién de interrumplr ta’ activudad de la
disacandasa al ﬁnql del penodo de incubacion e inhibir la actividad de disacaridasas contaminantes

del reactivo déélﬁcbsa_- oxidada.

LACTASA

En un tubh de ensaye adicionar 0.5 ml de la fraccion diluida del borde del cepillo- como
fuente d‘e enzima-, 0.36 ml de solucién sustrato de lactosa (50mg/ml) y 0.14 ml de buffer
de citratos pH 6.0. La reaccion empieza con la adicidn de la solucidn de lactosa, la mezcla
de reaccién se incuba a 37°C por 60 min. La reaccién se interrumpe al colocar los tubos

de las muestras en agua hirviendo (82 + 1 °C) durante 4 min.

El blanco de 1a muestra se obtiene al adicionar el sustrato (lactosa) al tubo que contiene 1a

alicuota de la fraccién del borde en cepillo y meter inmediatamente el tuboc al agua
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hirviendo y dejarlo reposar por un tiempo de 4 min Conla f‘nalidad de corregir las Iecturas
al determinar la cantldad de glucosa libre presente en Ia fraccuén del bcrde del ceplllo del.

intestino delgado y det sustrato

Para determmar_ la concentraclén de glucosa Ilberad en Ia muestra se hace uso del

método de glucosa ox|dasa peroxldasa que se descnbe ensegu a.

Nota: Las diluciones de estos ensayos fueron: 1:10 en ratas recién des!etadaé. 1:10 en ratas con

28 dlas de ensayo y 1:10 en ratas con 56 dlas de ensayo

Calculos de actividad enzimatica
La cantidad de glucosa liberada (muestra menos el blanco) es medida a partir de la curva

estandar.

La actividad enzimatica se expresa frecuenternente en términos de unidades (U) Donde
una unidad de actividad de disacaridasa es la hldréllsvs de un umol de dlsacéndo por un

minuto a 37°C

Unidad de actividad ) o ;:g qu x facror de dllucuin
enzimélica . .60min x 0.5mi x unldades de glu x180 .

Las un‘idadké‘s de a ci |da enzimé!ica se expresan en U/mil. Las umd de glucosa seré

de 1 para los casos en que el hldrol:zado use sacarosa y lactosa y de 2>para el _caso de

maltosa Los 0 5 ml indlcan la cantldad de mucosa homogemzada dllun a que se utlhza en

el ensayo.
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Actividad - _ Unidad de actividad enzimatica (U/mi)
especifica Concentracion de proteina (mg/mi)

U /7 mg de protelna

Para calcular la actividad especifica de una enzima se expresa en términos de U/mg de

proteina.

2.3.2 Determinacion de glucosa por el método de glucosa oxidasa
peroxidasa
Método enzimatico, colorimétrico, de punto final de Trinder"‘r’. con modificaciones de
Bergmeyer®.

Fundamento

Glucosa + Oz + H,0 —%°P___, 4cido glucénico + H,0,
H,02 + fenol + 4-aminofenazona ——"°P— 5 colorante rojo + 2 H,O

Para determmar la concentracién de glucosa Ilberada en el ensayo enzimétlc: “la glu:osa

con el fenol y 1a4 mlnofenazona para formar un colorante rolo.

La intensidad qél color que se desarrolla es proporcional con la concentracién de glucosa

Yy puede ser medida en el espectrofotdmetro a 520 nm.
Reactivos y equipo
e Reactivo de glucosa oxidasa peroxidasa A (Hycel No. 70408), para maltasa y lactasa.

Disolver el contenido del frasco en agua destilada o desionizada, aforar a 500 ml.
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« Reactivo de glucosa oxldasa peroxldasa B8 (Hycel No. 70408). para sacarasa
Disolver el contenldo del frasco en 50 ml de agua a temperatura ambnente aforar a 500ml

con buffer tns pH 7

. Solucnén esténdai‘ de gl

Dlsolver 100 mg d g

Nota Todos Ios reactivos'deberan ser grado analitico. El agua debera ser desmada

Metodolog:
MALTASA'Y LA A

En un tubo de ensayo adxcionar 0.2 mi del hidrolizado obtenido en el ensayo enzuménco

de las dlsacar asas y agregar 2.5 m! de reactivo de g|ucosa-oxndasa-perox|dasa A (el
cual debe estar. a temperalura de 37°C), mezclar por agitacién con vortex e |ncubar a
37°C por 10\ ;mm. De]ar reposar 20 min. Y leer en el espectrofottmetro a 520nm contra

blanco de reactivos.

SACARASA

En un tubo de ensayo adicionar 0.5 ml del hidrolizado obtenido en el ensayo enzimatico
de las disacaridasas y agregar 2.5 m! de reactivo de glucosa-oxidasa-peroxidasa B (a
temperatura de 37°C), mezclar por agitacion con vortex e incubar a 37°C por 10 min.

Dejar reposar 20 min. Y leer en el espectrofotometro a 520nm contra blanco de reactivos.
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Preparacidn de las curva patron de qlucosa para:

DETERMINACION DE GLUCOSA LIBERADA EN LA HIDROLISIS ENZIMATICA DE
MALTASA Y LACTASA :

Hacer una diluciéon de 1:10 de la solucién esténdar de glucosa (10 mglml), péfa (e‘nber una -

ml de reacnvo glucosa-oxndasa-peroxldasa A (prevxamen e calen!ado a 3

). mezclar e

incubar a 37°C por 10 min. Dejar reposar 20 min. Y leer en el espectrofotémeiro a 520nm.
Se debe ajustar el espectrofotémetro con el blanco de reactivos de !a curva patron.

DETERMINACION DE_GLUCOSA LIBERADA EN LA HIDROLISIS ENZIMATICA DE
SACARASA

Hacer una dilucion de 1:10 de la solucién estandar de glucosa (10mg/ml), para tener una
solucidén de glucosa con una concentracion final de 1mg/ml. A partir de ésta preparar
soluciones con las siguientes concentraciones 100, 80, 60, 40, 20 pg/mil. El blanco de
reactivos se obtiene al! adicionar 0.5 ml de agua desionizada y 2.5 m! de reactivo de

glucosa-oxidasa-peroxidasa B.

Se toman 0.2 mi de alicuota de las soluciones estandar de glucosa y adicionarles 0.3 mi
de buffer tris (para contrarrestar la dilucién efectuada por el buffer tris, él detener la

reaccion en el ensayo para determinar la actividad enzimatica) posteriormente agregar 2.5

47



Metoologia

ml de reactivo glucosa-_dxidasa-peljoxidasa B (previamente calentado a 37°C), rﬁgzclar e

incubar a 37°C por 10 min. Dejarb repdsar 20 min. Y leer en el éspectrofotéme(ro a 520nm.

Se debe ajustar el espectrofo(ér'r\etra con el blanco dé' reactivos de la curva patron.

Calculos

Las curva patrén de glucosaf e ‘elaboran n: al menos 4 esténdares de glucosa de

convierte de mlcrogramos a mlllgramo

2.3.3 Determinacién de Proteina

Método de Lowry.:"

Fundamento .

Este método combina el uso de 1a reaccién de Bluret donde Ias protelnas reacclonan con

los iones cobre en medio alcalino, con !a reduccion del reactlvo fenol Folln ocalteu

(acido fosfomolibdico-fosfotunstico) por los resnduos de tlroslna A (nptofano 1 Para

determinar la cantidad de proteina se prepara una curva de callbracnén us

o albumma
sérica bovina (como estandar de referencia). Tanto la curva como Ias muestras problemas

se leen en el espectrofotometro a 750 nm.
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Reactivos y equipo

e Solucién de hidréxido de sodio (0.8mol/l)

Disolver 32 g de hidréxido de sodio (NaOH) en agua y llevar a flOQO mil

* Reactivo A

Disolver 0.2 g de tartrato disédico dihidratado (NazC4H.o,oZHzO) y 10 g de carbonato de
sodio (Na,CO,) en 69 m! de solucién de hidroxido de sodlo (0 8molll) y Ilevar a 100 ml con
agua.

s Reactivo 8

Disolver 2 g de tartrato disodico dihidratado (NazC4H4°q'2Hzo) y 1 g de sulfato de cobre

pentahidratado (CuSO,e5H0) en 12.5 m! de so h| [{ xido de sodio (0 8molll).
llevar a 100 mi con agua. Almacenar protegiendo dé_ Ié qu
* Reactivo mezcla o . )
Mezclar 25 volumenes de solucién de hidroxido de sodio (0.8mol/l), 18 volumenes de
reactivo A y 2 volumenes de reactivo B, Preparar inmediatamente antes de su uso.

* Reactivo C

Diluir 1volumen de reactivo Folin-Ciocalteu comercial (SIGMA F-9252) con 2 volimenes
de agua: Esta mezcla debera prepararse inmediatamente antes de su uso.

e Solucion estandar de Albumina Sérica Bovina. SIGMA A-3425

Disolver albamina sérica bovina con agua y llevar a una concentracion de 1mg/ml.

* Solucidn salina (0.15M)

Disolver 90g de cloruro de sodio en agua y llevar a 1000ml

Nota: Todos ios reactivos deberan ser grado analitico. El agua debera ser destilada.

« Balanza analitica Sartorius Modelo A 210 P.
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e Centrifuga Sorvall (Modelo Super T 21)

e Espectrofotdmetro Sequoia Turner (Modelo 340), con celdas de 1 cm.
e Homogenizador con pistilo de vidrio Pirex, con capacidad de 40 ml.

e Pipetas automaticas (100-1000ul, 1-5mly 1-10ml)

e Tubos de ensaye de 13x100

e Matraces volumétricos de 10, 100 y 1000 ml.

« Probeta graduada de 100 ml.

e Vortex LAB-LINE (Modelo 1290)

Metodologia

A 1.2 ml del homogenizado de la mucosa intestinal previamente diluida (nota 2); adicionar
0.9 ml de reactivo mezcla y agitar en vértex, adicionar 0.6 ml de reactivo C y agitar
inmediatamente, adicionar nuevamente 0.6 ml de reactivo C y mezclar vigorosamente;

incubar por 45 minutos protegiéndolos de la luz.

Leer ias absorbancias de las muestras problema en un espectrofotdmetro a 750nm. Se

debe ajustar el espectrofotémetro con e! blanco de reactivos de la curva patrén.

Para conocer el contenido de proteina en la muestra se hace uso de una curva patrén

usando albumina sérica bovina.

Nota 1: Las determinaciones se hicieron por triplicado, para cada muestra problema
Nota2: Para la determinacion de proteina por este método se proceden a hacer diluciones del
homogenizado concentrado, donde se busca que las soluciones tengan un contenido de 0.01 a 0.1

mg/l de proteina. La dilucion utilizada fue de 1:400
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Preparacion de la_curva_patrén (con albumma sérica bovuna)
Preparar soluciones con concentracnones de 0, 5,.10, 20, 40 GD 80 y 100 uglml a partir

de la solucion de albumma sérica bovina (1mg/ml).

A 1.2mli de la solucién estandar adfadir

n vértex,

0.9m! de. reactivo mezcla'y agi

Calculos

La concentracién de proteina de la muestra se obti

los resultados se expresan en pug de protelria"lml. El valor:obtenido se _multiplica ‘por el

factor de dilucién y se convierte :de.m

concentracion de proteina en mg 7/

expresar la actividad enzimatica en Ulmg e proteina

2.3.4 Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos aplicado§ a loé resultados obtenidos en este trabajo fueron los
siguientes: media, desviacién esténdar. coeficiente de variacion, anéllsts de vananza para
clasificacién de una via y prueba de rangos multiples de Duncan; haclendo uso del

programa estadistico Statgraphics version 5.0.
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2.4 Determinacion de Hemoglobina
Método de Vanzetti®®
Fundamento
El desoxicolato de sodio hemoliza los eritrocitos y la hemoglobina es ii'berada. El nitrato de
sodio convierte a la hemoglobina a metahemoglobina él cual. junto 'i‘:dn Ié aéida de‘, sodio
da azidametahemoglobina. La absorbancia es medida a &ds ldngitudes dé‘.onda‘(570 y

880nm) para compensar la turbidez en la muestra.

Reactivos y equipo

« Desoxicolato de sodio

« Nitrito de sodio

e - Azida de sodio

e Equipo de HemoCue Blood Hemoglobin Photometer™?

« HemoCue B-Hemoglobin Cuvettes™?

Nota: Los ;éaciivos antes mencionados se encuentran contenidos en lzés mlcrocubetas utilizadas.
Metodologia R

Cortar la punta de la cola de la rata, desechar las tres pr‘ihgé‘sléotas de sangre, para

estimular.la ﬂuidez de la sangre. Si es necesario aplicar ion at mésajear la cola para

obtener mayor cantidad de sangre.

Antes de tomar la muestra de sangre, asegﬁrérsé dé dyﬁe la gota sea lo suficientemente
grande para Henar la microcubeta®R. Una vez 'qﬁe se tiene la cantidad suficiente de
sangre acercar la microcubeta™® a la gota, la cubeta se llenara por capilaridad. Limpiar el
exceso de sangre de la microcubeta™® y colocarla en su lugar y poneria en posicién de

medir, después de 15 a 45 segundos el resultado aparece en la pantalla.
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2.5 Determinacion de hierro en higado y bazo
Se decididé medir hierro por el método colorimétrico y por el de absorcién atémica para
averiguar si éste era equivalente al primero, ya que no siempre se d}i'spone del equipo de

absorcion atémica.

2.5.1 Método de absorcién atémica™
Fundamento
Se basa en la absorcién de luz por los atomos de un elemento a cuanufcar en._una

muestra, cuando se hace incidir en ella un haz de qu emltldo por una Iémpara con una

rigurosa longitud de onda definida, la cual corresp nde a Ia longxtud d : nda de emlsién

caracteristica de! elemento pamcular escogido para el ana’ll is. La extens:én a Ia cual fa

iuz es absorbida provee una esnmacién de la concentraclén del elemento en la muestra.

la cual debe estar en soluc

Reactivos'v equipo

« Parilla de calentamlento

= Pipetas graduadas de 1 5 y 10 mi

« Matraz aforadc de 5y 10ml
e Embudo de tallyob corto

e Pinzas pafa crisol

e Mufla, Heraew

e Espectrémetro de absorcidén atoémica, Perkin Eimer AAnalysis 300
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Se pesa la cantldad de érgano seco que se tenga en un cnsol y se obtnenen las cemzas

quemando primero con mechero y postenormente calcmando en mufla a 550"0 hasta

onda de ‘248. S b(le_ne e_n ppm. Prevnamente se debe kde ajustar. el

equipo.con'un estandar.’

Calculos

mg Fe _ (ppm x aforo de cenizas x 100)
100g muestra mg de muestra- :

2.5.2 Método colorimétrico*®

Fundamento

Los iones de hierro (II) se hacen reaccionar con orto-fenantrolina para dar un complejo
rojo anaranjado que se determina a 510nm. El hierro que se encuentra en forma de hierro
(lIl) pasa a hierro (1), tras la disgregacion y reduccidén con clorhidrato de hidroxilamina a

iones Il, y se determina como hierro total o como hierro soluble total.
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Reactivos v equipo

Acido Clorhidrico concentrado.

Solucién de ondfénériu'dlih”

Disolver O 1g de ortofenantrolma en 80 ml de agua

desulada a BO'C en 100 ml con agua

e d|cha solucuén y ‘se Ilevan a 100 mi con agua

Parilla‘de calentamients

Pipetas graduadas de 1, 5y 10ml
Matraz aforado de 5y 10 mlA
Embudo de tallo corto

Pinzas para crisol

Mufla, Heraew

Espectrofotémetro Sequoia Turner (Modelo 340), con celdas de 1 cm.
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Metodolog!a . K .
Pregaraclén de la curva esténdar S ; _'
Se toman 00 0.5 ~1 0.1 5 2.0, 275 30 4. O 50 y 6.0 ml de la’ solucnén es!éndar de

hierro, ajustar cada os tubos a10 ml con agua Y aﬁadlr en eI slguiente orden- 1 mi

de clorhldrato de hidroxilamina,’ agitar; |5 . ml del buffer de acetatos.vagltar y 1" mi de

10 y 15 mmutos. Leer a 530nm, usando el

alicuotas mé; pequ

color nuevamente. Es tmportante afadir los react os en el orden descrito.
Calculos

Leer la absorbancia del problema en la curva estandar y considerar el aforo y la alicuota

utilizados.

mg Fe L (valor de la curva x aforo) x 100
100g muestra . mg de muestra
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2.6 Determinacion de retinol

2.6.1 Determinacion de retinol en plasma*!

Fundamento .

Dadas las caracteristicas de solubilidad de retinol, éste puede ser removldo del’ plasma Y

de los tejidos, por medio de una extraccién con hexano, postenor a Ia adlclén de etanol

para desnaturalizar y precipitar las proteinas (esenc|al para Inberar'el reunol de las

proteinas ligadoras del retinol).  Esta v:tamma puede ser anallzada por HPLC de fase

reversa a su méx|ma longltud de onda

Reactwog x eq ;276 g

o Vdek poiéélo v llevar a 2mi

- Detector UV d : le Classvp SPD-10Avp)

« Bafiode agua con temperatura controlada a60°C

e Tanqgue de nltrégeno ultrapur
e Centrifuga Sorvall (Modelo super T 21) .
« Ultracentrifuga, Sigma labor-cenlnfugen 2—15

e Acrodiscos de nylon 0.45 x 13 mm, Waters
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Metodologia

Se toman 300p| de suero en un tubo de pohprcpuleno con tapén de 5 ml de capamdad se

Condiciones cromatoqréaficas

a)
b)
c)

o)

Columna vapak Cis qé~1’59r'ni de iong

d 4‘i-;1m de diametro interno
Guardacolumna Novabak Caé ; '
Deteccién (longitud de ohda) 325nm

Volumen de inyeccién 50ul
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Metodologia
2.6.2 Validacién

Antes que nada se hIZD la seleccion de las proporcnones de Ios componemes que'

conforman ta fase movil. Postenormente se myectaron solucnones de retlnol por

quintuplicado cada punto y se reglstré el promed desvta 'én esténdar y coef‘cnente de
variacion, con la finalidad de evaluar‘ I A ‘

coeficiente de variacion debia ser menor g 2%

Adecuabilidad.

Una vez establecidas las condici : roce é'a evaluar ™
tillzé’ un4esténdar de -
Meédico Siglo  XXI del is’ funciona

correctamente.’

el Vanahto,, se delermmé promedl

Precisién del sistema y Linealidad del sistema

Se evaluaron estos dos parametros analizando seis curvas’ esténdér.‘ cén cinco
concentraciones de retinol, con acetato de retinol como estandar interno. La relacién de
areas retinol/ acetato de retinol fue registrada como respuesta, la cual se midié y luego se

determind la media, desviacion estandar y coeficiente de variacion.
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Metodologia

El criterio de aceptacién utilizado fue coeﬁciente de variacion 5% 'y coeficiente de

determinacién (r?) mayor ao098.

Exacmud del mé(odo i

Se myec(é una curva patrén de esténdar de re(mol asI como una curva de re nol en

suero después de hacer Ia extraccién como se exphca en Ia metodologla, se egustré el_

érea y se compararon Ias éreas obte i con Ias del medlc en estud|o asf

se obtuvo el porcentaje de recobro del ret ol

Et cmerlo ‘de acep(amén uuhzado fue recobro > a 70%
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
Prucba bxo!ognca

Enla gréf’ca No 1 se presentan Ias curvas de crecnrnlento de los anlm l S durante los 56

dlas de ensayo, en el cuél se puede observar que el crecnmien(o de Ias ratas desnutrldas X

lotes de ratas desnutndas. aunque > alores

comparados con los del control (cuadro No.7 Para el caso de los animales esnutndos

con suplemento de vitamina A y h:erro se observa un menor cre nto que el Iote de

ratas desnutndas aunque Ia dlferencm entre estps do: lote de desnulndos -no es

significativa.
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Grafica No. 1 Curvas de crecimiento de los animales alimentados con los tres tipos de

dieta
250 4
200 4
150 4
= —e— Controi
2 —n--desnut
& vitAyFe
100
|
|
50 ..s
n
]
! {
| ol e e e
Q o 10 20 30 40 50 60
| Dias
L. e e ]
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Cuadro No. 4 Cilculo del valor de REP para ratas de la dieta A.

Resultados y Discusicn

pesc : : .
rata inicial peso final _alim. ing. REP prom
1 37.9 117.7 233.8 3.41 2t 3018
2 45.1 145.7 323.9 3.10 “'desv. Std
3 45.2 131.1 298.6 . - . :
4 48.1 129.0 285.1
5 48.4 113.9 266.1 :
6 39.6 119.6 242.9
7 44.6 158.5 3347
8 46.0 125.3 204.8
9 46.8 161.2 347.4
10 49.4 145.3 298.3

Cuadro No. § Cilculo de! valor de REP para ratas de la dieta B .

Peso

. 82.0 B -
44.7 100.8 354.3
45.6 105.3 396.5
48.0 101.0 402.6
48.6 103.5 361.2
40.8 102.4 342.5
44.4 1123 424.0
46.0 97.3 387.9
46.7 114.4 416.3

118.4 381.4

Peso

rata nicial ' peso final alim. ing. REP prom
1 . 93.7 337.8 2.68 2.40
2 90.0 350.2 2.16 desv. Std
3 ;101.5 375.9 2.47 0.38

4 1086.0 398.0 2.47 %C.V.
5, 88.0 357.6 1.82 15.69
6 '88.6 287.2 273 REPajust
7 75.0 270.6 1.93 1.89

8 121.7 410.2 3.07

9 '92.5 331.9 2.30

10 106.7 395.1 2.39
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Cuadrob No. 7 Valores de relacion de eficiencia proteinica para las diferentes dietas que
se utilizaron - s ]

Dieta - : -Valor de REP

corregido
2.50 £ 0.38°
B8 2.03 + 0.29"
1.89 + 0.387

Nota1: diferentes superindices denotan difereng:ia signiﬂqniva
Nota2: el valor de REP utilizado se tomo ’conj:'cvay Ini_ilcali\io‘ del aprovech]zyimlento,de la protelna y no

como valor de REP como tal, ya que la cémldad de’ pfételna uﬁllzada fue dyiferen(e




Resultados y Discusicn

Hemoglobina

En el cuadro No. 8 se presentan los valores promedio de hemog|oblna ‘con sus

desviaciones estandar, en el cudl se observa que el valor de hemoglo Ios animales

recién destetados es bajo, aunque esta dentro de lo normal 12—139/d esto’ se'explica ya

que al estar recibiendo leche materna, la cantidad de hierro que h‘ ésta es baja Io‘v

que causa obtener este valor, a comparaciéon de los valores obteni tas fnésf

alimentados con la dieta B y C presentan una menor ooncentré

cudl se observa tipicamente en situaciones de desnutncnén. vLo ‘que ; s ’ii'nbortante

mencionar aqui es que los animales tienen un buen nivel de hemuglo ay que aumenté

con las dietas proporcionadas a comparacion del tlempo cero.f :

Cuadro No.8 Concentracién de hemoglobina de ratas eﬁ estudio 4dado en [g/dlj

Tiempo de estudio

Dieta Tiempo cero 28 dias de. ensayo 56 dias de ensayo

Controf 13.28 £ 0.597 17141 0.391° 18. so £0.381"
Desnutridas 16.48 £ 0.6147 : 18, 14 +0. zao"
Desnutrida + vit. A y 16.52+0.785% ' ..17.90 +0.636°
hierro ‘ o :

Nota: diferentes superindices denotan diferencia significativa
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Hierro en 6rganos

En cuanto al hierro determinado en 6rganos (cuadrd 9) se observé que las ratas 'que'

habian tenido una dieta suplementada con vuamlna A y hlerro (dieta C) obtuvieron valores

muy altos de hierro en ambos tejldos, hIgado yvbazo que son los érganos donde de

manera normal se almacena el exce este mineral‘z. Esto se explica porque al

absorberse el hierro, se acumula en dicl é‘rg'a‘no's para que cuando haya deficiencia de

éste se utilice de alli, pero al tener valores tén altos de hemoglobina se demuestra que no
se requiere de este mineral, por lo que se va a almacenar en diferentes 6granos®. En
cuanto a los resultados obtenidos por el método de absorcion atémica, se reportaron
Unicamente los resultados del hierro en higado de las ratas recién destetadas y de las
ratas de 28 dias de ensayo (cuadro 10), y como se puede observar se tuvieron valores
muy parecidos a los obtenidos por el método colorimétrico por lo que ya no se realizaron
las demas determinaciones. La concentracién de hierro se midié a los 28 dias que fue el

tiempo que duré la primera parte del ensayo bioldgico.

Cuadro No. 9 Concentracidon de hierro en tejidos de las ratas en estudio por el método

colorimétrico

Ratas Hierro en Higado Hierro en bazo
{mg Fe/100g de tejido] [mg Fe/ 100g tejido}
57.622 £ 0.88° 76.945 £ 2.05'
Dieta A 285!és 59.119 + 3.132° 129,742 + 0.03°
Dieta B 28 dlas 54.912 & 1.95° 119.915 x 3.68°
Dieta C 28 dlas 212.861 + 4.69° 164.860 + 4.22°

Nota: diferentes superindices denotan diferencia significativa




Resultados y Lrscuston

Cuadro No. 10 Concentracién de hierro en tejidos de las ratas en estudio por el método

de absorcién atémica

Ratas Hierro en Higado

{mg Fe/100¢g de tejido]

Recién destetadas 58.64
Dieta A 28dias 65.37
Dieta B 28 dias 54.30
Dieta C 28 dias 212.23
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Ensayo enzimatico

calibracidn,

grafica No.

coeficiente de variacién fue menor del 5% estan

las disacaridasas para el estudio, los resultados obte dos sem estran en el cuadro no.

11.

Grafica No. 2 Curva patrén de glucosa para la cuantificacién de glucosa Ilberada durante
el ensayo enzimatico

1a - y = 0.0118x + 0.0039
- R? = 0.9999
1.2

1
o8

0.6

Absorbancia

0.4 -
0.2

O e v v T

[v] 20 40 60 80 100 120

[Glucosalmcg/mi
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Cuadro No. 11 Valores obtenldos de la achwdad enznméhca durante la estandanzaclbn
de la determinacion.

Enzima ; ; Promedlo

[Ulmg de prot]v

Maltésa
Lactasa o

Sacarasa N

En e! andlisis de Ias muestras obtenldas durante el bloensayo se tuvneron Ios resultados

que se muestran en el cuadro No 12, don de se puede observar que en la

determinacién del contenido de pro(eina. 0 s encuentra dlferen a;signif catlva entre los -
diferentes (ra(amuantos, lo cuél se puede lnterpretar diclendo que se mantiene 1a

homeostasis.

Cuadro No. 12 Contenido de protelna enel hornogemzado de Ia mucosa mtestlnal
= Ratas

Reclén destetadas

_Dneta A 2 dias
Dleta B 28 dias'

i Dleta c 28d "17.820 : o 775‘,

Dleta A 56 dlas 16. 433 :!: 1 886“ S

DletaBSGdias‘ T 133:2537'

Dleta c 56 dlas‘ LY 4233: 1 256‘ o

Nota: diferentes superindices def_\otén diferencia significativa

69



Resultados y Discusicn

En el cuadro No. ia:en cuanto a actividad especifica de la lactasa se observa una
tendencia de disminucién en la actividad, aunque en algunos casos estadisticamente no
héyavdiferenbﬁé significativa, también cabe mencionar que en las ratas recién destetadas
la éctividad kde dicha enzima es baja en comparacion a lo reportado por otros autores*?, o
cﬁél se puede justificar ya que las ratas a esta edad comienzan a consumir del alimento

de la madre, ademas de seguir amamantandose.

En el cuadro antes mencionado también se observa un aumento en la actividad
enzimatica de la maltasa y sacarasa, que para las ratas de 28 dias de ensayo es
significativamente diferente entre el control (alimentado con dieta A) y los dos lotes de
ratas desnutridas (alimentadas con dieta B y C), y para las ratas de 56 dias de ensayo se
observa esa misma tendencia de aumento, aunque la diferencia no es significativa. Este
conﬁportamlento concuerda con lo reportado por Rossi Tomas** en donde explican que
én tréba]ds anteriores se ha derﬁostr:-ido due una alimentacién restringida induce a una
absorcién y metabolismo de nutrientes n’iés' eficiente, en donde los animales adultos que

reciben una dieta restringida exhiben un mayor nivel de disacaridasas.

Aunque se observa dicho aumento en la actividad enzimatica entre el lote control y los
lotes de ratas desnutridas, al mismo tiempo se puede ver una disminucion no significativa
en la actividad enzimatica de las ratas desnutridas suplementadas con vitamina A y hierro
con respecto a las ratas desnutridas, esto pude interpretarse como que el exceso de

vitamina A y hierro tuvo un efecto adverso en 1a actividad de las disacaridasas.
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ta d|sm|nuc|6n en Ia actnvndad enz:méhca de fas dlsacandasas. observada en estudlos‘
previos, en mdlwduos que ‘consumen una die!a de mala calldad no se vno en este caso ya
que, aunque se consumlé una d|eta de bajo contenldo protélco. Ia protelna utlhzada era

de buena cahdad. ¥ ‘

Cuadro No. 13 Actividad de las disacaridasas del intestino delgado de Ias ra\as de

estudio : R S
Ratas Lactasa Maitasas : . _Siaca;asa S
[U / mg proteina) [U / mg proteina) w/ mg kprkoytelna]
Recién destetadas 0.031 % 0.007* 0.243 + 0.04°' 0.069 + 0.001 1
Dieta A 28 dias 0.023 + 0.002¢ 0.183 + 0.007' ; o.oaz +0.018!
Dieta B 28 dias 0.025 + 0.003°° 0.260+0.026° - S024x o.opé n
Dieta C 28 dias 0.019 + 0.002° 0.223 x 0.02% : “o iieio‘oﬁ"' i
Dieta A 56 dias 0.027 + 0.002° 0.385 £ o 03¢ . o h
Dieta B 56 dias 770,023 0,002 .. . 0.492 01 07. )
DietaC s6dias 0,024  0.003"< 0.62

Nota: diferentes superindices denotan diferencia significativa - il o S oy B
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Analisis de retinol

A continuacion, en el cuadro No 14 se presentan las condlc nes que se establecleron

para el analisis cromatogréf‘co (HPLC) del retmol en suero.‘Estas condlt:lones son las'

mejores, bajo las cuéles se def‘ e bien el

; ten 6n no es
tan largo, ni tan corto para confundwse :

Cuadro No.14 Cond ciones

Condiciones

Columna > Novapak €18, con precolumﬁa novapak
‘c18°

Detector k “uv 'iongitud de onda 325nm

Fase movil : Metanol : agua (95:5)

Fiujo 1.5m! /min

Volumen de inyecciéon . 50yl

Validacion i :

La prueba de Iﬁ p}ééisién cc;n la que el registrador integra las areas fue satisfactoria. Las
areas promedfé de Iaé vycinco sefiales producidas, quedaron como se muestra en el cuadro
No. 15. Enk gsté se observa que en todos los casos se obtuvieron valores de coeficiente
de variacion menores a la magnitud establecida como criterio de aceptacion de la prueba

(2%), lo cual significa que existe repetibilidad en el sistema de estudio.
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Cuadro No. 15 Promedio, desvnacién estandar y coef'c:ente de vanacnén de cinco

repeticiones de una curva esléndar.

Coeﬂciente de

Concentracion de retinol Promedio L
Desviacion estandar: . R
{(ug 7/ mi) areas Sl R e : \(ariaqiép ("/vu’)b :
5.25 41785 .26
12.5 70495‘8‘ f1.51,
25 132346 8 g Q.es‘”
50 257471 131
75 352509.8 - 168
100 50'29v2‘5.'e‘s' poh 0.47

En el cuadro‘No. 16'se reporta‘él promedio del tiempo de retencién con su desviacién

estandar y su coef mente de variacion, en este cuadro se muestra la repetibilidad en Ios

tiempos de retencién Todos estos casos cumplen con e! criterio de aceptamén de

coeficiente de vanamén menor del 2%. E| tiempo muerto fue de 0.3155 minutos. El factor

de capacidad, calculado segun lo descrito en los antecedentes, fue mayor a 2 en todos los

casos.
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Cuadro No. 16 Promedio, desviacion estandar y coefcuente de varuacién (n"5) de los

tiempos de retencién generados por una curva esténdar de re!mol

Concentracién de retinol B S
Tiempo de retencién + D.S. ~ % C.V.

(ka1 mh _
6.25 1.545 +4.38 x 10™ ! »70.2;8 ,i
125 1.540 £4.02x 10 v ; i 0.26

25 1.533+ 0.00 L7 000
50 1.533 £ 0.00 “-“'0.00
75 1.534 +4.02 x 102 0.26
100 1.533 + 0.00 ; 0.00

Precision y linealidad del sistema i

En la grafica No. 3 se presenta la curva patrén del retinol en el cual se Vpurede"ver que el
aumento del area del pico es proporcional al aumento de concentra;qién'vy Ié éurva es
lineal cuando la concentracién va desde 6.25ug/t100m} hasta 100;.}9)10]0mL En ia éréﬁca

No. 4 se muestra el cromatograma del estandar de retinol con acetato de; retinol’ como

estandar interno.
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Grafica No. 3 Curva de calibracién para el retinol.
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Grafica No.4 Cromatograma del estdndar de retinol con acetato de retino! como estandar

interno.
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Resultados y Discusicn

En el éuadrb No. 17 se encuentran los resultados obtenidos de inyectar seis curvas '
patron, tres ‘hechas un dias y las otras tres al dia siguiente, evaludndose la precisién délv
sistema, se obsérva que el coeficiente de variacién en las respuestas obtenidas esfrn:eli-kmor;
del 5% lo cual cuhple con el criterio de aceptacién, y en el cuadro No. 18 se mueét;ah
los resultados obtenides durante la:elaboracién de las curvas de callbracmn del tlpo

repuesta = f (concemracién) obteniéndose valores de ? > 0.98 en todos los casos.

Cuadro No. 17 Promedio, desviacién estandar y coeficiente de variacion (n=6) de la

respuesta generada por la inyedcién de 6 curvas patrén

Cc 1tracion de retinol E
Respuesta % C.V.
(ng / ml)

9.375 6.81+ 0026 3.22

18.75 1.52 +0.028 1.849

37.5 2.92 + 0.069 2.35

75 5.47 £0.172 3.5

93.75 6.52 +£0.164 251

Respuesta = Relacién de areas retinol / acetato de retinol
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Cuadro No. 18 Linealidad del sistema Curvas de callbrac:én de la respuesta (relamén de

areas) en funcuén de Ia concentracnén

Curva No. y= mx+b e : l'2

-

00699x+0227 C i 10,999

2 _,00630x+028 ‘0.908 °
3 0.0680 x +:o 294‘ ‘0.980
4 0.0692x+0.200 0.999
5 0.0674 x + 0.260 0.998
6 0.0640 x + 0.321 0.993

Recuperaciéon del método
En esta parte se compararon las areas obtenidas del estandar solo y en.suero, los
resultados obtenidos se muestran en el cuadro No. 19, en donde se dﬁserva que los

valores de recobro son mayores del 70% en todos los casos, cumpliendo con el criterio de

aceptacion.

Cuadro No. 19 Valores de recobro de retinol después de la recuperacnén i

Concentracion de retinol . Area suero + R LT :
: Area estandar . S o% de Recobro |
(ng l ml); SRR estandar oo con
8.375 _ . 847065 71761 8463
1875 . 161603 142767 . <ol s34
37.5 272556 237604 . . 878
75 566952 438934 - i 77.42
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Enla gréf‘ca No. 5 se tiene el cromatograma del retinol en suero con su esténdar mterno
obtenido después de la extraccion, en este se puede observar que el plco de retlnol se

pega con el pico del frente de disolvente."

Grafica No. 5 Cromatograma de retinol y su estandar interno en suero.
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Minutes

Durante la realizacién de la validacién para cuantificar retinol por HPLC se presentaron
una serie de_ problemas que dificultaron dicha validacidn, dentro de los cuales cabe
mencionar el p‘roblema de la columna cromatografica, se tuvieron problemas con ésta
debido a que se empezd a desempacar la silice trayendo como consecuencia que se
tapara el equipo, ensuciandolo y que subiera la presién a mas de 400kg; ocasionando que
el equipo se parara automaticamente, se penso que se debia a que ya habia terminado la
vida util de la columna. Otro de los problemas fue que al analizar suero, en el

cromatograma los picos de frente de solvente y el del retinol salian pegados, esto debido
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a los sucio de la muestra, por lo que se procedié a centrifugar y ﬁl(raf la r'n‘u‘estra por

medio de acrodnscos. Fue asI como se ehmmé dicho problema Tamb|én se encontrb que -

habia una gran varlaclén en Ias éreas del esténdar mterno al anahzarse en Ia mamces. es

declr. el esténda terno arecta funcnonar solo en solucmnes esténdar, Io cuél pro ocaba

un valor muy alto del coefctenle de variacién

Ante Ia imposxbmdad de resolver este prob|ema dentro de un tnempo razonabl se'décidié

ya no termmar la alidacién, ya que se cree que con los resultados que se tlenen hasta

ahora~se pued ; tener una conclustén con respecto a lo ocumdo en’ este

procedlmlento expenmental
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Conclusiones
CONCLUSIONES

El crecimiento de los animales en estudlo no se vno afectado pcr la: adlcnon en

exceso de vitamina A y hlerro. sino’ que dependlé unlcamente de Ia cantldad de

proteina.
El valor de REP tampo;:o se afect
hipocalérica, hipoproteinica

El nivel de he ntes tratamientos esta

con diferentes tratamlentos, lo cuél era de esperarse pues la homeostasts de los

animales se mantuvo.
El nivel de la actiwdad de la Iactasa tiene una (endencia a dlsminu bérd ﬁo existe
diferencia significativa entre ios diferentes tratamientos o )

El nivel de la. actividad enzimatica de la maltasa y sacarasa aumentan en
comparacion a las ratas del lote control, comportamiento que en trabajos
anten'orrﬁenle realizados se habia visto.

Se lograron establecer las condiciones de trabajo para cuantificar el retinol por

HPLC, pero no se pudo validar el método de analisis.

B8O
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