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lo fro,fuccióo 

l. INTRODUCCIÓN 

La desnutrición energético-proteínica es un problema de gran riiagnitud en el mundo. En 

1998, el Fondo de las Naciones Unidas para la lnfancia1
•
2 estimó que en.todo el mundo 

habla 226 millones de niños con desnutrición energétic~~·p~~tefn~Ca .:'cevalu~do por la 
. - ;.-- ., 

disminución de estatura esperada para su edad) 67-._mii1o~e~·-:c~'~;·:de~.;.:.¡1rl~i·6-it~ne~9ét1co-

protelnica aguda {peso inferior a la estatura esperad·ary 1·ai~iúc:i;:,e·s' ca.:. un peso· menor 

para su edad, lo cuál indica que 4 de cada 10 nlllÓs m.;nor~~d~ ci~".º a~os ~~asentaban 
alguna alteración relacionada con la desnl:'_trición. 

La desnutrición. ·es consecue~·cia de las Bn;~r~~~~'.~e~·- ·¡~~~~ciosas p.rincipalmente, y una 

ingestión alim~~tari~ ina~ecuada, pero'-\a~bí~~," ~~t·á· asociada a muchos factores 
,:··'· ' '.-::· ·: -

interrelacionadOs entre si como son los de lndolé sociSI, politice.- económico, ambiental, 

psicológico y cultural3 • 

Cuando un niño tiene un problema de desnutrición, se ha visto que presenta una serie de 

caracteristicas fisiopatológicas importantes, dentro de los cuales es relevaiite mencionar 

el problema que se presenta en el tracto gastrointestinal, donde se reduce la cantidad de 

ácido clorhldrico que se produce y también se da una disminución, -·acortamiento y 

aplastamiento de las vellosidades del borde en cepillo4
, provocando altera~io"!es en los 

procesos de digestión y absorción de nutrientes como la lactosa, por lo_ cual el niño no 

puede obtener los nutrimentos a partir de su alimento principal, la leche. 

En México también es muy común este tipo de desnutrición, ya que la dieta de los nillos 

se basa fundamentalmente en atoles, es decir, alimentos ricos en carbohJdratos, pero 

deficientes en lfpidos, protelnas y en mlcronutrimentos. 



lnfn=x/ucción 

En este estudio se pretendió Imitar esta -situación nutrtcional . en ratas para poder 

determinar si el aprovechamiento d0 la ·proteina es igual en animales desnutridos que en 

animales desrlutridos ~on 'una""· di.eta suplenÍ~nt~CÍa c~n Vitan1ina A y ~i.eíro;(¡úe s·e· sabe 

que son los ~:~~ro:~·~~¡..¡~!3"¡~i:; :··~~s __ ~ .. ~~ca~Os·.~-~,~n: I~ _ ~obli:lció.~--::rrn~_nd:~~-~f _;·E~_> tr~-bajos 
anteriores se -~a-··-\;¡S~t:, -~-qL~.:'·hay ,--~~~-_.:i·~te~~~~i-~~-'.":e~~~f~ ·-.1-~ ~-~it~~i·n~-~)~:;~:y·,::~1-'.. h-i~;~o- '.en el 

metabolismo: en-do-~~e. ·~- Carencí;. de. esta vitamina puede. causar un .ti~;, de. anemia 

caracterizado p~r. prJsÍ>~t1~· baJ'o~·;i1vel~~. ~~ ¡,j~r~o ~éncos. ~~ qlJ~ la~Í~a~¡_na ¡;,· ay~da a 

la absorción ~e~si~ ~;n:~~I'~:< ;: ' 

En este trabaj~ sere~li~~L~ii~n~ayoma~ejando ~ lote~ de .10 rata~ ~d~ uno, teniendo 

un lote contro( .. únó cles'nlJtridÓ y uiíó desnutrido pero suplementado é:óii vitamina Á y 

hierro, para có.no·Cer. si 10S.'8niiTI3t0S alimentados con .una· die la de -baja cantidSd, prOtetnlCa 
-.:. '-_:-·.·-_-'_: 

se ven a~ectados Pe:>~ 1.?.· p.reSeh~ici'"dé -~stos d0s micronutÍimen'tos · 
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11. OBJETIVOS 

2.1 GENERAL 

Ob/efivos 

Averiguar si la Prueba Biológica de Calidad Proteínica (REP) se ve afectada 

cuando se reduce el porcentaje de protelna y calarlas en la d!eta, pero se adiciona 

con vitamina A y . hierro, asf como ver si se afecta la actividad de las 

disacaridasas. 

2.2 ESPECIFICOS 

Determinar. la reláción de.eficiencia proteinica de cada dieta. 

Medir la concentración de hemoglobina en las ratas de los diferentes grupos 

experimentales. 

Estandarizar la metodologla para realizar las determinaciones de hierro en higado 

y bazo. 

Realizar la determinación de la actividad enzimática de las disacaridasas en la 

mucosa intestinal. 

Implementar la metodologla para realizar las determinaciones de retino! en 

sangre. 

3 



Anfecec/entes 

111. ANTECEDENTES 

1. Desnutrición energético-proteínica 

La desnutrición es un estado patológico. inespecifico. sistémico y potencialmente 

reversible, que se origina como resultado de la deficiente incorporación de los ~utrimentos 

a las células del organismo. y se presenta con :di~e-n;.os .~·grSd-oS _"de. irlte~Sidad · y v-arias 
. > ,_.,._ - - . - ,·-. -

manifestaciones clinicas de acuerdo con factores ecológicos: La incorporación deficiente 

de nutrimentos se debe al bajo consumo ,de alim'e~to;.' c~;,'snutrición primaria), a un 

aumento de los requeri~ien~ri~~:_:~;~:-~~-.-.9:~-~-~6 ex~-sivo·.-~·:_ a la;--com-~Í~-acl~~ d~ .los tres 

factores. Esta situaci-{)n p~~~~~·-~~~=-:p~~~id~--de las reserV'as' d~I b;ga~ismo. incrementa la 

susceptibilidad .. a . 13; :Ínf;,;;;cio;,es ·;. instaia eÍ , c1c::1~ d~~n'~~rición-infec~ión..cfesnutrición 
(desnutrición secunda~a)3 ••.•.. 

La desnutrición provoca·.cambiós en el metabolismo de~ los nutrimentos y .entre ellos el 

metabolisrñ~:··~~~~.~~~i~:~~.~-~~'{i;~~C?~~~-~ I_~ C~IT!_P~~;~~ón corpor~l.-por lo qu~.~~ v~n· alterados 

los órg~no~--~i ~¡~~~~-~~. -~~·~onse~~~;~l~~e~Íe e1 ·~iñ~· desn~~~d~ ·~~~ ~'f.·s. ~~~ceptibl-e a las 

infeccione~> esi~: ·~~~er~i~-~~\:f~sliutri~ión~inf~cción Cont~bU,ye,. ·a~~~~~~adamente en· el 

50% de los c.>s~~. a la ~is"1in~ción de la expresión del pote~ciai genéiico del crecimiento 

y desarrollo flsico:·, 

Entre los efectos <:fe -_una_-. in_fección · sobie el. estado nut.ricional se pueden señalar las 

siguientes7 • 

a) Disminución en el consumo de alimentos y cambios dietéticos por falta de apetito, 

lo cual contribuye a incrementar la acción adversa de la infección en el estado de 

nutrición. 
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Antece4entes 

b) Mala absorción o disminución de la absorción de nutrimentos. Se sabe que los 

individuos que prese~tari· intecciOnes intestinales recufrentes, desifrionan -cambios 
. . 

moñológicos e'ñ la mucosa intestinal' qu0_' son responsables: dS la mala :absorción 
·,, .<',( - .. ;· . -· 

de los· macronl.ítrim.éntos · ~-:·d~--- la. secre'Ción de a19t.'ína-S ~.~zi~.a~·-__ q~B ~e utilizan 

durante el, -~ro-~-~-~,·~~~ ;~~~6~~¡~-~:"d.~ _·i:~·s ~,¿~-~~~~~~-~>: L;. 

c) En repuesta fi;;ÍÓ1Ó~Í~·~"1,; ll"lfé~~iÓn ~f; ¡'.,,o"dincií ei'mE.táÍ;olÍsm~·.~.:.~ido la fiebre, 

el sudor y a la respuesta inmune: En' cÚantó al: balarícé' proteínico éste puede ser 

afectado de dos maneras:< 1 f Se lncremén~~; el' uso'dé: l~:~;"áminoácidos en el 
:<: ,, '-"'-.:' 1 ·-e,, . 

plasma para la sintesls de las proteinas asoi:!adas eón la respuesia inmune, y 2) 

Se aumenta el catabolismo de los a;;;,in.;'á",;idd~'· en el hlgado para la 

gluconeogénesis. Ambas alter~ciones prOv·~~ .. ~· ·J~::~~j~·~Ce negativo de nitrógeno 
,,o---

mucho mayor que el producido por la s018 :.disminución en el consumo de 

alimentos. 

2. Hidratos de Carbono 

Los hidratos de carbono constituyen la mayor parte de la dieta: entre un 50 - 70% del total 

de las calorlas consumidas. Dentro de los carb~hid~los 
0 

~ás ··~nsu~idos se ~ncuentran 
el almidón, azúcares simples, pollmeros'co.T1~1~¡o~:~onoci~~s;;.co;,,o fi.bradletétic~ y 

componentes menores, ade_m_ás u~ g~~, ~-~:;.-~~~ .. -~~:-:-~idra:~-~-~·:.·~~!~ ~r~~~~ s~·n ._~fi~-~i~os a 

la dieta como jarabe de marz: ;j¡,;ral>e . <'.IE. '. f;,:,cto~a: ~1micÍon.;~ ;;:;oclmcaC!.;s, gomas, 

mucilagos, y otros produc:tos ~r~¡;:s~~.o~·~ue<on;~~~dido~ para modific:ar 1.a textura, 
' . :---:· .. -·.·· ' .. :.:, .· .. , 

palatabllidad, vida de anaquel, éolor; v.isi:osidad y· sabor. 

Los hidratos de carbono son ingeridos básicamente en: vegetales, frutas y granos crudos 

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

5 



AtJfecec/entc.~ 

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

rápida y barata de obtener energla 

2.1 Proceso de digestión y absorción de hidratos de carbono. 

La Ingestión, digestión, absorción y transporte de los hidratos de carbono es un proceso 

altamente regulado e Interactivo. El efecto visual y olfativo de los alimentos antes de su 

ingestión estimulan la liberación de insulina. La insulina prepara al Intestino para el 

transporte de nutrimentos reclutando transportadores de glucosa Inactivos, llevándolos a 

la superficie celular donde son activos. 

La presencia del alimento en el estómago libera hormonas que desaceleran-la ingesta y 

activan el proceso Intestinal que aceleran la absorción. Al llegar el alimento al intestino se 
. . 

activan los receptores, provocando la- liberación de _hormonas del intestino, las cuales a su 

vez liberan insulina. 

El primer paso de la digestión de los hidratos de carbono es la masticación del alimento, 

durante esta etapa los gránulos de almidón son expuestos, aumenta el área superficial 

debido a la redu=ión del tamai'lo de la partlcula. El alimento en la boca se mezcla con la 

a.-amilasa salivar que comienza a hidrolizar el almidón inmediatamente. Esta hidrólisis se 

detiene en el estómago debido al cambio de pH y la hidrólisis se reanuda en el duodeno 

en donde se secreta la a.-amilasa pancreática. La acción acumulativa de las dos amilasas 

produce maltosa y maltotriosa a partir de amilosa y la amilopectina, de la cuál también se 

obtienen dextrinas limite. 

La digestión de la maltosa, maltotriosa, dextrinas limite y la mayorla de los disacáridos 

incluidos Jos dos disacáridos más consumidos en la dieta humana, es decir. la sacarosa y 

6 



Af1tecec/e11tes 

la lactosa, son hidrolizados a los respectivos monosacárido~- que las con,stituyen por las 

enzimas del borde en cepillo del intestin-~ deigado, -que son las disa~ridasas8• 

La mucosa inte:~tinal pl-esent~·,·un'-9ra·n- número .-de pliegues conrliventes { o pliegues de 

Kercking) _q~B · ~~ ekien~:~:~ --~ir~~l:~:.:ment~.-:;~~~·re 16.~a-·_·;~: ·sup~rÍlcie interna del intestino 

delgado, slendomá,;~;.;~unC:i~~j~ ;,,~~~ocÍ~n~ y yeyuno9
• 

Toda la superficie del intLurio d~l~a:~(), dLde la desembocadura del colédoco hasta la 

válvula ileocecal, está cubierto por vellosidades que aumentan la superficie total de 

absorción. Cada vellosidad se encuentra rodeada de varias invaginaciones {alrededor de 

ocho), llamadas Criptas 8 • 

Las células del epitelio Intestinal (enterocitos) se caracterizan por un borde en cepillo 

formado por microvellosidades que nacen de cada célula. de esta forma aumentan más la 

superficie de absorción, dichas células contienen ancladas enzimas que completan la 

hidrólisis de los hidratos de carbono'º. 

La absorción -de los monosacárldos Inicia en el extremo distal del duodeno y 

generalmente es completada en los primeros 50-1 OOcm del yeyuno. Se conocen al menos 

dos tipos de sistemas de transporte que catalizan la captación de monosacáridos desde la 

luz intestinal a la célula": 

a) Un sistema de cotransporte Na•-monosacárido con elevada especificidad para 0-

glucosa y O-galactosa que cataliza el transporte activo de azúcares. 

b) Un sistema de transporte de monosacáridos con especificidad para la 0-fructosa 

que es del tipo de difusión facilitada que es dependiente del Na•. 

7 



Anfecec/entes 

La mayoria de los mamiferos tienen cinco disacaridasas (maltasa. sacarasa, isomaltasa, 

trehalasa, lactasa)12
, unidas al borde en cepillo deLintestlno delgado, las cuales 

comparten varias caracterfsticas a excepción de la 'trehálasa: entre las cuales se 

encuentra: el peso . moleculár ·de. 200,000 ·.a ·•30,o'.000; Da,. ~na •porción hidrofóbica 

intracelular quB actúa, como -'~lnclajé ~·a 18 : .. ·mffrftbrBí1a\de1 ,· bÓrde ::·en cepillo. dos sitios 

catallticos lndependient.;s; cada u~C> e~;~n cl~~{~1~'~i;E.r~·~;e9Uria alta glicosilación. 
-. :-:/ :- ' ' ;-,:;/ '·' 

Debido a que las disacarldas.:.s s~ri d.;'r;;¿;,;~I~ ac.;l;;r~dc), ~on lo que primero se afectan 

cuando se presenta ;; I~ :éJ~sry~tr}dl~~ ;¡:,;.;~eilli~:; J \J·~i~~ : de ,\as disacañdasas a la 

membrana· ~S · v~í'~-~·~bl~,;~:~¡~:-~f~~Ü~.,_~·~'/·~~~t·~~~aS· par:~-~~á·Ú~~·:·:;'.a ·:·Pesa·¡. '·del ·constante 
. -. ~ ': -·~-- .· '" ·~- - ;:,·.' ~ !,. 

recambio. p~~-1~ :~ue·_.·-~.~-"-· i_~-i:Cia~_m:~-r,-~~-::re~-~~i_d~S-da··¡~ Súperficié ée1u13r y-Posteriormente 

degradadas ~n el ;~rri.;'~ ~~t~~tiri'~1'&:'. , . , 
: . :¿~:·" ,,., 

~--~ ~-,:_:) ·-

La distribución ··de 1~,~-·: dÍ~~-~-~d'~-~á-~. 8. ¡~¿ '.1~rg~ de1 intestino en·- '~1 hOmbr~. se concentra 

principa1mera_te -. en :,·e1_ · :~yúno/;··d~'1de ~: 1~ \ ~.:cuvf~~~ :: d~~~~ ~a ""·_-1SCtaSa~··: saC:aras·a-~ .,. maltasa, 

isomaltasa y trehala,sa esaltaivá dlsrninuye;.;d.; en,.;1 lle.;n y es casi.nulaen el duodeno12• 

De esta manera el y.0yuno es el ~iti~ d¡,,·~ay~;abs.;rció.:(de 1;;5 di~aCá~cios' en el h~mbre, 
cuyo patrón de distribución es sim;iar ~¡ d~· la r~ta •. ··· 

3. Vitamina A 

Pertenece al grupo de las vitaml~as oleosolubles.· La forma activa de la vitamina A sobre 

la visión es el 11-cis reli;.;al y la .que tie~e Úsos't~r~péutlC:Os es la forma ácido 13-cis 

retinóico, la forma en la que se aimac .. na princlp~lme;.;te es como palmitato de retlnol. En 

un sentido nutriclonal la familia de la vitamina A incluye todos los compuestos naturales 
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que tengan la actividad biológica del retinal. Los carotenoides están incluidos dentro de la 

familia de la Vitamina A debido a que so·.:i nutricioñalme"iite acuVOs8 . 

La vitamina A dentro del oÍ"·~·~·ni'.s~c;·brOVi~rlE/dEi.é:i~s fuent~s. 'd~ 1a\/itarñina A preformada 

contenida en alim~nt~~ di! 6ri~e~';._'11;;;~1/'d.;I; ~~oi .. ~J y otr~s ~ar~Íe~~id~s pr~vitamina 
A contenidos. en . fuentes. de origen vegeta1'Y~,:¡¡bos -~~ri\b..rados de la: ~rótel.;a en el 

estómago y al igual que' 1.;ci~s i~-;. d~.:;;és ii~ici(,~ ;,'é,,; abso~bld6~ por la. par;;~· C:le1'1nt.;stino 
-,:: ,__ ·.. ., 

delgado y se' transforma~< en.parte de tos 'qulion11;:rÓnes e¡~.;· ing~e~an al torrente 

sangulneo. Desde :qui s~-~ Ío;,:;~d~~ p~~ ~I 'h(~.;,~'6.'~~rici~··~6~'ai~~~r"l~cÍ~-;. ~~:no r~tinit 
éster principalmente .;~ ~ ~éí~1á~ ~~~cial~·~ 11~;;,;.d;s '.• cé1~1a¿;· .. ~~~ .. 11a~a~:' ~a~a ·· ser 

transportado a otras pah-.;,s del or~.~nismo'; et ~ti~:oí ~~;une " ~IJ 'P,[~~~-~ p~oteina, la 

protelna ligante del · retiílol '(RBP. por ,süs: siglas eri. inglés) y· a· ofrá 'l'rotelna llamada 
; . ' . ' .,.· ·, . -. . ' ~. - , .. - . .. . --- .. ' - - . ' 

transtiretina (TTR por sus siglas er1. lnglé;.); ErÍ Í" me.nb,:a';;;,_ .::elular ;'el r.,;tlnÓI :'es. tomado por 
~- - - -~ . .::- - - ..•. --- ~- o~ 

los relinoides • (c0nocldas como CRBP. por sus siglas en inglés) que dirigen los' retlrioides 
';, ., :·': -: ·-,-~ ' -. -' -<' - . ' ~ .. -.. 

hacia enzimas especificas y, más importa.nte aún~ hacia el núcleo de la célula. 

Recientemente sé ha descubierto que en· el núcleo de las células hay dos conjuntos de 

tres receptores nucleares (conocidos como RAR y RXR por sus siglas en inglés). Estos 

receptores nucleares son activados por una fonna acfdica del retinol como el ácido 

retinóico (RA por sus siglas en inglés). En las células de los órganos 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 actúan como 

hormonas, tales como los esteroides y las hormonas tiroideas, con las cuales están 

vinculadas estrechamente. Es a través de este mecanismo que la vitamina A ejerce sus 

funciones, con la única excepción de la visión. En las células de la retina (conos y 
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bastoncillos) responsables de la visión. la forma funcional de la vitamina A no es el ácido 

retinóico (RA) sino el 11-cis retinal13
• 

3.1 Funciones de la vitamina A en.el organismo. 

Visión (n~che, di~~. colC:.r) 
:·--.. .'·.··:._ - ,_ ... ,:- . ' 

Integridad de úiS'-célÚlas ePiteliales'contra las infecciones 
' .. . ' ; •_' ~;;. ~- ;.,-': ·,'< " . 

Respuesta in.muri016gica 

Hemat~poyesi,; Y' 

Crecimiento .del esqueleto 

Fertilid~~ (f~menina y masculina) 

Embriogénesis 

3.2 Requerim.ientos de la vitamina A 

Equivalentes retinol (ER) diarios (1ER = 1µg de retinol) 

Niño 1 - 6 años 400ER 

Adulto 

Embarazo 

3.3 Deficiencia de vitamina A 

Mujer 

Hombre 

500ER 

600ER 

600ER 

Esta deficiencia aparece ampliamente difundida en los paises en vlas de desarrollo, 

considerándose un problema importante de salud pública. ya que afecta primordialmente 

a los niños-, siendo causal de daños oculares y ceguera, y del incremento de tasas de 

morbilidad por diarrea severa, sarampión y otras infecciones aún en aquellos niños que 

muestran un estado nutrfcional aparentemente adecuado, sin presentar signos cllnicos 
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especificas de deficiencia. esto es debido a que la vitamina A juega un papel importante 

en la integridad de los epitelios y _en el rTl:ant~nimiento de u~a función __ inm~nológica 

normal. la carencia de esta vitamina se asocia con alteraciones en la función de los 

linfocitos T, el deterioro del recafnbio de·epitelio en las mucosas_ y un aumento en la 

adhesión de las bacterias al epitf;lio 1:s..1s. 

Etapas de la deficiencia de vitámina A 

Subcllnica 

Reservas en disminución 

Nivel sérico en disminúción 

Metaplasla 

Xeroftalmía 

1. Que no produce ceguera 

2. Que produce ceguera 

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

3.4 Toxicidad de Vitamina A 
- ·-

A pesar de que la literatura contiene aprox.imadamente 2ÓO ieportés .de irltoxicación de 

vitamina A en el hombre, la Intoxicación rarament~ ~~urre:'-po/i~ lnge~tión natural de los 
. ····- ··-, .. ' .... ·j, .,. 

alimentos, a excepción de los obte;,idos -p~r_';,,1 c~nsumo"' d~ ·hlg-ad~/de' osos polares por 

los exploradores, o por la ingestión ~e :hlgad~ de pesc~dos ~¡¡~\j~n~~ la capacidad de 

almacenar una alta ca~tidad:de-vitamina A: La causa principard'~ l~·;;;~icidad de vitamina 
' o- - - • • _ _: ! ~ '.-· .;;., - ,-

A es el prolongado· consumo de suplementos vitamlnicos, frecuentemente iniciados por 

razones der~atológi_cas. La toxicidad aguda en el adulto requiere un·a dosis dentro de un 

rango entre 2-Smillones de UI o mayor. En los infantes una dosis menor o igual a 75,000 a 
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300,000 UI puede presentar signos de toxicidad aguda generalmente causada 

accidentalme:nte por una sobredosis o una suplementación incorrecta. La toxicidad 

crónica desarrollada.en pocos meses es comúnmente encontrada en infantes y niños. Los 
~ '. ' 

sfntomas_de 13 toXiCidSd aguda en el hombre son: dolores de cabeza severos centrados . ' . . . 

en la f~~~te_y_ ~J~.s~;:V~~i~o. somnolencia, náusea con vómito seguid~ de enroÍecimie_nto e 
.~ '.:'· ' . ' 

hinchazón_ de '1a piel con descamación. Los slntomas de la toxicidad crónica en el hombre 

son anorexia. dolores de cabeza, visión borrosa. dolor muscular después de hacer 

ejercicio, pérdida de cabello, erupciones maculoeritematos en los hombros y espalda, y 

una general sequedad y descamación de la piel, labios resecos y partidos, sangre de la 

nariz16• 

3.5 Métodos de análisis de la vitamina A 

Debido a su sistema de dobles enlaces conjugados, la vitamina A absorbe n:'~Y bien la luz 

ultravioleta. La longitud de onda en donde se tiene la máxima absorcióli y el coeficiente de 

extinción molar en etanol, respectivamente es 325nm y 52,480 pafa-.·au-trans- retino18• 
:.~ . '·. ·.-:.·_;._ -.. . ' 

Estas caracterfsticas espectroscópicas son utilizadas principalmente· eñ la cuantificación 

de la vitamina A y carotenoldes. 

Asl mismo los sistemas cromaiográficos también son viables en la separación de vitamina 

A y carotenoides'. El preces;, ;,;ás frecuentemente utilizado es la cromatografla liquida de 

alta presión (Hf>L6)8.'~;, ·¡~~':nsayos de niveles de vitamina A en humanos se usan una 

gran variedad de métodos bloquimlcos, fisiológicos, histológicos y cllnicos. 
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4. Cromatografía de líquidos de alta r.esolución (HPLC) 

La cromatografia en general. es un método utilizado -principalmente para la separación· de 

los componentes de una muestra. en la cU~~ estos .~e dist~buyeh e:n dos fases. _una de las 

cuales es estacionaria, mientra~ la ÓÍ~a se ~~~ve~ La·. fase .. _e~~~~i.C?~.ari·a puede ser, un 

sólido. Uquido reteni~o en Ún ~ólido _~'."Un gel .e~:pa:~_d~::~n ,~.:~a .. ~6.11.J~_;~~ e.xterldida como 

una capa o distribuida en forrTia dá""Llrl.1 · pEtncul3 .-fina.- La ·ta Sé· O:.óviÍ -pUéde ser gciSeosa o 

liquida. La separación ·se e:f~·~-~~.--::~e~·¡:~·~t~·:.:_u~~- gÍ~~--~-~~;i~dad -~e técnicas y las 

diferencias mol~culares en. ·-las· .. qu~'._::-~~·':~···fb-n~~,i-n~n-ta son muy diversas: carga. peso 

molecular. polaridad del enlace. potencial redox. pka y estructura de los isómeros o 

quiralidad17
• 

La cromatografla liquida de alta resolución (HPLC) no está limitada en aplicación por la 

volatilidad de sus componentes o por su estabilidad térmica. lo cual lo hace un buen 

método de análisis para materiales poliméricos, iónicos. polares. térmicamente inestables. 

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

más es que los detectores utilizados en el HPLC son no destructivos. por lo que facilita la 
- -·- . -

recuperación de las muestras dando la oportunidad de estudios·· espectroanallticos 

posteriores. 

>-:----.:· ... -· .-- . . 

En resumen, la cromatografla liquida moderna tierie ,ventajas.· como. por ejemplo: las 

columnas se pueden volver ... utilizár, el m.;estr~o p.;e~~ se~ autom~tizado: 1.; detección y 

cuantificación se puede llevar ~· cabo por .;,(.:;so d~ d~te~t~; .. ,. de ,flujo' co~tinuo, estos 

factores ayudan a mejorar Ja exactitud-Y p.recisiÓ~ ,d0J aiiáÍi~~s ~-ª~·,:'.: ·:· 

Existen cuatro tipo de cromatograflas en los que la fase móvil es un Uquido. Cromatograffa 

de exclusión, que se utiliza para solutos con masas moleculares s·uperlores a 10,000. 

Cromatograna de intercambio iónico para especies iónicas de masa molecular más 

13 
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pequeña. Cromatograffa de reparto se aplica para las ~species poco polares pero no 

iónlcas. además este procedimiento se utiliza muchas veces para la separación de los 

integrantes de una serie homóloga. Cromatograffa de adsorción :3ª elige COf'.' frecuencia 

para. separar especies no polares, isómeros estructurales y grupos de compuestos como 

hidrocarburos alifáticos de los alcoholes alifáticos 19
• 

4.1 Parámetros cromatográficos20 

Tiempo de retención (t,J: Es el tiempo que un salute permanece en la columna. Se mide 

desde el. tiempo de la inyección hasta la elusión del máximo pico. Es caracteristico del 

salute para condiciones de operación constantes. Auxiliar· en la identificación de los 

sol utas. 

Tiempo muerto (to): Es el tiempo requerido para eluir un soluto que no se retiene en la 

fase estacionaria. Representa el espacio vacfo de la_ columna. 

Tiempo de retención aju.stado (l'r): Mide el tiempo que el componente permanece en la 

fase estacionaria. 

· t',.= tr- ta 

Ancho del pico.: Ancho del pico. a _la .base (Wb) Es. la. proporción de la linea base 

intersectad~ por las tangentes al pico. Tradicionalmente utilizado en el cálculo de la 

eficacia del sistema. W 112 es. el ancho.ª la .. mitad del pico; .que es una medida más 

reproducible, adecuada para evaluar. manualmente la eficiencia del sistema (platos 

teóricos). 
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Número de platos teóricos (N): Cada plato teórico representa un· equilibrio de distribución 

del soluto entre las fases. El numero de platos teóricos de una columna representa . el 

poder de separación de la columna. 

N = 16(t,/Wb)2 = 5.545 (t,/W112)2 =: 2n [t,l(Area/Altu',"))2 

Altura equivalente a un plato teórico (H. A~P~,' ~~~~),' Es la medida inversa de la - \;,' ' ... 

eficiencia del sistema: H = UN; donde Les la longitud de la columna: ,. 

Factor de capacidad (k') Se define:C::omo-,la ra~Ón de' la_ cantidad de soluto en la fase 

estacionaria entre la cantidad -dé' ta~e. rTió~Ü· SI ;;·q~úibrio. 

k' = t',.I to 

Selectividad (a):' Mide las: diferencias relativas entre la interacción de dos solutos con la 

fase e~taciO~ari~~. ~~·· -~-~~~r mayor de a significa una columna más selectiva y mejor 

sepSración _en-tre soiUtoS. 

Resolución (Rs): Es la medida cuantitativa del grado de separación entre dos solutos. 

Rs = N 112 /4 (a -1/ a) ( k'z / 1+ k'z) 

4.2 Elementos básicos de cromatografia 

Con objeto de alcanzar un caudal de eluyente razonable con rellenos de tamaño de 

partícula entre 2 y 10µm, que, por otra parte son comunes en la moderna cromatograffa 

de liquides. se requieren presiones de algunos cientos de kg-fuerza por centímetro 

cuadrado. Como consecuencia de estas elevadas presiones, el equipo necesario para 

HPLC tiende a ser más sofisticado y caro que el que se utiliza en otros tipos de 

cromatografia. 
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Es necesario que se eliminen ~os gases disueltos en los disolventes qu.e s!'! utilicen en el 

HPLC, ya que interfieren formando burbujas en , la columna y en los slstei"nas de 

detección. Estas burbujas prOvocan.·ensancharÍiienti:,"de b-anda y a Í'n'enudo.interfiéren en 

el funcionamie.~t~ ~·el· dete6lor, ·~~- Pue.den úli.lizar ~egasificadoÍes o.-~rat~r lo~- disolventes. 

filtrarlos· (filtr~i ;,,illip~r~i::·· a~{~~·::~,~~ ~~h~od~·~¡~-,º~~ ·a,' -í-~Cipien~~: 
:i.:.'.": ') -

-;-;,-

E lución isocrátiCá:';'es-.'ú~a··!s~para·c¡ór{ q'úe -utiliza' ·~-n ·~-~~':º ci,!S"olvente: .· 

Elución con :grÍadieOte::: ~~~-g~~-té'té::aSO'·se·: útu'¡Z'an'·Ctas·:o ~treS_ SiStemas disDlventes con una 

polaridad,· siQ-r:¡ifiC8.ii~~:~·e.:it~ ::~i~~~~:~~~-~? Ü~~··-:-~~~--- qU-~:·~~~·iri1~;~~~~-:·~-~ · eiuSión, s9 varia la 

relación.: de.- loS : .. diS~-~~~~rités· -~~,{~f~;~-a ·.· ~~~~~~~~~~-{~· .:~~~~S ~.· ~~'~tinU-~m~nte y a veces 

medi~nt0-. un~·.'.~-~~~~~d~'.:~~~~~~ ;~~~-;~:~-~-~~~~~~6-6J~ fí~ci~~~~~·~ 18 :_e~ca·c~~'_:de la_ separación se 

aumenta nOtSbí~n:,enté·'cor1·este tiPO-de eiué:ión. 

'.' ·-.~ ·/";~ ::·(~-~: 
Sistemas d~,:~on{~e6:;_'_ 
Los req.;is-ito~-:~p;áil'u~ sistema de bombeo en_ HPLC sonrigurosos_e)ncluyen (1) la 

generación d.; presiones· por encima de 6000psl, (2) un flujÓ libre de-pulsaciones, (3) un 

intervalo de cáucÍal~~:de 0.1 a 10ml/min, (4) el control y la reprocÍuéibilidad del caudal 

mejor del 0.5 por-100 relativo y (5) componentes resistentes--.. la co"rrosión. 

Sistemas de invecclón de muestra. 

A menudo, el factor limitante en la precisión de las medidas en cromatografla de liquides 

es la reproducibilidad con que se puede introducir_ la muestra en la columna. El problema 

se acentúa por el ensanchamiento de la bandS :qué acompaña a la sobre carga de las 

columnas. Por ello. los volúmenes que se emPlean han de ser muy pequeños de unas 

pocas décimas de mililitro a tal vez 500µ1. El medio más simple implicaba la inyección con 

una jeringa a través de un elastómero. En las inyecciones a flujo detenido, el flujo del 
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disolvente se detiene momenténeamente, se retira el conector de la cabeza de la columna 

y la nluestra se inyecta directamente en el relleno de la c~beza de la columna, después se 

retira el accesorio y se vuelve a presurizar. Desafortunadamente la reproducibilidad de la 

inyección con jeringa rara vez es menor de un 2 o un 3°/o y con frecuencia es 

considerablemente peor. 

El método más ampliam_ente utilizado para la introducción de la muestra utiliza bucles de 

muestra. Estos dispositivos son generalmente una parte integrada del equipo 

cromatográfico y hay bucles intercambiables que permiten la elección de tamaños de 

muestra désde 5 a .SOOµI. 

Columnas cromatográficas 

Columnas anaHticas. La mayoría tienen una longitud entre 1 O y 30cm por lo común son 

rectas y se pueden alargar. El diámetro interno es a menudo de 4 a 1 Omm y los tamaños 

de particula de los rellenos más comunes son 5 o 10~tm. Se han comenzado a fabricar 

columnas de alta eficacia que pueden tener diilmetros que oscilan entre 1 y 4.6mm y se 

rellenan con particulas de tamaño de 3 o 5~lm. Estas columnas tienen hasta 100000 

platos/metro y presentan la ventaja de la rapidez y del mínimo consumo de disolvente. 

Precolumnas: sirven para aumentar la vida de la columna analitica, ésta elimina no sola la 

materia en suspensión y las contaminantes de los disolventes sino también componentes 

de la muestra que se unen irreversiblemente a la fase estacionaria. 

Columnas termostatizadas, can un control de la temperatura de estas columnas en unas 

pocas de décimas de grados centlgrados, se pueden obtener mejores cromatogramas. 
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Rellenos de las columnas. 

Los lipicos rellenos de particulas porosas están formados por microparticulas po~os_~s co~ 

diámetros entre 3 y 101-tm y con la menor dispersión posible con respecta a un tamaño 

determinada. Las particulas son de sílica. alúmina, de una resina sinté;tica de poliestireno 

-divinilbenceno o resinas de intercambio tónico, aunque la sflice e~ ~I mate!rial de relleno 

más común en cromatografia de liquidas. 

Detectores. 

Existen dos tipos básicos de detectores, los que se basan en la medida de una propiedad 
' ' -, .. . 

de la disolución que responden a una propiedad· del · efltente/'tál · é:omo el ·Indice de 

refracción, la constante dieléctrica o la densidad. que se··;;,odifi6.,· por'l•a ~resencia de los 
· .... , 

analilos, y los detectores basados en una propiedad del soluto que responden ª.alguna de 

las propiedades de este, como la absorbancia en el UV, ·fluorescencia,:o ·corri~rlte.llmite. 

Los detectores de absorbancia son los más usados en HPLC, mUchos de estos 

detectores son dispositivos de doble haz, en los que uno de los haces pasa por la cubeta 

de Oujo y el otro a través de un filtro que reduce su intensidad. Para comparar las 

intensidades de Jos dos haces se utilizan detectores fotoeléctricos contrastados. El 

cromatograma consiste en una representación del logaritmo del cociente de las dos 

señales detectadas en función del tiempo. También se utilizan sistemas de un solo haz. 

En este caso las medidas de intensidad del disolvente se almacenan en la memoria de un 

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

Detectores de fluorescencia para HPLC son semejantes en diseños a los fluorómetros. la 

fluorescencia se detecta por medio de . un detector fotoeléctrico colocado 

perpendicularmente respecto al haz de excitación. Ú:,s detectores más sencillos utilizan 
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una fuente de excitación de mercurio, y ·uno o más filtros para aislar la radiación emitida. 

Los instrumentos má,~ . sofisticados consisten en una fuente de radiación de xenón y 

emplean un monocro~ador de red para aislar la radiación fluorescente. Una ventaja de 

los métodos_de fluorescencia es su alta sensibilidad (1x10 .. 2 ), que resulta ser de más de 

un orden de magnitud mayor que la de los sistemas de absorbancla. 

4.3 - Cromatografía de reparto. 

Este tipo de cromatografla se puede subdividir en cromatografla.,l/quido-llqu/do y 

cromatograffa de fase unida qulmicamente. La diferencia entre estas· radica en la forma 
•·'"' ', 

en que se retiene la fase estacionaria sobre las partlculas soporte cle(reri;>;,o.:-· En lfqÚido-
. ) : '; ~ ".: ... ,.,~ ,,,~ ' . . .'- . . . : . ' : 

llquido, la fase estacionaria llquida se retiene sobre la superficie del soporte_ por __ adsorción 

física·; en fase unida qufmicamente, la fase estacionaria se -un.;·i:qur~iCa·m-énl0- a la - -

superficie del soporte. Los métodos liquido-liquido tienen la de~;,;,,;,t~J~-,d-~ ,,;·Pérdida de 

fase- esÍacionaria por disolución en la fase móvil, lo que h~~,-~e6~-5~r¡-~.:~.·~·n;~~i1stanle 

recubrimiento de las partlculas del soporte. y el problemá~:_-de -¡a·_so;;~i)¡¡¡';;¡-~((~e la fase 
. . ·« . .' .. - .. _•' 

estacionari~/~10· que impide el uso de la elución con gradient~~ r. 
En cromatograffá C:le reparto, los soportes para casi todos los rellenos de fases unidas 

quimicamente·se preparan con silice rigida o composiciones constituidas básicamente por 

silice. Estos sólidos están formados por partlculas mecánicamente resistentes, porosas y 

uniformes, con diámetros de 3, 5 o 10µ. La superficie de la silice totalmente hidrolizada 

está constituida por grupos silanol quimicamente reactivos. Los recubrimientos de fase 

unida qufmicamente más utilizados son los siloxanos, que se forman por reacción de la 

superficie hidrolizada con un organoclorosilano, con un grupo R, que puede ser un alquilo 

o un alquilo sustituido. 
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En relación con las polaridades relativas de las fases móvil y estacionaria, se distinguen 

dos tipos de cromatograna de· reparto, I~ cromatografia en fase n.orm81; en donde la fase 

estacionari~ es de elevada polarid~d. ~mo po(ejemplo agua o ·trietnenglicol soportada 
. . . _:: .. -.. >_ . : _.·-. ._-..:.,, -··: _ _.-

sobre partículas· de silice. o alúmina;~ __ y. como:.fase. móvi(se empleaba un disolvente 

relativamente apÓlar como h~~an-~-:~--i¡O~ropil~te~~---E~:·:·¡~--croril~·~-~rafi~··:de fase· inversa la 
- .- - -.;):,----{<· --- ·-·· ---- - - .. -. ·-

fase estacionaria es r:i~·palar~~cO~ !Íe~l.1~'1ciá,se_t~St~'-de'_ Ur:a: tÍidro"CárbÚro, y la fase móvil 

es relativamente polar:(co~-6·-~·1··~~--~~~~~-:~~¡~~~1}-~~~~on·¡~;¡¡~'). En cromatografla en fase 

normal, el compone0~~·-:~·~~6~,.;:bo.J~~-.-~~-.:~1J~·~, ~'.~i~~;~'./J~-~ido. a ~ue· relativamente es el 
,_. :+ .-. - - ... 

más soluble en la faSe' m~óVÚ.:: ~/ü~' ;u~~~tc;- e·,;· la P~tarid~d de la ·fase móvil provoca una 

disminución en el tié~p~~:-~~ ··~:~·~iJ:~·iÓ;:.·;"":~~/-c~~l;a~~~e. ·en los métodos de fase inversa 

aparecen primero.:lo~~:~~~:á~~:~-~t~~~-~á-~:_·p~~~~~s.·y ~n aumento en la polaridad de la fase 

móvil aumentá el u;mp·6· d;:~·'¡J~¡¿~-~ ".-

Los rellen~s-~e-:fa~e~.U'1id~:-QU!~_iC:a!ti0~ie- se·clSSitú:an como-de fase inver_sa- cuando el 

recubrimiento'~:enl~z~ºdO):ue~e·:-~:un·--~·c"aJact0r_:;·_n~;~ polar, =:·Y ___ de· f~se· normal .cuando el 
_,,,.-:,, 

recubrimiento conliel-le ·gn..poS-furii:ian~tes--po1Sre·s. -'. 

'-_._ - ···.·. - -, ' ·. 

intermoleculares existentes entre los treS particiPant0s activOs en el proceso; el salute: la 

fase móvil y la fase estacionaria. Estas fuerzas intermoleculares se· describen 

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

Al elegir una columna para la separación por cromatografía de reparto, la polaridad de la 

fase estacionaria debe de ser bastante similar a la de los analitos. y para la alusión se 

utiliza entonces una fase móvil con polaridad considerablemente distinta. Una vez hecha 

la elección. se debe de realizar una serie de ensayos tentativos obteniendo los 
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cromatogramas con varias fases móviles hasta que se llegue a una separación 

satisfactoria. 

Los disolventes que más interaccionan con los salutes a menudo se denomina disolventes 

<<fue,rtes>>_:._a.Cti~~l-~~ri~~~ .. ~:p~1Í~~~S>.:.~e han desarrollados varios Indices para describir 

cuantitativamente: la_-·polarÍdad_ ·d;.': I;,~ disolventes. El más útil para la cromatografla de 

reparto p;;¡reC;;_6"éi el lnclÍc;; de· polaridad P. Este parámetro se basa en las medidas de 

solubilid-~d 1 p~-~- ;-,~~ _ -;~~l~~-~~~.,_··~~--_-Cuestión en tres disolventes:-· di0Xano (un aceptar de 

protones de clÍpol~-·~¡~i1);:~iro;..;etano (un aceptar de protones dipolo intenso) y etanol (un 
-., ,;r,>;;' '·i '.', ~ 

donador de- protÓnes'i:fe·· dipolo intenso). El lndice de polaridad es una medida numérica 

El lndice de ·polaridad P .:a'de una mezcla de disolventes A y B viene dado por 

~ .. - -~. . -- '-, -

Donde PA y Pe ·son los lndices de. polaridad de los dos disolventes,. y </IA y(>a son las 

fracciones de volumen de cada uno; 

La forma más fácil de mejorar la _ resolución :crC>n:!'1t()grá~ca_~ de dos ·. especies es 

manipulando el factor de retención /<'. ef ~uéi p;:.;.d.; a ·;¡.~ --~·;;,-¡_ n'i~diricarse. cambiando el 

Indice de polaridad del disolvente. En e~te ~s.;; el ~j;:.~;e de,P'. s~ consigue con facilidad 

utilizando tases móviles consistentes éil ·m~z61'~~·-~-~---~~:~ ·diS01~~ntes. 

Muchas veces en las separaciones en fase inversa, se emplea una mezcla de disolventes 

formada por agua y un disolvente- orgánico_ polar. El factor de retención se manipula 

entonces fácilmente variando Ja conce,;ifación de agua19
. 
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En muchos casos, ajustar k' a un nivel adecuado es todo los que se necesita para .una 

separación satisfactoria. Sin embargo. cuando todavfa se superponen bandas. se ha de 

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

4.4 Validación de métodos analiticos 

Un método anatltico se define como la descripción de la secuencia de actividades~ 

recursos maie_~ales y parámetros que se deben cumplir, para llevar a cabo el análisis de 

un componenté .especifico de la muestra. 

La va;idación d'e¡ un mét~do analltico es un proceso por el cual ~e demuestra; por estudios 

de laborat~ri~.'c~ue:la capacidad d~I método satisface 1o's requis.itos:pará l_a aplicación 

analitica deséacia'.'e1_ obieu.:.o· de _1a'_validaclón de los métodos anallticos es la de proveer 

datos anal!ticos de:calidad.corioclda. 

- ,_ -:;:·>,~).-"( ,.;._ -
Parámetros d8°des-~;;,k-~fi~_.~-: ·- .---

·:.- : .-·/--::- .·., 'o ·, ;~--;--- - :: -~- :,:,:. 

Selectividad: Es ·la capacidad de un método analitico para diferenciar y cuantificar 

el ana~i~o .. ·_·en .-.--~~~~-~~~~~-~·-~~.~-~- ~otr~.~ C?onstiluye~te~""'-·en >1~ _ ~:u_e~tra, y se refiere 

directa~ente a:I.; .,;;~acidad del método para producir un~ ré'~p¿~sta para un solo 

analito. Se: ~e:i,·u~st.:a ~~allticamente trabajando con blancos, placebos (matrices 

usadas), produ~to~de degr.;Í:tación o metabolitos. 

LineéllidSd:- (~:~~~~-~ji~ad es la proporcionalidad que existe entre la concentración 
.:.-··. - - " 

de un· anali.to. •/la respuesta que genera. Se utiliza el modelo de la ecuación de 

linea reda (y=mx+b) para su evaluación. Se realiza por triplicado. 

Se deben de evaluar la linealidad del sistema y la linealidad del método. 
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Linealidad del sistema: es la proporcionalidad del análisis de estándares de referencia en 

el sistema de cuantificación
1

, permitiendo obtener. curvas de calibración. Las curvas de 

calibración se preparan con al menos 5 ni~~leS de Concentración del estándar, cada nivel, 
,-,,· ' 

al menos por triplicado un dla y otr.o triplicado el segundo dla. 

. /" :'. . - I-: _ ........ _.:~: _ ... .:- .. . ' 

Linealidad del método/~;. .:; '~~~~~~~~ie~:6. e~tre. Ía concentración del compuesto de 

interés, en la muestra,·.; la.-Í~sPU~st;¡· ~bt·e~lidá._d~-scrito mediante la ecuación de la linea 

recta. En e~t~. pun~o.·-~.~-~~:~:~.~á·~,~~~--~~-·{-'mei~d~;~ta _involucrada e!" la preparación de la 

muestra (extra~ción~·puri!icaCiór:",·.formación de derivados, etc.) 

' - ... , .. 
Precisión:· Es rá' ·concordancia· entre dos o más valores obtenidos de la misma 

aplicación. · Se' .. realizan< mediciones' individuales;· ··s 'determinaciones por 
-,·, : :· '• ·-.· , 

concentración, ~,;· ~inimo d.;- 3 ·concentracione~~· 'estas concelitr~~iones deben ser 
' . - ... ,· ··: .-:.- ·' .. ;.:· 

difere.ntes a 1Ss -u-tií1Zadas -en la c~rva de,_ -calib_raciórl~· ·~:~~-:deben- incluirse en el 

rango. 
~ ·-

Reproducibilidad: eS la concordancia entre -dos o más. valores obteOidos en días 

·-·,_:. :,·::;}· 
-.:,,_-~' -~>'::'. ·~<-:. . 

RepetibiHdad: Es la c~né:Órdancla}intre dos o ;,iás ~~lar"'" .obtenidos en un mismo 

dla. 

Exactitud: Describe la fidelidad de resultados obtenidos de prueba,. obtenidos por 

el método para el valor verdadero del analito. Se determina por réplicas del 

análisis de muestras conteniendo cantidades conocidas del analito. Un mlnimo de 

5 determinaciones por concentración deben desarrollarse para un mínimo de 3 

concentraciones en el rango de trabajo. 

Limite de detección (LOO): Cantidad mlnima detectable por el método analltico. Se 

determina mediante A) alcance visual: hasta donde se puede detectar la señal del 
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analito nlediante diluciones sucesivas. B) Nivel de ruido: Variación debida al 

instrumente que se usa, pueden emplearse para medir una respuesta del analito, y 

diferenciarlo de la señal del instrumento. C)lntercepto y pendiente, que es el punto 

donde se une la curva con el eje de las y el grado de inclinación de· la curva. 

respectivamente 

Estabilidad: La estabilidad del analito en un fluido biológico .es una de las 

condiciones de almacenamiento, de las propiedades q~(~iCa~:·~el ~nSlitO·Y del 

contenedor. Se demuestra que la muestra permanece sin cilmbias· -:' 

Robustez y tolerancia: Los cambios están controlados, c&~~i~~·:·d~:¡·¡~~~~¡~",, para 
""• •"··"··. , 

seguir manteniendo respuestas aceptables. La tolerancia _·Se refi~~~ ~ ~~bio~ no 

controlados; debe de hacerse durante el desarrollo del métodÓ·:analltié::o: Para 

evaluarse en el HPLC, los cambios que afectan la respuesta son efflu]o; polaridad 

de la columna, de la fase móvil; diluciones2
'. 

5. Hierro 

El hierro es un micronutrimento indispensable para el organismo humano ya que participa 

en gran variedad de procesos biológicos, tales como la eritropoyesis, en donde interviene 

en procesos de división celular y slntesis de hemoglobina, además 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 

metabólicas incluida Ja respuesta inmunológica22• 

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 absorción del hierro .. El hier~o se absorbe principalmente en el 

intestino delgado. aunque una parte· puede absorberse en el estómago. La cantidad de 

hierro que se absorbe de los alimentos puede · vañar. en~re <1 a <50%1, la cantidad 

absorbida depende del tipo de alimento consumido y la 1.n.teracci6n de dicho alimento con 

los mecanismos de regulación en la mucosa intes~inal, que,,~efleja la n~cesi~ad fisiológica 

de hierro8. 

Con respecto a la dieta el hierro heme y no hemo .. se absorben de diferente manera~ El 

hierro no hemo consiste primariamente en sales de hierro, que se encuentran 

principalmente en plantas y productos lácteos siendo esta la forma más abundante de 

hierro en la dieta. es decir > 85°/o. La absorción del hierro no heme está fuertemente 

influenciado por su solubilidad en la parte superior del Intestino delgado, es decir que su 

solubilidad depende' de la cantidad de potenciadores de solubilidad y la cantidad de 

inhibidores qu~ .~.~y~~ co~·~u~ido en su dieta. 

El hierro henio pro~i~·ne'·'¡,~ncipalmente de la hemoglobina y la mioglobina de la carne de 

res, pollo o peseado.:·~~nqu~ila cantidad del hierro heme consumida sea más pequeña 

que la cantidad.'~e hferib' __ ;..o heme;_ el hierro heme se puede absorber de dos;.; tr;;s veces -

más rápido q~~·::~l ~h·i~i~c;·~~~·.-·hem~~- y es menOs afectado por otros constituyentes de los 
' .· - <;,,~:, ':.·-: ~> ... -

alimentosª. 

Se conocen u;,' gran n~-~-~~~·-de factores que potencian o inhiben la absorción del hierro 
·,_· __ ;·._,_ -.. -.·.,.-.' . 

no heme. Sola_mente_.el_hierro inorgánico de la dieta se absorbe en cantidades que tienen 

significación nUtritiv8, Y mejor si está en forma ferrosa que férrica. Es por esto que 

sustancias reductoras como el ácido ascórbico. favorecen su absorción. Como inhibidores 
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de la absorción de hierro tenemos compuestos como el fosfato de calcio. fibra, ácido fitico 

(presente en granos no procesados) polifenoles (presentes en tés y algunos vegetales)6
• 

La entrada de hi0rro ··al cuerpo está regulado por las células de la mucosa del intestino 

delgado, P9r~_el ·;ri~~·~isi:no por el cuál la absorción es regulada permanece incierta. 

El transporte del: hierro 'desde la hemoglobina o desde el intestino delgado hacia los 

teji~os, ~stá ~~o~p~~~do por la protelna transportadora del plasma, la transferrina,.,Esta 

proteina entrega hierró .a los tejidos gracias a los receptores especificas de _la tra.nsferrina 

de la membrana ·celular. Los receptores unen el complejo transferrina -hierro a la 

superficie d.; la célula y lo acarrean dentro de la célula, donde el hierro es liberado. 

Los principales compuestos de reserva de hierro son la ferritina. que es un complejo 

soluble prot~lna·hierro. que contiene un 20ºM de hierro. y la hemosiderina, que es un 

complejo insoluble que contiene 35°M de hierro. los cuales están presentes primariamente 

en el hlgado, células reticuloendoteliales y en la médula. Cuando se almacena en fonna 

de hemosideñna es porque la cantidad total de hierro en el organismo supera la que 

puede contener el fondo común de proferritina. Evidentemente la absorción de hierro está 

influida por el estado de las reservas del organismo. Al parecer el hierro de la dieta pasa 

al interior de las células del epitelio intestinal en forma de quelato con fructosa o sorbitol o 

con algunos aminoácidos8
• 

5.1 Deficiencia de hierro 

La deficiencia de hierro es una de las más comunes deficiencias nutñmentales en todo el 

mundo, afectando principalmente infantes mayores, niños pequeños, y mujeres en edad 

de tener hijos. Los niños pequeños son los más susceptibles a esta deficiencia debido a 
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que ellos requieren una cantidad relativamente mayor de hierro por su rápido crecimiento 

durante los primeros_doS años' de vida y su dieta usual es baja en_h.ier~o a menos de qu0 

sus alimentos sean . suplementados con este nutrimento. De: .. acueÍdo .. a ~:estudios 

anteriOre~. ap,rOxim~d·a~~~~e el 5º/o de los niños entre· 1 y 2 ¡;.i\o·s. ti~~~n ~Vid~~'ci~s de 

tener deficiei1«:ia~·¿de hi.~rro según pruebas bioqulmicas y la mitSd d~ ~~:~~~~son ~~éniico~8-: 
La anemia pO·r'de~ciencia de hierro retrasa el desarrollo mental y ín~~u,r~~i~~-~~1_-irÍfa.:..te e 

( .. - ,· <.-, ;·:_. 
induce apatfa y_ disminución en la exploración de su ambiente físico y social. En el niño de 

edad escolar, la anemia altera el desarrollo cognoscitivo y limita el rendimiento escolar. 

Las mujeres adolescentes están en alto riesgo de deficiencia de hierro debido a la 

combinación del rápido crecimiento y la pérdida menstrual de sangre. En el adulto, limita 

la capacidad de trabajo intenso y constituye un obstáculo para el avance social de las 

personas afectadas y sus familias. 

Todos estos son reversibles con los tratamientos adecuados 15. 

Etapas de la deficiencia de hierro 

a) Reducción en las reservas de hierro 

b) Redu=ión del abastecimiento del hierro a tejidos 

c) Incrementa la variabilidad del tamaño de las células rojas 

5.2 Toxicidad del hierro 

El potencial tóxico del hierro deriva principalmente de su propiedad biológica, la habilidad 

de existir en dos formas de oxidación, Fe2• (forma ferrosa) y Fe,. (forma férrica). El hierro 

sirve como catalizador en las reacciones redox, donando o aceptando electrones. Algunas 

de las reacciones redox. cuando no están moduladas correctamente por antioxidantes o 

sustancias quelantes de hierro, pueden dañar tos componentes celulares como ácidos 
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grasos. proteínas. Y. ácidos nucléicos. Un gran número de desordenes de salud están 

relacionados con la exposición a corto o largo plazo del hierro en cantidades que exceden 

la capacidad fisiológica _de protección contra su reactividad. 

La toxicidad _aguda por hierro es casi siempre debido a. la ingástión' accidental de 

medicamentos que. contienen hierro y ocurre frecuentemente en ·~-~~-6~) ~a~: i~toxicáción 
: :· ,''":· .:·' -'. (:· 

severa ocurre después de una ingestión mayor a o.s g de hierrO o 2.5 g de sulfato terroso. . .· --~ ' -_ -. __ :~·-·. ' < ·,._-.··:··.: :.::·,·. 
La intoxicación se manifiesta con vómito ensangrentado -debido 3 13 'utceracióii .del tr3cto 

gastrointestinal, esto es seguido de signos de shock y aéid~~is met¿~~l;~.:,.'d~~~'hepático. 
Efectos posteriores Incluyen falla renal y cirrosis hepática. , 'L~l~xi,~ld~·~ 6~~.~i~'de ·~!erro o 

la sobredosis de hierro en el adulto es un problema rn,ás c~mún.: Ex,lstel1' tres ;,las por' la 

cuál puede haber una acumulación excesiv~- ·~~ hie~~c;/e~-~ ~J ."6;~~-·~~-i~~~¡·,:~-~;:~ri~~ra -una 

hemocromatosis idiopática debido a uná absoré16n (~11~/,:,:;~I ;'cie( hierro erí el tracto 

intestinal. La condición pude ser genética,· la segunda'caUsa:posible' de sobredosis por 

hierro es el exc~so d~ ~ierro en la,die;a: ~ist'.'~,~~~~,.,e~;onidico;e-., el qu~ el este se 

debe a inge~ti6~ e~~e¡i~~ ~-e·,~~~i~~~~l~~-::~-,i~:~.i~~::~~~~~,.~~iii~~~~,-~i~T~~;~/:~~- terc~ra 
causa es .Por.·'~1. í~~·~~.~n:.1;;;nto~,~~Qií1~r de_ tránsfu~ión·_-:.S8n9Uln,e~;- -~~~:Slmerí_~~: !lamado 

siderosis .tra~sf~Sion~l:teri;:-i~:·t~~icid~d .CrlJrlica p'ar tlierro e1 COntenido":de·',·.~~eirC> en· .el 

organismo aumenta c1.; .;ntre 20 y 40 g. La mayorla del hierro en exceso está en forma de 

hemosiderinS.' L~; ~~~~~~t~a~ione~ más ~-Itas se ené:úentran en las células parenquimales 

del hfgado y pánC:r~ .. ~.'-,~~¡ como en l~s ó~~anos endocrinos y corazón. El hierro en células 

reticuloendoteliales ·. (bázo) es muy alto en el caso de las siderosis transfusional. Los 

efectos locales más !, severos. por el envenenamiento por hierro es una necrosis 

hemorrágica del tracto gastrointestinal que se manifiesta por vómito y diarrea con 

sangre23
• 
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Los slntomas de esta enfermedad incluyen debilidad y pérdida de peso, dolor abdominal, 

agrandamiento del higado, y eventualmente una cirrosis del hlgado24
• 

6. Efecto sinérgico entre la vitamina A y el hierro 

Los estudios epidemiológicos indican que la deficiencia de la vitamina A y la anemia 

coexisten y que hay una asociación significativa entre el retino! sérico y los indicadores 

bioquímicos de los niveles de hierro25
• 

Se ha demostrado. en estudios anteriores26 que los .adultos .. humanos · depletados de 
. . . . ' . . . 

vitamina A desarroti~ba_(:t··~~e~ia que respondia a tratamie_~ÍÓ:~--ci~
1

~ hi.erro solo después de 

mejorar sus nivete~-,de-·~ila~i~a A. .. También ~;_·,~,~:~-~:~lr~~-qü·e;~·Í. ~~_'P1.~~entar las dietas 

con vitamina A en personas que presentan a~e·m1a··--d~b~i· CóinO ··re~~itSdo un incremánto 

en los niveles de hemoglobina y hierro sérico, por\o~ue ~i. p~r~e~t~j.; ,de saturación de 

transferrina también se vela aumentado, es deCi,f·;-la __ ca,~_~i~~é(~e ~¡e~r?-l1~Vado a ~ejidos 

del cuerpo. La magnitud de los cambios en eSloS-cl::láiá·n:,-e\~6~ -_de. hi~-rro: se Ve potenciado 

cuando las dietas se suplementan con hierro Y' ·~Ít~~Í~·l~ A. 

Se realizaron diferentes estudios6 sobre la interacción de varios micronutrimentos en la 

absorción de hierro en dietas, especialmente después de 1993 cuando empezó el 

programa nacional de fortificación de las harinas precocidas de malz y trigo con hierro y 

vitaminas. 

En dichos estudios se encontró que la vitamina A y los ¡3-carotenos, precursores de la 

vitamina A, jugaban un papel muy importante en la absorción de hierro, especialmente en 

alimentos que tenian un alto contenido de inhibidores como fitatos y polifenoles. No se 

conoce con exactitud el mecanismo de acción de la vitamina A. 
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La población con bajo nivel socioeconómico de Asia, África y Latinoamérica t~ene dietas 

de baja bi~disponibilidad del hierro debido al alto consumo de cereal~s; legumiOosas y 

tubérculos. que contienen una gran cantidad de ácido fftico. La fortificación Con vitamina A 

puede prevenir la deficiencia de este micronutrimento,· pero tambié~ 'pu~~e pot9n~iar ·la 

fortificación de hierro. 

7. Evaluación Biológica 

A través de la historia, los estudios con animales· han contribuido erl'ormemente ·a la 

comprensión de las funciones fisiológicas y bloquimicasde Íos nut~,;.en;o~. 6entro de las . . ' -
ventajas de uso de animales de laboratorio se ~ncuentra que: l .. ~et.;dologia es más 

flexible que la que se puede utilizar con los h'um"a~c~s;.:~~- q~~--~~ I~~~ t~:~~r control sobre 

la dieta cuantitativamente. Además '-¡~ g~-nétiea ·-·~-, el ; ambiente son controlables, 

permitiendo la evaluación cÍeva'riabl;;sesp~cít~,;.2,7;~:• 

Los métodos· de evaluación 'de' ta ·:Uda~- n-~·tricionai de las p'roteinas deben evaluar tas 
. ·' . 

funciones principales de tas· protetri-~s com~'-son la sintesis· de proteinas tisulares y el 

mantenimiento corporal. 

Los métodos biológicos para determinar la calidad protelnica, generalmente se dividen en 

dos grupos principales: 

a) Los basados en la ganancia de peso corporal y 

b) Los basados en la retención de nitrógeno. 
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Existen factores que ejercen influencia sobre los resultadas de algunos bioensayos como 

son: 

Edad y sexo del animal 

Cepa 

La calidad y cantidad de protelna 

Tiempo de experimentación 

Condiciones ambientales 

7 .1 Relación de eficiencia proteinica (REP) 

En 1919. Osbome. Mendel y Ferry29 introdujeron el concepto de Relación de Eficiencia 

Protelnlca (REP). el cuál es el procedimiento más utilizado dentro de las pruebas 

biológicas en la evaluación de una fuente de protelna. Generalmente se acepta que el 

incremento de peso de ratas destetadas alimentadas con_ una dieta, bajo condiciones 

estandarizadas. provee una medida confiable del valor nutritivo de una protelna dietética. 

Las condicio.;es para la determinación de la .RE~_:fú<.ron rep.ortadas por la Asociación 

Oficial de Qulmlca.Analltica (AOAC)30 e 1.;cluyen~ei e'mpÍ.;o'C!<. ciiétas, animales y duración 

de una prueba .estanda~'1d.º.'.'·; : 
~-;.'.:1} '" 

L¿;:_ , :-:~~;-~'.:~:~~~::i~ 

Para poder detectar pequeñas diferencias en la calidad de la protelna es necesario una 

estricta estandarización del procedimiento experimental. las condiciones climáticas son de 

las más importantes. La temperatura del 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 estandañzada, teniendo como prerr~quisito utilizar animales 

sanos. La diferencia de peso en el peso inicial de los animales no debe variar en más de 

109. 
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Este método es el más simple para evaluar la calidad de una proteina. se calcula a las 

cuatro semanas y se define como: 

REP =ganancia en peso (g) I proteina Ingerida (g) 

La critica más fuertemente hecha a la REP es que considera que toda la protelna ingerida 

es utilizada para el crecimiento y no toma en cuenta la protelna necesaria para el 

mantenimiento de los sujetos en estudio29• 
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IV. METODOLOGÍA 

1. Diagrama general de la investigación 

35 ratas recién 
destetadas 

Llevar control de peso 
y alimento ingerido 

Sacrificio de 15 ratas 
(5 de cada lote) a los 
28dfas 

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

,1.1efoc/o/ogí;¡ 

Lotee 
Desnutridas + 
viLA +Fe 

REP 
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Determinación de 
actividad 
enzimática de 
dlsacaridasas 

Determinación de 
hierro 

1\Jet0</ologí.1 

Determlnacl6n de 
hemoglobina 
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2. Descripción de la metodologia 

2.1 Bioensayo 

El ensayo biológico se realizó con 35 ratas macho, de la cepa Wista~ con una edad de 21 

dias. recién destetados, y con un peso inicial de 40 g con. una vari~ción. de ± .10 .g .. Se 
' ' '' ' .. . ' ; . . . - ~ 

pesaron y se distribuyeron en siete lotes de cinco rata-s cada uno pOr e1 'método 'de culebra 

japonesa, que consiste en que una veZ ~L!e·' ~e:·:~r.~~,·n:~~..Í~-9- ~~-~~~ :~~~ -~~s ~~a~: ~t;' rneri~-~ a 

mayor, se distribuyen en zigzag enír.;' los' ·g¡.;,posA.a dlferenC:1á'd.;I peso promedio entre 

los lotes no debe . ser mayor. a . 'I; g. : Se foornÓ. eÍ' 'giüpo';; siet;! para . realizar las 
' ' • ' ' > ' - • \ ' ' '., '• '··'''e" ~. -~\ ' " '• " '• ,,, ' .'' • - ,' ' ' - ' 

determinaciones . lnÍ~iales de herllogl;;biná.' hle..,:o: e;; . 6,:93¡:;;;,¡ y' actÍyidad. e~zimática de 

disacaridasas del e'xl>eri;rie'~t.;: ei ~.;~t;; ele lo~ a;;im~les (n ',,; 30) fu~~º~ ·~lirn .. ntadas con 
. - -~;''. 

las diferentes dietas ex~i'iméritales. : • 
;>:.··· 

Las dietas que se utmzSrOO .dU:..Sriie-eSté biÓerlSayc:>" fueron las sigÜientes: 

•:• Dieta A. Al 10%,de p_r.;teina .;.)n un :~ont.;t1;d;; energético de 430 Kcal/100g de 
·;>:· ::·.-.. :>,/ .·:'.:~->_.- .. ::_.::~·· ' 

•:• ::::n~~· ~I ~~~~~-~~~~~/na ;e eon~un :~1nt~nido energético de 250 Kcal/1 OOg de 

alimento y ~~·n mezcla· de\/ita'Oiinas y riíinerales a la mitad. 

•:• Dieta C. lg~',.í q.~ í{di¿t~ ~. p;r~ ~dl~ionado con Vitamina A y hierro 

En las tablas 1 - 3 se .muestra Ía ~.;:.posición de cada una de las dietas. 
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Metoc/ologí.;i 

Cuadro No.1 Dieta A. Control al 10% de protelna (430kcal) 

Ingrediente % 

Caselna (89.19%) 11.2 

Sacarosa 22.0 

Dextrina 25.0 

Dextrosa 19.0 

Manteca vegetal B.O 

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 protelna (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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Mefo</ologf;i 

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

Ingrediente % 

Caselna (69.19%) 6.73 

Sacarosa 15.06 

Dextrina 17.14 

Dextrosa 13.03 

Manteca vegetal 2.66 

Aceite de malz 2.14 

Mezcla de minerales 2.0 

Mezcla de vitaminas 0.5 

Vitamina A (266.000 Ul) 0.02035 

Hierro 0.150 

Celulosa 40.35 

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

forma: 

Grupo 1. Dieta A alimentado por un periodo de 28 dlas .. . , .'.,', ·.·'_ 

Grupo 2. Dieta B alimentado_ por un perlod.,;,c:le 28 ·dlas 

Grupo 3. Dieta e alimentado por Uii perlC>do de 28 dlas 

Grupo 4. Di.;ta A alirl'lentado por.un ""riada de 56 dlas 

Grupo 5. Dieta B alimentado por un peñodo de 56 dlas 

Grupo 6. Dieta e alimentado por un periodo de 56 dlas 

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±1ºC). Una vez que 

se fonnaron los lotes. se le colocó a cada animal su respectiva dieta. previamente pesada 
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y agua ad libitum. Como las ratas tienden a desperdiciar alimento. se les colocó una 

charola de papel debajo de sus j~_ulas. para poder recuperar el alimento que, tiren y 

considerarlO dentro: del· p~so del·-alimento no consumido. Durante el ensayo se llevó un 

control del pes~ y\:lel·,~¡ime.:.to Ingerido cada tres dias. 

Después 'de 28 di~~ ~e:~~;;~fiC.:~o;, las ratas de los grupos 1, 2 y 3 y a los 56 dias de 

ensayo 50 :'saérifi~'iQrl r:l(;~··g-~~~; 4;, 5 ·Y_.6. 
_-· .'" .. <; .,.;·_,:o: :1-::."·~-;'' -:\', ' .. ·'.· .,-··> 

Antes dé Sacrificar.a 10s'3nfma1~s-se dejáron en aYuno de· 12 horas, con el fin de disminuir 
/ -,í 

las variacio~'és -e·n_ 1~ ~ciivid~d ~~·nzir;,áii~ p~r la pr.esenciS de ~nrr;é'nto. -

Antes d~:: ~~-~rifi~r a I~~- ;.~¡~~:-.se del~~i~Ó-el contenid~ ~~ h:~~oQIObina_. obteniendo la 

sangre a partir de la cola, posteriormente se sacrificó a la rata cortándole la yugular para 

obtener la mayor cantidad de sangre posible, durmiendo antes a la rata en una cámara de 

C02 • Ya que se obtuvo la sangre, se hace la disección de el higado, el bazo y el intestino 

delgado. 

2.2 Preparación del homogenizado de la fracción del borde en cepillo del 

intestino delgado de rata31 • 
32 

Reactivo y equipos 

Solución de cloruro de sodio 0.15M 

Pesar 8.7835 g de cloruro de sodio (99.8% pureza) y aforar a 1000 mi. 

Equipo de disección 

Portaobjetos 

Tubos de centrifuga con tapa 

Homogenizador con pistilo de vidrio, Pyrex con capacidad de 40 mi. 

Tubos eppendorff 
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Cajas Petri 

Vaso de precipitados de 100 mi. 

Metodología 

Después d~ Sac~ifi~Í.a.~~s. ratSs.retii-ar.el intestino delga".10 desde el duodeno a la altura 

del plloro hasta Ía vá_lvulaUeocecal; U;,a v°".z que se retira'el i_nte'3t1no '3e lava con 15-20 mi 

de solución fria.' de cÍoruro de sodio o.15M. se ;.bre.el Íniestino ~tse procede a realizar el 

raspad;; de la• ;;,~~C>sa l~t~~tinal con 'un porta~bjet~~; <~610.;,.n~ola en un tubo. de 
-·,..:;.-

centrifUga· pr0ViarTierl-te ·pesado, el ~aSpadó 'continúa' hSsta·· qUe ·se .. rBlii-a ·.toda 18 mucosa, 

PostE!~iorm~~t~ se.~~~~--:~, ·t'ubO ~y--p~f."diferenci~ ·se-~-~btiene;:-~-(~~~-0 'd~ 1~ :·;,,úé:Os·a a partir 

de la cu~I :-~~ -~:·~~~i~~a: ~~~~-~~, -~~:--~~~:¡:~: O"~ 1 s.M' ~-~~:J~~': ~~~~O;~-~~,."~,~:-·~, _volÚ_menes por 
". <: •/-, . - ;.,, 

gramo de m~cosa (v/,'..;) .• : • 

dicho tiempo se homogen~a nuevamente á re~ticlónes de u;, ;,.,inut.; .;da una). El 

homogenizado ·se coioca en al!cuotas de j mi en tubo;de ~pp~nd~rff ~ se~ua;dan a -

70ºC. 

Nota 1. En toda la preparación del homogenizado es necesario mantener la mucosa en bano de 

hielo. 
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2.3 Determinación de actividad enzimática de disacaridasas. 

2.3.1 Ensayo enzimático de las disacaridasas 

Para esta determinación se utilizó la técnica descrita por C~rmona31 

Fundamento 

Disacárido+ H 20 __ oJSACARaDASA_,. gluc~s~·:+ monosacárido 

Este método se basa en la Incubación de un disaéáriél,;'c maltosa, sacarosa. lactosa), con 

la disacaridasa apropiada, seguida de un:~nS~~~·,~e fibe-ra¿i"6n de g'¡~-é:osa eii condiclones 

adecuadas de tiempo y temperatura. 

-, ~ /. 

La glucosa liberada e11. éí e.nsayo enzimático sé determina por el método de glucosa 

oxidasa peroxtda~3/~u~. i~ _de~:~~be_ ~~~~~riorment9. 

Reactivos- v equipó 

Buffer de citráíos pH,,; 6.0 •. (O. 1M)33; 34 

Disolver 0.26~. g. d;. á~i~o ·~lt~.,ci m~nohidratado y 2.g202 g de citrato de sodio dihidratado 

en agua y llevará 1oom1:.Aj·u~tar ·a pH 6. guardar en refrigeración, protegido de la luz. 

Buffer de ~¡¡;,;i~~·~H,;;'6:3. (o.1M>33• 34 

Disolver 0.158s''~· . ..;~,·ácido cltrico monohidratado y 3.0g84 g de citrato de sodio 

dihidratado en agua y lleva a 100ml. Ajustar pH a 6.3, guardar en refrigeración, protegido 

de la luz. 

Solución de maltosa (SOmg/ml). Sigma M-5885 

Disolver 0:5263 g de maltosa monohidratada en buffer de citratos pH 6.3 y llevar a 1 O mi. 

Guardar en refrigeración. 

40 



Metodologí.:i 

Solución de sacarosa (SOmg/ml). Sigma S-7903 

Disolver 0.5 g de sacarosa anhidra en buffer de citratos pH 6.3 y llevar a 10 mi. Guardar 

en refrigeración. 

Solución de ·lactosa (50mg/n{I). Sigma L~3625 

Disolver 0.5263 g d~·1ac:iosa'ITionohid~atac:iaen buffer de ·citratos pH 6 y llevar a 10 mi. . .· .· ~ -

Guardar. en· refri~erab~ó~::; -
Ácido clorh;dri~ (5~~1/ii . 

Tomar 41.5 mi.de áéido .. clo.rhldrico (P.M. 36.46g/mol, 37% ácido clorhldrico y densidad 

1.1 B7g/ml) ~ueJar .. ~ ÓQ i;,í / 
B;,ffer Tris (o.5,,:.;;11i. ~H;,,7 .o¡ 

Disolver 61 g ~e .Tri~··~~·:as,;i •d;;, ácido clorhldrico, 5mol/I, y diluir con agua a 1 OOOml; si es 

necesario ajust~; ~f'¡,H ~'7.0 .. 
Solución salina (0.15M) 

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

Nota: TodoS loS -·reactivos deberán ser' g~-dO : .. ~'rian~i~.::--~-~I. clgu~ : para· la· preparación de los 

reactivos deberá ser destilada. 

Bailo de agua, VWR Brand 1nmersion'c1rculato..S (Mod;,¡c, 1112¡ 
·-:~:-~- <-_--<-­

Centrifuga Sorval (Modelo Super T 2~).c •·e·"' 

Espectrofotómetro Sequoia Turner (~6~~1~~Cl),:~on celdas de 1cm. 

Homogeneizadores con pistilo de vid~J.· ~i~~~.,';,n .;.,pacidad de 40 mi. 

Pipetas automáticas (50-200µ1, 100-1000µ1, 2-10ml) 

Tubos de ensaye 13x100 

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

MAL TASA 

En un tubo de:_.en.sa~~ -~ª p~epara la mezcla de ensayo en la que se adicionan: 0.5 mi de 

la fracción del borde del éepillo diluida- usado como fuente de enzima-, 0.36 mi de 

solución de ~altosa, ~~~o s~st;,,t·o (50mgl/I) y 0.14 mi de buffer de citratos 0.1M a pH 6.3. 

La reacción :~.~pi~~~··;~·~:·~~:.a0diCi~~ de la solución de maltosa. La ~ezcla es incubada a 

37ºC por scim.ln. La. r_eaeción se interrumpe al colocar los tubos de las muestras por 4min 

en un baño de agÚa hirviendo (92 ± 1 ºC). 

. . 
El blanco de la muestra se obtiene al adicionar el sustrato (maltosa) al tubo con la alicuota 

de la fracciÓn d~i',bórde. e~' cepillo e introducir inmediatamente el tubo al baño de agua 

hirviendo> d~Í~r'~~ :--~,~-ri;nte .4min. Esto tiene como propósito corregir las lecturas al 

determinar la .cantidad de glucosa libre presente en la fracción del borde del cepillo del 

intestino delg;¡dÓ y del sustrato: 

Para determinar. la concentración de glucosa liberada en la muestra se hace usa del 

método de s'•~~.;s;. e o'xíd;.~a peroxidasa, descrito posteriormente • 

. ····. ,,;_ ·' 

Nota: Las dil.uclon~~ ¡.~_S_Peeti~SS_soi:i: 1:10_en ratas recién destetadas, 1:110 en ratas con 28 dlas 

de ensayo y 1:200-erl -í:ii~S_cOn ~Eidlas de ensayo 

SACARASA 

En un tubo de. ensaye adicionar 0.5 mi de la fracción diluida del borde del cepillo- como 

fuente de enzima-, 0.36 mi de solución sustrato de sacarosa (50mg/ml) y 0.14 mi de buffer 

de citratos pH 6.3. La reacción empieza con la adición de la solución de sacarosa, la 
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mezcla de reacción se incuba a 37ºC por 60 min. La reacción se detiene al adicionar 

1.5ml de buffer tris pH 7 .O a las muestras (nota 2). 

El blanco de la muestra se obtiene al adicionar al tubo con la fracción diluida del borde del 

cepillo, los 1.5 mi 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 

en la fracción del borde del cepillo del intestino delgado y sustrato. 

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

método de glucosa oxldasa peroxldasa, que se describe más adelante. 

Nota 1: Las diluciones 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 función de interrumpir la actividad de la 

dlsacaridasa al final '!el periodo de incubación e Inhibir la actividad de disacaridasas contaminantes 

del reactivo de gluco~- oxidada. 

LACTASA 

En un tubo de ensaye adicionar 0.5 mi de la fracción diluida del borde del cepillo- como 

fuente de enzima-, 0.36 mi de solución sustrato de lactosa (50mg/ml) y 0.14 mi de buffer 

de citratos pH 6.0. La reacción empieza con la adición de la solución de lactosa, la mezcla 

de reacción se incuba a 37ºC por 60 min. La reacción se interrumpe al colocar los tubos 

de las muestras en agua hirviendo (92 ± 1 ºC) durante 4 min. 

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

alicuota de la fracción del borde en cepillo y meter inmediatamente el tubo al agua 
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hirviendo y dejarlo reposar por un tiempo de 4 min. Con la final_idad de corregir las lecturas 

al determinar la cantidad de glucosa libre presente en la fracción del borde del cepillo del. 

intestino delgado y del sustrato. 

Para determiOar __ .la ~ncentración de. gluCosa liberada. en la _mueS:l~a se hace uso del 

método de glucosa oxidasa ~roxid3s~~·que se, des~ribÉt ~nSegi.Jida. 

Nota: Las diluciones de estos ensayos fueron: 1:10 en ratas recién destetadas, 1:10 en ratas cc;>n 

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

Cálculos de actividad enzimática 

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

estándar. 

La actividad enzimática se expresa frecuentemente en términos de unidades (U). Donde 

una unidad de actividad de disacaridasa es la hidrólisis de un µmol de disacárido por un 

minuto a 37ºC 

Unidad de actividad 
enzimática 

. ' 

[ 

· µg glu ;,. racÍ¿,r de dil;,ció; J 
60mln x 0.5m/ x unidades de glu .x180 : 

,. "' ·' 

Las unidades de a~vidacf.e""imátlca se expresan en U/mi. Las unid~~es.cfe gluc~sa será 

de 1 para los casos"f3~ ;~~e 'eí hidrolizado use sacarosa y lactas~ y·~·~ ~para ,el,,caso de 

maltosa. Los 0.5 mi Indican la cantidad de mucosa homogenizada dll~·Ída ~~e.sf3 utiliza en 

el ensayo. 
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Actividad 
especifica 

= Í-Unidad de actividad enzimática (U/mi) :) = 
L Concentración de protefna (mglml) j U/ mg de protefna 

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

proteína. 

2.3.2 Determinación de glucosa por el método de glucosa oxidasa 

peroxidasa 

Método enzimático, calorimétrico, de punto final de Trinder35• con modificaciones de 

Bergmeyer36. 

Fundamento 

Glucosa + 02 + H20 __ Goo--+- ácido glucónico + H 202 

H 202 +fenal+ 4-amlnofenazona __ Poo->- colorante rojo+ 2 H 2 0 

Para determi;,ar la .conc~~traélÓn de glucosa liberad;. en el ensayo ;.rizÍmátÍco."la glucosa 
- . .--,<:·::"-:;-,· .. :.:·-_·--·->'.:-'-::·.·. ~-:_;"' __ ··-:_-'"'::::~,.-' _:-:.-

es oxidada por la glucosa:oxidasa {GOD) en solución .:.cu.;sa a' ácld;, glucónico y peróxido 

de hidrógeno(~í ~r~~iciri de hidrógeno reacciona en presencia ~ .. la ';;~~id~sa {POD) 

con el fenal y ·la 4-aminof~nazona, para formar un colorante rojo. 

La intensidad del color que se desarrolla es proporcional con la concentración de glucosa 

y puede ser medida en el espectrofotómetro a 520 nm. 

Reactivos y equipo 

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 mi. 
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Reactivo de glucosa oxidasa peroxidasa B (Hycel No. 70408), para sacarasa. 

Disolver el contenido del frasco en. 50 mi de agua a temper~tura ambiente. aforar a 500ml 

con buffer tris pH 7. 

Solución estándar de glucosa (10 mg/,ml); J.T. B~ker, .NCl:C50-9S-7 

Disolver 100 rng d~ gl~~~~~· .. ~~;~~:~~'~gu;:~u~S~.,á'.10.~1 .•. :·. 
Nota: ·Todos los rea·ctiVoS débérarí'·se·r "!:j'r"ad'o· an~Íltlco. El, 3güa deberá ser destilada. 

san<> de 'agua; ~R Brand lnm~~ii~ ¿i;~ü1~
1

Íors (Modelo 1112) 
>,·,··- '-{--

Centrifuga Scmiall (Modelo Super T 21 ¡:< 
~.·, -.: _,. -· .. : ,.-, .. , ::::':"_, ·- ,'::r. -, -· .. , - . . , .· - , 

Espectrofotómetro Sequoia Tumer (Modelo 340), con celdas de 1 cm. 

Pipetas auto~étir;~(S0-2~oµÍ,·1~o~~0~~·µ1, :Í-10 mi) 

Tubos·d~ ens~~;,; 13x1Óo 

Vortex LAB-LINECM,;Íd~lo 1290) 

Metodologfa .~ . · 

MALTASAY LACTASA 
En un tubo de ~n·s.ay~ 'adicionar 0.2 mi del hidrolizado obtenido en el ensayo enzimático 

de las disa.;'.ri~~sas,·y agregar 2.5 mi de reactivo de glucosa-oxidasa-peroxidasa A (el 

cual debe e~.tar.a temperatura de 37ºC), mezclar por agitación con vortex e incubar a 

37ºC por 1 o. min. Dejar reposar 20 min. Y leer en el espectrofotómetro a 520nm contra 

blanco de reactivos. 

SACARASA 

En un tubo de ensayo adicionar 0.5 mi del hidrolizado obtenido en el ensayo enzimático 

de las dlsacaridasas y agregar 2.5 mi de reactivo de glucosa-oxidasa-peroxidasa B (a 

temperatura de 37ºC), mezclar por agitación con vortex e incubar a 37ºC por 1 O min. 

Dejar reposar 20 min. Y leer en el espectrofotómetro a 520nm contra blanco de reactivos. 
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Preparación de las curva patrón de glucosa para: 

DETERMINACIÓN DE GLUCOSA LIBERADA EN LA HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA DE 

MAL TASA Y LACTASA 

Hacer una dilución de 1:10 de la solución estándar de glucosa (10 mg/ml),.para tener una 

solución de glucosa con una concentración final d~·:1 '.,'~g;~~:-~. pa~i~-:d~-~~~~·~:p~eparar 
... .,-·' - . - ". ··-· -- - . . . . . - - -- - ·' , -

soluciones con concentraciones de 1. 0.5, 0.25 y··o: 12S::·r:riQ'í~t~E·1· b1~~cri··'d~- ·r-.;,aCiivos: se 
V • • 1 • •, '• ., - • > -• ! 

obtiene al adicionar 0.2 mi de agua desionizada"'y·_2.S·~¡·Cj~··rea~~i~c:>.:\j~·QiUco~\ª!~O)<idasa-

peroxidasa A. 

·.·_ ,·,:.,.·. ,· '",'. 

Se toman 0.2 mi de allcuota de las soluciones estándar.de glucosa y''se les agregan 2.5 

mi de reactivo glucosa-oxidasa-peroxidasa A (previa,,,;~~te C<>1~~t~d-~ a ~i·C::); '.nezclar e 

incubar a 37ºC por 10 mln. Dejar reposar 20 min. Y leer en el espectrofotómetro a 520nm. 

Se debe ajustar el espectrofotómetro con el blanco de reactivos de la curva patrón. 

DETERMINACIÓN DE GLUCOSA LIBERADA EN LA HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA DE 

SACABASA 

Hacer una dilución de 1:10 de la solución estándar de glucosa (10mg/ml), para tener una 

solución de glucosa con una concentración final de 1 mg/ml. A partir de ésta preparar 

soluciones con las siguientes concentraciones 100, 80, 60, 40, 20 µg/ml. El blanco de 

reactivos se obtiene al adicionar 0.5 mi de agua desionizada y 2.5 mi de reactivo de 

glucosa-oxidasa-peroxidasa B. 

Se toman 0.2 mi de allcuota de las soluciones estándar de glucosa y adicionarles 0.3 mi 

de buffer tris (para contrarrestar la dilución efectuada por el buffer tris, al detener la 

reacción en el ensayo para determinar la actividad enzimática) posteriormente agregar 2.5 
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mi de reactivo glucosa-oxidasa-peroxidasa B (previamente calentado a· 37ºC), mezclar e 

incubar a 37ºC por 10 min. Dejar repos.El!r 20 min. Y leer en el espectrofotómetro a 520nm. 

Se debe ajustar el espectrofotómetro con el blanco de reactivos de la curva patrón. 

. . 
Las curva patrón de glu~~Sa . se ·e·l·aboran ,;~n ·:al menos 4 estándares de glucosa de 

--:;-.,. ::t_.- .- ::.·<· <-'.<-, -~-~\ -.- ./ ,' . .:_: 
concentraciones entre IOS.'0~100:µ9 de·· gluCosa· y_ se leen en un espectrofotómetro a 

520nm. Se elabora un". gr.Ui~ ~e ~~ncE!~t~,."~¡Ó~ contra ab_sorbancia. 

.. -

La concentración de gl;_.cos.á e~ ¡lg;ml de.la solución evaluada (muestra menos blanco), 

se lee a partir de ia curva de Í:állb,:;,ció~ . .-Es;;, resultado se multiplica por la dilución y se 

convierte de microgramos a miligrar:nos~ 

2.3.3 Determinación de Proteina 

Método de Lowry.37 

Fundamento 

Este método combina el usa de la reacción de Biuret. donde las protelnas reaccionan con 

los iones cobre en medio alcalino, con la reducción del reactivo fenal Folin-Ciocatteu 

(ácido fosfomolibdlco-fosfotunstico) por los residuos de tirosina y triptofano. · Para . . 
determinar la cantidad de protelna se prepara una curva de calibración uSSrido albúmina 

- . . 
sérica bovina (como estándar de referencia). Tanto la curva como las múes.tras Probklmas 

se leen en el espectrofotómetro a 750 nm. 



Reactivos y equipo 

Solución de hidróxido de sodio (0.8mol/I) 

Disolver 32 g de hidróxido de sodio (NaOH) en agua y llevar a 1000 mi 

Reactivo A 

Disolver 0.2 g de tartrato disódico dihidratado (Na2C.H.08•2H20) y 10 g de carbonato de 

sodio (Na2CO,) en 69 mi de solución de hidróxido de sodio (0.8mol/I) y llevar a 100 mi con 

agua. 

Reactivo B 

Disolver 2 g de tartrato disódico dihidratado (Na2C.H.00•2H;O) y 1 g de sulfato de cobre 

pentahidratado (Cuso.•SH20) en 12.5 mi de solu~ión'de hÍdróxldo' de ~Ódlo (0.8mol/1), 

llevar a 100 mi con agua. Almacenar protegiendo de la luz. 

Reactivo mezcla 

Mezclar 25 volúmenes de solución de hidróxido de sodio (0.8mol/I), 18 volúmenes de 

reactivo A y 2 volúmenes de reactivo B. Preparar inmediatamente antes de su uso. 

Reactivo C 

Diluir 1volumen de reactivo Folin-Ciocalteu comercial (SIGMA F-9252) con 2 volúmenes 

de agua: Esta mezcla deberá prepararse inmediatamente antes de su uso. 

Solución estándar de Albúmina Sérica Bovina. SIGMA A-3425 

Disotver albúmina sérica bovina con agua y llevar a una concentración de 1 mg/ml. 

Solución salina (0.15M) 

Disolver 90g de cloruro de sodio en agua y llevar a 1 OOOml 

Nota: Todos k>s reactivos deberán ser grado anaHtico. El agua debera ser destilada. 

Balanza analltica Sartorius Modelo A 210 P. 
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Centrifuga Sorvall (Modelo Super T 21) 

Espectrofotómetro Sequoia Tumer (Modelo 340), con celdas de 1 cm. 

Homogenizador con pistilo de vidrio Pirex. con capacidad de 40 mi. 

Pipetas automáticas (100-1000µ1, 1-5ml y 1-10ml) 

Tubos de ensaye de 13x100 

Matraces volumétricos de 10, 100 y 1000 mi. 

Probeta graduada de 100 mi. 

Vortex LAB-LINE (Modelo 1290) 

Metodologla 

Mefoc/ologí¡¡ 

A 1.2 mi del homogenizado de la mucosa Intestinal previamente diluida (nota 2); adicionar 

0.9 mi de reactivo mezcla y agitar en vórtex, adicionar 0.6 mi de reactivo C y agitar 

inmediatamente, adicionar nuevamente 0.6 mi de reactivo C y mezclar vigorosamente; 

incubar por 45 minutos protegiéndolos de la luz. 

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

debe ajustar el espectrofotómetro con el blanco de reactivos de la curva patrón. 

Para conocer el contenido de protefna en la muestra se hace uso de una curva patrón 

usando albúmina sérica bovina. 

Nota 1: Las determinaciones se hicieron por triplicado, para cada muestra problema 

Nota2: Para la determinación de protelna por este método se proceden a hacer diluciones del 

homogenizado concentrado, donde se busca que tas soluciones tengan un contenido de 0.01 a 0.1 

mg/I de protelna. La dilución utilizada fue de 1 :400 
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Preparación de la curva patrón (con albúmina sérica bovina> 

Preparar soluciones con concentraciones de O, 5, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 µg/ml, a· partir 

de la solución de albúmina sérica bovina (1mg/ml). 

A 1.2ml de la solución estándar ai'ladir 0.9ml de reactivo mezcla y agitar. en vórtex, 

adicionar 0.6ml de reactivo C y agitar inmediatamente, adicionar . .-.-n~~'vament~ 0.6ml de 

reacÚvo C y mezclar vigorosamente: incubar por 45 minutos prOteg~~pd~~.c;~"~:e _la -luz. 

Leer las absorbancias en un espectrofot6metro a 750nm contra uri· blanci~--d~·reactivos. 
- :·.>,·.· -,,-,··- .'-;-,-

Trazar grafica de absorbancla contra concentración de albúmina sért~ bovina(µg/ml) 

Cálculos 

La concentración de protelna de la muestra se obtiene a partir.de 1<1 cun,a ·cie'calibraclón y 

los resultados se expresan en µg de protelna /mi. ·~¡·~al~'r'o~térijdb ~;;' ,;:;ul;lplica por el 

factor de dilución y se convierte_ d~= -·mi_~rog~~-º~ ._ 3 :--: nl!·íig~r:'.~~~~,~ Pai-3. -- r~pOrtar ra 
- ._ · .. --·:· ·". -' . -. - . '.'.. ' -~. : -~._. :·' . ".. : 

concentración de protelna en mg f mi d.>:h,o~.ogeriizado y asl P;,.d.,r ..;tmz;.r este valor para 

expresar la actividad enzimática e,.; Üt~~ d~ prÓÍ~lna. 

2.3.4 Análisis estadístico 

Los análisis estadlsticos aplicados a los resultados obtenidos en este trabajo fueron los 

siguientes: media. desviación están,dar, coeficiente de variación. análisis de varianza para 

clasificación de una vla y prueba de rangos múltiples de Cunean; haciendo uso del 

programa estadlstico Statgraphics versión 5.0. 
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2.4 Determinación de Hemoglobina 

Método de Vanzetti38 

Fundamento 

Mefcx/ologí.:¡ 

El desoxicolato de sodio hemoliza los eritrocitos y la hemoglobina es liberada. El nitrato de 

sodio convierte a la hemoglobina a metahemoglobina el cuál junto con la azida de sodio 

da azidametahemoglobina. La absorbancia es medida a dos longitudes de onda (570 y 

880nm) para compensar la turbidez en la muestra. 

Reactivos y equipo 

Desoxicolato de sodio 

Nitrito de sodio 

Azida de sodio 

Equipo de HemoCue Blood Hemoglobin Photomete,MR 

HemoCue B-Hemoglobin CuvettesMR 

Nota: Los reactivos antes mencionados se encuentran contenidos en las miCrocubetas utilizadas. 

Metodología 

Cortar la punta de la cola de la rata, desechar las tres _P~rneras_ gotas de sangre, para 

estimular la fluidez de la sangre. Si es necesario aplicar presión al masajear la cola para 

obtener mayor cantidad de sangre. 

Antes de tomar la muestra de sangre, asegurarse de que la gota sea lo suficientemente 

grande para llenar la microcubetaMR. Una vez que se tiene la cantidad suficiente de 

sangre acercar la microcubeta- a la gota, la cubeta se llenará por capilaridad. Limpiar el 

exceso de sangre de la microcubetaMR y colocarla en su lugar y ponerla en posición de 

medir, después de 15 a 45 segundos el resultado aparece en la pantalla. 
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2.5 Determinación de hierro en hígado y bazo 

Se decidió medir hierro por el método calorimétrico y por el de absorción atómica para 

averiguar si éste era equivalente al primero. ya que no siempre se d.ispone del equipo de 

absorción atómica. 

2.5.1 Método de absorción atómlca39 

Fundamento 

Se basa en la absorción de luz por los átomos de un elemento .a cuantificar en una 

muestra. cuando se hace incidir en ella un haz de luz e~itido.por una·lámpara con una 

rigurosa longitud de onda definida, la cual correspond~ a Ja longitud de onda de emisión 

caracterlstica del elemento particular escogido para e(análisis •. Lá exten;_ión a ·la cual la 

luz es absorbida provee una eStimació~ ·de· 1~. conceritrac·i~M dél ehi;,,ento ·en la muestra, 

la cual debe estar en solución. 

Reactivo-s Y egüiOO 

Ácido clorhldrico concentrado. 

Crisoles de p~r.~_tai:i_a 

Desecador~, 

Parilla de ealentamiento 
,-. ,i ... 1·: 

Pipetas graduadas de 1, 5 y 10 mi 

Matraz aforado de 5 y 10 mi 

Embudo de tallo corto 

Pinzas para crisol 

Mufla, Heraew 

Espectrómetro de absorción atómica, Perkin Elmer AAnalysis 300 
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Metodologia 

Se pesa la cantidad de.órga~o seco que se tenga._en un crisol y se obtienen las cenizas 

quemando i:>rimero con .. _~ec~~~o· .Y· posteno~ent~ ~lcin·~~do· en mufl~ a 550ºC hasta 

tener,ios crisol~S a pa~~ c~~st~1~te:·,~1·.-~~i"sc: .. :f~ró a·~a-dir con Pipeta y en la campana 1 mi 

de ácido_ clor~tC:inc6·_, ;c~~~~~;~d~ ':. ~;t~a:~~i~0'1~-~-~ _::¡~~: --~;,i~as; Evaporar en la campana, . ' . -- '''·' " ~,,,, . -,,._ . --..:, ,. --;-. 

enfriar y añadir, 0.5 ·;..:,1~ci.;;' áé::íci;,•r;;¡.;~hfdri~;i;;,g,";;..,;¡rado y 1 mi de agua destilada, con un 

agitador de vrcirio Ír.iÍa~·d;, ci1;;';,1.::er ·1,;:;~· ce,;i~a,¡ ;,,; sU totalidad. Pasar cuantitativamente el 
, . ·:J :·e " ···.:_:·;~ ! " ,• :",.o ;:-;:¡-'···'.:o{.: ,¡·;n:.:~·~.\- .',;\;:~':'!, •"\·,\<· _ • 

liquido a un matr'az0aforado
0
de.'10'..;;Í'f;1 'es hfg,;-do o de 5 mi si es bazo. Volver a lavar el 

criso~ -~º" ~gu~- -~~-~-.~~~:~~~-~:,-~~-#~:'._~~~~-;~~~~.~~n~O ~·º~ .. liquidas de lavado al matraz y después 

afora" Filtrar y. de~pués -.del flltradco· t.;m·ar'. muestras para hacer la medición. Se utilizó el 

equipo de ab;.;,~ciÓ~ ~~~mi;;: ~~rk;~ ~l;;,:r ~~~Éllysis 300, utilizando una longitud de 

onda de 248.~~~. él <r<,sult;i'd6 sé ~~tiene én pp~; Previamente se debe de ajustar el 

equipo con Un estándar. · 

mgFe 

100g muestra 

2.5.2 Método colorlmétrlco40 

Fundamento 

[ 

(ppm x aforo de cenizas x 100) J 
mg de muestra· 

Los iones de hierro {11) se hacen reaccionar con orto-fenantrolina para dar un complejo 

rojo anaranjado que se determina a 510TJm. El hierro que se encuentra en forma de hierro 

(111) pasa a hierro (11), tras la disgregación y reducción con clorhidrato de hidroxilamina a 

iones 11. y se determina como hierro total o como hierro soluble total. 
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Reactivos y equipo 

Ácido Clorhldrico concentrado. 

Solución de ortofenantrolina: Disolver' 0.1g de ortofenantrolina en 80 mi de agua 

destilada a ao•c; en~ri~r y af,or~.r a ~100 r:nt con agua 

Solución de clorhÍd~;;~() de'tiidroxil~mina: bisolver 10 g de la sal en agua destilada y 

llevar a un volÜ~~ri ;:~}~· .1·6~' ~t. . .. -: ·.:·.:.~:,~-.. '.:. :.~:.~.·: .... :.;. -.-. " '-. . --- -·. 
-. ,;' . , ... , 

Buffer de acetatás:;oisolvei-28.3 g .d'e";cetatC> de,'sodio»anhidro, adicionar 12 mi de 

ácido acéu¿() y·~f~~~/~ci ~f.;o~,~~i:,~ d¡;,stil;;d;.. ·• 

Estándar de hierro co,01:.~gfí'Í}l):pisol~ero~351~ g. d.e sulfato de hierro y amonio, P.M. 

392.14g (Fe(NH~h(S04)~ EÍH;O) '.;;, ag~a adlciC>nando previamente unas gotas de HCI 

y aforar a ~'o ~ .. ~.;,torl1~ 1 mi d~ 'dicha~sol~ción y se llevan a 100 mi con agua 

destilada. 

Crisoles d~ po;cÉ>lana 

Desecador 

Parilla de ealenÍamiento' 

Pipetas graduadas de 1, 5 y 1 Oml 

Matraz aforado de 5 y 10 mi 

Embudo de tallo corto 

Pinzas para crisol 

Mufla, Heraew 

Espectrofotómetro Sequola Turner (Modelo 340), con celdas de 1 cm. 
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Metodologia 

Preparación de la curva estándar 

Se toman O.O, 0.5, _1.ci, 1.5;.2.0, 2:5, 3:0, 4.0, 5.0, y 6.0 mi de la solución estándar de 
' "' .' 

hierro, ajustar cada·un,c;>.d<>, IÓs tubos a 10 ml_con agua y añadir en el_slgulerite orden: 1 mi 

de clorhidrato de'hldro'xil.;mi-na, agitar;_-5 mi- del buffer de acetatos, agitar y 1 mi de 
,, - - . ,- .,-.-~ , '-· - ",- -- . - . ·- . . - . 

ortofena;,Írou.:.a y·.;gitár'. o;o¡;.r:en re~sC> entre 10 y 15 minutos. Leer a 530nm, usando el 

tubo cero ~oni'.~: ·b;~-~c~-~¡:;:. ·, ·-
·:·:·<·-'<,_ 

·-·-·.,,< 

·. "., ·., ' 

que~a~d~- ~;i~~i~-:~6·~':.·m-~-cheró. Y posterior~ente calcinando en mufla a 550ºC hasta 

tener los 'crisÍ:>I~~ :~ ~e~-C, cbn'stante. Al crisol fria añadir con pi.peta y en la campana 1 mi de 

ácido clor~~,d~Co -~once~~rado_ p_ára disolver las cenizas. EVaporar, en la campana, enfriar y 

añadir 0.5 ml 0de'á~1d()'~1Órhidricó concentrad~ y'1 mi-de 'agua destilada, con un agitador 

de vidrio trat~~Í-~~-~i~~-~~-~r ;'~~:~~nizas e~ su_totaÍÍ~~d~ Pas~~ -~uantitativamente el liquido a 

un matraz af~~~(,'de 1'~-rnl ~i es hlgado o ~e'5-rt1i- si.es bazo. Volver a lavar el crisol con 

agua dos o tres'ved;;.'i;,;;-;,,:.p.isandol~~-llquic:l<:I~ d~lavado al matraz y después aforar. 

Filtrar y despuéS del,filt~;;:io·t~·;;/~~.,:~~~'ncúotá ·da ·10 mi y desarrollar color en la misma 
- - -----· - ·-- -_ ----- . - -_-.e;· . '<'.-:0 • -·.:;.o - - .. -

terma que se -hizo.'.par3 ~ la .. :··~u·~~-.e~tándSr:·:·Sf ~,··c~1or desarrollado es muy tuerte usar 

allcuotas más peq~~ií,ás y lleva~';,, vo11Jiiíéri finaÍ á 1 o mi con agua destilada y desarrollar 

color nuevam~~t~-~.~-~~~:~-~:~~,~~i_~-~~~~¡;·:~~:~.·-=~~-~-~,¡~6s en el orden descrito. 

Cálculos 

Leer la absorbancia del probl~rn_a ~~; la·:·¿~~a-_-ertándar y considerar el aforo y la allcuota 

utilizados. 

mgFa 

100g muestra [ 

(valor da la curva x aforo)] 
)( 100 

mg de muestra 
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2.6 Determinación de retinol 

2.6.1 Determinación de retino! en plasma41 

Fundamento 

Dadas las caracterlsticas de solubilidad de retinol, éste puede ser rem_ovldo del plasma y 

de los tejidos. por medio de una extracción con hexano, p~sterio.~- a 1a" adici60 de etano.I 

para desnaturalizar y precipitar las protefnas (es~i:i~ia.1_ pS~a libe~r.:.eL retinol_ de.· las 

protelnas ligadoras del relinol). Esta vitamina puede ser ·analizada por HPLC de fase 

reversa a su máxima longitud de onda. 

Reactivos y equipo 

Solución de' áci~o as¡;órbico'có.01_%) 

• Acetato d¡; retf!".;I .;;.;·.;~;,ol 20µg/100 mi ¡;om.; estándar interno 

Hexano gra_d;;, :~ea~ti~o: S~~Hli;;~, 
Etanol grad.; re~ctiv.; anaHÚ¡;o 

Etanol grado HPLC 

Solución de hiclr~x
1

1~od~.·~~tasio: Pesar 'Í~g. de hl~~ó~ido de potasio y llevar a 2ml 

Cromatógrafode líquidos.de.Alta Presión_(Shiníadzu Cla.ssvp) 

Detector uv de Íon~itLiél<i;:.ond~;;ariable(Shi~ádzu c1ássvp SPD-10Avp) 
. ' '-'.Í~. :;-- . , ,.,,, . . 

Baño de agua con t;;.ní¡>er'aiura ;,cint~i:.lad,;a 60;;¿ 

• Tanque de nitrógeno ultrapuro 

Centrifuga Sorvall (Modelo Super T 21) 

Ultracentrifuga, Sigma labor-centrifugan 2-15 

• Acrodiscos de nylon 0.45 x 13 mm, Waters 
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Metodologia 

Se toman 300µ1 de suero en un tubo de polipropileno con tapón de 5 mi de capacidad, se 
' . 

agregan 300µ1 de solució~ de ácido ascórbico al 0.1% y 300µ1 de'soÍución de'~cetato de 

retinol en etanol a una conÍ:entr.ación el;. 2ciµgl100 ~l. ¡::>ost:rio~e~te ~e añ~~en 1800µ1 

de hexano, ·se :tap~ ··é(t~bO ·y:.se·:39¡~:. éi"úr~~te, sO~eg .·ca~ r~·101 a·n: ~n:.~ortex: P~ra _s.;,pcirar 

las fases, se céntrifugan' 106 'tubós"a· 2,500,.Pm durante a minJ se separa la fase orgánica y 
¡ :· '.··/·:~: ,; ' ' 

ésta se pasa a''un vial de vidrio' con 5ml de capacidad con tapón;· Se extrae una vez más 

en las miS~~~ -~~,ri~-i~~~~;l~·.:> 

Una vez que ~e J-~~t:·~ :~-~~--4~~~-~-o~:'se_evapora ~1 he~~~·¿)r·~_·seq~e_dad bajo corriente de 

nitrógeno,' .. ya que. esté"seco se. redisuelvé' completamente c;,n 300µ1' etanol agitando en 
·-:~:;.· ·: ". ., . -·· ~ 

un vortex, posie'riormente' sé 'Céntrifu.ga por 30 min.7a 2,500 rpm se toma el sobrenadante 

Condiciones cromatoqráficas 

a) Columna .Novapak e,~ de.15cm de lo~git.ud y·4 ~m de diámetro interno 

b) Guardacoiumna Novapak C1a , 

c) Detección (longitud de onda) 325nm 

d) Volumen de Inyección 50µ1 
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2.6.2 Validación 

Antes que nada se hizo la selección de. las proporciones de. los componentes que 

conforman la fase móvil. Posteriormente' sé inyeCtaron ·soluci0ne5: de ·reunol por 

quintuplicado cada punto y se registró el Promedie>:·:-des~iaci6':1.ª~~ándar Y. coefici_ent~.de 

variación. con la finalidad de evalua~, 1,~ ~: p~eci.sión en I~· .bhl~~dó~~ · de. laS ·: áráas. El 

coeficiente de variación debla ser menor a 2%». ·· 

Adecuabilidad. 
. ' 

Una vez establecidas las condiciolÍes d-~ 'a~álisis crom~t~gráfico;~'se proced-ió a evSluar la 

adecuabilidad del sistema de an~lisls. F'ar~ r~alizar esta 'p~rte ~~ ~;llizó un!estándar de 
~ ' . . .. · . . . ' ~ 

retino! proporcionado por la .m~e~tra. Irene Mo;,talvo'del Ópto: dE> Nut~ición del Centro 

Médico Siglo XXI del. :IMSS/fpara;,;erific>'lr•· q;:;e el sio;teT.; d~.··.~riállsis funciona 

correctamente: 
- ' :> ____ -"---~:.-_.::·_ -:;<:_··~::~:_"2'._<? :' · .... :_- - '--'-

Se Inyectó por qüint\jplieadouna'.cúnia patrón de retinol,'rEiportándóse ·1a respuesta del 

analito. coeficie,Ote' de _VSriáCiórí y_ f3ciór ~~:'~páci~_3CL~~;;<;---::,~: .:e~~:::-.: ::.~·:.:\~ -,,~;~:-:~~:~~:··:,._ 
·.::·,·;,'. ·,\:;_;· 

Se emplearán loS si9üierit0S~criterios'de 'aCeptación'~.,e1 coeficieríte-de v'ariación debe ser 
- ~J>,. ·\ 

menor a 2% y el fa~or dé capacidad del analito debe ser mayor a 2, Tam,bién 'se registró 
:·---:··~·:·C..:..''-''~':· 

el tiempo de 'º·~~tE:':'~ió~. ~ _·de_1-. _analito, -. se determinó prom'ediC?_; :: ·~es~~a~ió~ '~ es_~ándar y 

coeficiente de variación, se empleó como límite de coeficiente d~ ~~ri~Ció~ 2°~. 

Precisión del sistema y Linealidad del sistema 

Se evaluaron estos dos parámetros analizando seis curvas estánd3r. con cinco 

concentraciones de retinol, con acetato de retinol como estándar interno~ La relación de 

áreas retinol/ acetato de retinol fue registrada como respuesta, la cual se midió y luego se 

determinó la media, desviación estándar y coeficiente de variación. 
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Meto4ologi4 

El criterio de aceptación utilizado fue coeficiente de variación 5°/o y coeficiente de 

determinación (r2) mayor a 0.98. 

Exactitud del método 

Se inyectó_ una curva patrón de estándar de retinol, ast como una cu.rva de retinol en 

suero de~puéS d~ ~h~-~r · ,a·:e~r~:cción como:se~- ~~-~lica ~-~:-,a ~etod~:logta~·- ~-~---~egi~ifó el 
• . :. o ... •. -~ ;. ._',: ' : ~ ' - ' 

área y_se compararon las áreas obtenidas del estándar_ con las del medio en estudio asf 
' -- ._-.i : __ · .. '·-· 

se obtuvo el porcentaje de recob-ra· del retinol. 

El criterio.de aceptación utilizado fue recobro> a 70°/o. 

60 

----~----- ---~---~---



J:.esult.:ictos y v1scus1on 

V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Prueba biológica 

En la gráfica No. 1 se presentan las curvas de crecimiento de los anin:iales· dUrante los 56 

dlas de ensayo. en el cuál se pued0 observar qUe el: cre~imie.ntO' de laS ralas .desn~trídas 

(alimentadas con dieta By C) no tuvo ningu~;,;Jntl~eriC:1~':t~~~re~dora I~ adición de un 

exceSo de minerales y vitaminas. lo qu'~.va··~~-·'.~d~~r~~t_:~~··~/;~~:~~j~-~;:~~~~·~¡~:~4~~·:~~,.~oride 
se demuestra que el crecimiento está sÓlo en' fu;.;i:ió;.;' de la ~r6~el;.;~. ':'o!~to también se 

confirma con los valores de relación de··~fi~¡-~r{~¡~··p-r~t;;f~ica''(REP);·t.;·rr~"1ienta utilizada 
' ' . . -, - / '. . .. , '-~ 

para determinar el aprovechamiento d~ 1.,' p}otel;.;;,;, 'ob;'e;.;1d~s (~~ .. d~o~ N<{ 4; s y 6), ''es 

por esto que solo se encuentra una tendén'éiá de dismln,Úclón de(.;alor de, REP, para los 

lotes de ratas desnutridas. : aunque· -.~~i~-~·l·~~j~)~~~t·e '.-·~o ;.·san ·<~--~:i~~~~-~i~~:~:.e~~,~~. --~alo;es 
comparados con 1os del control ccúadro No.7)~ Para el caso cie 10~ ,.:;;,;im';,;ies'dés;.;utridos 

con suplemento de vitamina A y hierro. s~. O~~erva Un. rjí~.~_or c~~Ci.~f~~Í~:: q~~- e.1 lote de 

ratas desnutridas aunque la diferencia ·entre 0st0s d0s ... lot0S_-, de·-:-deSnutridoS -no es 

significativa. 
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Resu/f;¡c/os y Oiscusión 

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

dieta 
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~esu/t¡¡cfos y Viscusión 

Cuadro No. 4 Cálculo del valor de REP para ratas de la dieta A. 

peso 
rata Inicial peso final allm.lng. REP 

·1 37.9 117.7 233.8 3.41 
2 45.1 145.7 323.9 3.10 
3 45.2 131.1 298.6 2.88 
4 48.1 129.0 285.1 2.84 
5 48.4 113.9 266.1 2.46 
6 39.6 119.6 242.9 <3.29 
7 44.6 158.5 334.7 "3.40 
8 46.0 125.3 204.8 . 3.87 
9 46.8 161.2 347.4 3.29· 

10 49.4 145.3 298.3 ·3.21. 

Cuadro No. 5 Cálculo del valor de REP para ratas de la dieta B. 

Peso 
rata Inicial peso final allm.lng. REP 

1 38.0 82.0 316.2 2.32 
2 44.7 100.8 354.3 2.64 
3 45.6· 105.3 396.5 2.51 
4 48.0 101.0 402.6 2.19 
5 48.6 103.5 361.2 2.53 
6 40.8 102.4 342.5 3.00 
7 44.4 112.3 424.0 2.67 
8 46.0 97.3 387.9 2.20 
9 46.7 114.4 416.3 2.71 
10 49.4 118.4 381.4 . 3.02 

Cuadro No. & Cálculo del .. valor de REP para las ratas de la dieta C • 

rata 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

. ··Peso 
·Inicial· 

39.3 
.44.7 
. 45.7. 

47.1 
49.0 
41.5 
43.6 
46.1 
46.7 
50.0 

peso final allm. lng. 
93.7 337.8 
90.0 350.2 
101.5 375.9 
106.0 398.0 
88.0 357.6 
88.6 287.2 
75.0 270.6 
121.7 410.2 
92.5 331.9 
106.7 395.1 

REP 
2.68 
2.16 
2.47 
2.47 
1.82 
2.73 
1.93 
3.07 
2.30 
2.39 

.. 
,·,·-/i" 

prom 
3.18 

desv. Std 
0.38 

%C.V. 
12.15 

REPajust 
:,:.2.5 

.·prom 
.2.58 

desv. Std 
·:. 0.29 
%C.V. 
11.25 

REP ajust 
'.2.03 

prom 
2.40 

desv. Std 
0.38 

%C.V. 
15.69 

REPajust 
1.89 
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Resu/t;¡c/os y Oiscusión 

Cuadro No. 7 Valores de relación de eficiencia protef"."ica para las diferentes dietas que 

se utilizaron 

Dieta ValordeREP 

corregido 

A 2.50 :t:0.38ª 

B 2.03:1:0.29" 

e 1.89:1:0.38ª 

Nota1: diferentes superfndices denotan diferencia significativa 

Nota2: el valor de REP utilizado se tomo ·con:so Indicativo. del aprovech~mlento de la protefna y no 

como valor de REP como tal. ya que la cantidad de· protefna utilizada fUe diferente 



Resu/f;¡c/os y Oiscusión 

Hemoglobina 

En el cuadro No. 8 se presentan los valores promedio de hemoglobina -con sus 

desviaciones estándar. en el cuál se observa que el valor de hemOglob(rla'dB los a~imales 
-. . .. - .- - - . 

recién destetados es bajo, aunque está dentro de lo normal 12-13gldl,'_e~to'se explica ya 

que al estar recibiendo leche materna, la cantidad de hierro que hai~n.~~ta .. e~ b.;ja lo 
;· .. --- ---- .--.-•" , 

que causa obtener este valor. a comparación de los valores obtenid"?~:~~:~:,(a~-:·r~taS más 
-... -· - ',.,,-

grandes. que aunque no hay diferencia significativa entre los diferentéS tratarTtteritos a JOs 

28 y 56 dlas de ensayo, se observa una tendencia de disminución· e'~,l~·cJ~1·1c,~'an"imales 
.---,.··· .. , ., ·- --

alimentados con la dieta By C presentan una menor concentración~dÉi' h0moglobina, lo 

cuál se observa tipicamente en situaciones de desnutrici6.n. :L~- -~ue_.-~s importante 

mencionar aquf es que los animales tienen un buen nivel de hemoQIÓt?iria y que aumentó 

con las dietas proporcionadas a comparación del tiempo cero. 

Cuadro No.8 Concentración de hemoglobina de ratas en estudio dado en [g/dl) 

Tiempo de estudio 

Dieta Tiempo cero 28 dlas de ensayo 56 dlas de ensayo 

Control 

Desnutridas 

Desnutrida + vlt. A y 

hierro 

13.48 ± 0.597 17.14 ± 0.391ª 18.60 ± 0.381 6 

16.48 ± 0.6148 

16.52 ± 0.7858 

18.14±0.230b 

17.90 ± 0.636b 

Nota: diferentes superlndices denotan diferencia significativa 
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P.esu/t;¡</os y Oiscusión 

Hierro en órganos 

En cuanto al hierro determinado en órganos (cuadro 9) se observó que las ratas que 

hablan tenido una dieta suplementada con vitamina A y hierro (dieta C) obtuvieron valores 

muy altos de hierro en ambos tejidos,_ hlgado y _bazo, que son los órganos donde de 

manera normal se almacena el exceso .de e'.ste mineral42
• Esto se explica porque al 

: ... :' .~:-, .. · "-_ > 

absorberse el hierro, se acumula en 'én~·ho~ 6'r9anos para que cuando haya deficiencia de 

éste se utilice de alll, pero al tener valores tan altos de hemoglobina se demuestra que no 

se requiere de este mineral, por lo que se va a almacenar en diferentes 6granos8
• En 

cuanto a los resultados obtenidos por el método de absorción atómica, se reportaron 

únicamente los resultados del hierro en hlgado de las ratas recién destetadas y de las 

ratas de 28 dlas de ensayo (cuadro 10), y como se puede observar se tuvieron valores 

muy parecidos a los obtenidos por el método calorimétrico por lo que ya no se realizaron 

las demás determinaciones. La concentración de hierro se midió a los 28 dlas que fue el 

tiempo que duró la primera parte del ensayo biológico. 

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

calorimétrico 

Ratas Hierro en Hlgado Hierro en bazo 

(mg Fe/100g de tejido] [mg Fe/ 100g tejido] 

Recién destetadas 57.622 ± o.aa6 76.945 ± 2.05' 

Dieta A 28dlas 59.119 ± 3.132b 129.742 ± 0.038 

Dieta B 28 dlas 54.912 ± 1.95b 119.915 ± 3.68d 

Dieta C 28 dlas 212.861 ±4.69ª 164.860 ± 4.22c 

Nota: diferentes superlndlces denotan diferencia significativa 
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Resu/t¡¡<fos y V1scus1on 

Cuadro Noª 10 Concentración de hierro en tejidos de las ratas en estudio por el método 

de absorción atómica 

Ratas 

Recién destetadas 

Dieta A 28dfas 

Dieta B 28 días 

Dieta C 28 dias 

Hierro en Higado 

[mg Fe/100g de tejido] 

58.64 

65.37 

54.30 

212.23 
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Resu/t¡¡c/os y Discusión 

Ensayo enzimático 

En el análisis de las disacaridasas (lactasa, maltasa y sacarasa) ·se realizaron curvas de 

calibración, gráfica No. 2, en donde se ... ob¿enió .. b.:Íena : linealid~~ cua~do las 

concentraciones de glucosa estaban entre o y. 1 oo·: ;.~1rn1'. A~en1'á'~ 'el por~;;t;.je de 

coeficiente de variación fue menor del s~:"esta~d~riz~~-~¡,:;·~'·:~~~?~1 ·~:~,~~;~¡~ enzi~~tico de 

las disacaridasas para el estudio. los re~-~· Ita~~~ obter1id~i,;-~,~: ~:~-~~~~;.,.:.en~~:( ~~~dro no. 

11. 

Gráfica No. 2 Curva patrón de glucosa para la cuantificación de glucosa liberada durante 

el ensayo enzimático 
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Resu/f;¡c/os y Oiscusión 

Cuadro No. 11 Valores obtenidos de la actividad enzimática durante la estandarización 

de la determinación. 

Enzima Promedio 
-%CV 

[U/mg de prot) 

Maltasa 0.48 

La et asa 4.90 

Sacarasa 3.61 

: .. <·.; : ·-, .- ; ' 

En el análisis de las muestras obtenidas .du~a~-Íe ~·¡ .··bioensayo se tu\Íieron los resultados 

que se muestran en el ~~a:dro No. ·1·~::::::e~'.~~~~de ·~~'<.'·.pu~~e o~servar que en la 

determinación del contenido de proteína, ~6 s~ enc..;en~ra cli~erencía ,;íg~lficativa entre los 

diferentes tratamientos, lo cuál · se: puede : inte,.Pretar. diciendo· que __ se mantiene la 

homeostasis. 

Cuadro No. 12 Contenido de proteína en.el homogenizado_dé la_ mucosa intesti;,al 

· Ratas ;·e·· 

Dieta _B_ 28 días.• 

Dieta C 28 df~s .. 

Dieta A 56 días · 

-·o-., Proteína· 

13.926 ± 5.7.148 

. 17;~37 ± 2.152• 

·•16.125~ 3.~3~ª 
17.820-± 0~775•. 

16.483 ± .1.886ª 

15.133 ± 2.537ª 

15.423 ± 1.256ª 

Nota: diferentes superfndices der:-iotan di!erencia significativa 

69 



ResultiJc/os y OfScusfón 

En el cuadro No. 13 en cuanto a actividad especifica de la lactasa se observa una 

tendencia de disminución en la actividad, aunque en algunos casos estadfsticamente no 

haya diferencia significativa, también cabe mencionar que en las ratas recién destetadas 

la actividad de dicha enzima es baja en comparación a lo reportado por otros autores43
, lo 

cuál se puede justificar ya que las ratas a esta edad comienzan a consumir del alimento 

de la madre, además de seguir amamantándose. 

En el cuadro antes mencionado también se observa un aumento en Ja actividad 

enzimática de la maltasa y sacarasa, que para las ratas de 28 dlas 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 dlas de ensayo se 

observa esa misma tendencia de aumento, aunque la diferencia no es significativa. Este 

comportamiento concuerda con lo reportado por Rossl Tomas44 en donde explican que 

en trabajos anteriores se ha demostrado que una alimentación restringida induce a una 

absorción y metabolismo de nutrientes más 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 enzimática entre el lote control y los 

lotes de ratas desnutridas. al mismo tiempo se puede ver una disminución no significativa 

en la actividad enzimática 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 la actividad de las disacaridasas. 
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Result7cfos y Viscus1on 

La disminución en la actividad enzimática de las disacaridasas, observada en estudios 

previos. en individuos que consumen una dieta de mala calidad~ no se vio en.este caso ya 
' . . .· ·. 

que, aunque se consumió una dieta de bajo contenido protéico, la protefna utilizada era 

de buena calidad. 

Cuadro No. 13 Actividad de las dlsacaridasas del intestino delgado de las ratas de 

estudia 

Ratas Lactasa Maltasas Saca rasa 

[U / mg protelna] [U I mg protelna] cu I mg protelnaJ 

Recién destetadas 0.031 ± 0.007ª 0.243 ± 0.04°1 0.069 ± 0.001 ·1 

Dieta A 28 dlas 0.023 ± 0.002bc 0.183 ± 0.0071 0.082 ± 0.018 1 

Dieta B 28 dlas 0.025 ± o.003•b 0.260 ± 0.026° 0.124~ 0:005" 

Dieta C 28 dlas 0.019 ± o.002c 0.223 ± 0.02° 

Dieta A 56 dlas 0.027 ± 0.002ª 0.385 ± 0.03d . 0.121±0.022 h 

Dieta B 56 dlas 0.023 ± 0.002bc 0.492 ± o; 1 07d 0.193±0:023 g 

Dieta C 56 dlas 0.024 ± o.003•bc 0.422 ± o.025d : o.167 ± o.035 g• 

Nota: diferentes superlndices denotan diferencia significativa 
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Análisis de retino! 

A continuación, en el cuadro No.14 se presentan las condiciones que se. establecieron 

para el análisis cromatcigráfico (HPLC)del retino! ensue.ro •. Estas:condlciC:.,;~s ~on las 
'- . . '· - - . ... -,·' 

mejores, bajo las cuáles se. define. bien el pioo del retino! y su Uem~ de·r~t~;,ció!" no es 

tan largo, ni tan corto para co~fun.dirsé có.i el frerl~e :de ;disolv-enl9/" 
- .· - ' - - - ,,,_ . - ·-~"' - . --· .. ,_,,. 

Condiciones 

Columna 

Detector 

Fase móvil 

Flujo 

Volumen de Inyección 

Validación 

Novapak C18, con precolumna novapak 

C18 

UV longitud de on.da 325nm 

Metano! : agua (g5:5) 

1.5ml/mln 

50µ1 

La prueba de la precisión con la que el registrador integra las áreas fue satisfactoria. Las 

áreas promedio de las cinco señales producidas, quedaron como se muestra en el cuadro 

No. 15. En este se observa que en todos los casos se obtuvieron valores de coeficiente 

de variación menores a la magnitud establecida como criterio de aceptación de la prueba 

(2%), lo cual significa que existe repetibilidad en el sistema de estudio. 
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Cuadro No. 15 Promedio, desviación estándar y coeficiente de variación de cinco 

repeticiones de una curva estándar. 

Concentración de retino! Promedio 

(µg 1 mi) áreas 

6.25 41785 

12.5 70495.8 

25 132346.8. 

50 25747.1 

75 382509.8 

100 502925.6 

Desviación estándar 

1066.67· 

1140.34 

3305.33 

. 6427.55 

2345.86 

Coeficiente de 

várl~~ló~'(%f 
1.26. 

1.51 

0.86 

1.31 

1.68 

0.47 

En el cuadro No. 16 se reporta el promedio del tiempo de retención con su desviación 

estándar y su coeficiente de variación, en este cuadro se muestra la repetibllldad en los 

tiempos de retención. Todos estos casos cumplen con el criterio de aceptación de 

coeficiente de variación menor del 2%. El tiempo muerto fue de 0.3155 minutos. El factor 

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

casos. 
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Cuadro No. 16 Promedio, desviación estándar y coeficiente de variación (n=5) de los 

tiempos de retención generados por una curva estándar de reti~ol 

Concentración de retinol 
Tiempo de retención ± D.S. % C. V. 

(µg I mi) 

6.25 1.545 ±4.38 X 10º 0.28 

12.5 1.540 ± 4.02 X 10º3 0.26 

25 1.533±0.00 0.00 

50 1.533±0.00 º·ºº 
75 1.534 ± 4.02 X 10-3 0.26 

100 1.533±0.00 º·ºº 

Precisión y linealidad del sistema 

En la gráfica No. 3 se presenta la curva patrón del retinol en el cuál se puede ver que el 

aumento del área del pico es proporcional al aumento de concentración y la curva es 

lineal cuando la concentración va desde 6.25µg/100ml hasta 100µg/100ml. En la gráfica 

No. 4 se muestra el cromatograma del estándar de retinol con acetato de retinol como 

estándar interno. 
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Gráfica No. 3 Curva de calibración para el retinol. 
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Gráfica No.4 Cromatograma del estándar de retinol con acetato de retinol como estándar 

interno. 
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Result:ic/os y Discusión 

En el cuadro No. 17 se encuentran los resultados obtenidos de inyectar seis curvas 

patrón, tres hechas un dlas y las otras tres al dfa siguiente, evaluándose la precisi~n del 

sistema, se observa que el coeficiente de variación en las respuestas obtenidas es menor 

del 5%, lo cual cumple con el criterio de aceptación, y en el cuadro No. 18 se muestran 

los resultados obtenidos durante la elaboración de las curvas de calibración del tipo: 

repuesta = f (concentración) obteniéndose valores de r2 > 0.98 en todos los casos. 

Cuadro No. 17 Promedio, desviación estándar y coeficiente de variación (n=6) de la 

respuesta generada por la inyección de 6 curvas patrón 

Concentración de retlnol 
Respuesta 

(µg/ml) 

9.375 0.81 ±0.026 

18.75 1.52±0.028 

37.5 2.92±0.069 

75 5.47± 0.172 

93.75 6.52±0.164 

Respuesta = Relación de áreas retino! /acetato de retinol 

ºlo c .. v. 

3.22 

1.849 

2.35 

3.15 

2.51 
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Cuadro No. 18 Linealidad del sistema Curvas de calibración de la respuesta (relación de 

áreas) en función de la concentración. 

Curva No. y-mx+.b ? 

0.0699 X+ 0.227 0.999 

2 0.0680 X + 0.289 :·o.998 

3 0.0680 X + 0.294 .0.980 

4 0.0692 X + 0.200 0.999 

5 0.0674 X+ 0.260 0.998 

6 0.0640 X+ 0.321 0.993 

Recuperación del método 

En esta parte se compararon las áreas obtenidas del estándar solo y en suero, los 

resultados obtenidos se muestran en el cuadro No. 19. en donde se O_bserva que los 

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

aceptación. 

Cuadro No. 19 Valores.de recobro de retinol después de la recuperación 

Concentración de retlnol Area suero+ 
Área estándar 

(µg/ml) estándar 

9.375 84795 71761 

18.75 161603 142767 

37.5 272556 237604 

75 566952 438934 

º/a de Recobro 

84.63 

88.34 

87.18 

77.42 
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Rcsuft;¡,fos y Discusión 

En la gráfica No. 5 se tiene el cromatograma del retinol en suero con su estándar interno. 

obtenido después de la extracción. en este se puede observar que el pico de retinol se 

pega con el pico del frente de disolvente. 

Gráfica No .. 5 Cromatograma de retinol y su estándar interno en suero. 

2 o .r·· 
,. -

-\ 

l 
5 1 

1 

D • t• e 10 r A .. 2 (3 2 s n rn ) 
Recuper•Cl6n2 
23 o, o :s .oo• --­

Na me 
R e te n \,bo n T lm e 

l-20 

e 

Durante la realización de la validación para cuantificar retinol por HPLC se presentaron 

una serie de problemas que dificultaron dicha validación, dentro de los cuales cabe 

mencionar el problema de la columna cromatográfica. se tuvieron problemas con ésta 

debido a que se empezó a desempacar la smce trayendo como consecuencia que se 

tapara el equipo. ensuciándolo y que subiera la presión a más de 400kg1 ocasionando que 

el equipo se parara automáticamente, se pensó que se debla a que ya habla terminado la 

vida útil 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 sallan pegados, esto debido 
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Resu/t;¡cfos y Discusión 

a los sucio de la muestra, por lo que se procedió a centrifugar y filtrar la muestra por 

medio de acrodiscos; .FL:'e. asi como se eliminó dicho p~oblema: También· ~e encontró que 

habla una gran VariSci6n en las áreas del estándar interno al analizarse en la m·átrices,' es 

decir. el estándar~ i.1temo. par~cra f~ncionar Solo en soluciones est·~~dar, lo .cuál p;~~~caba 
un valor ~~Y ~·~~ ~~i ~o~f.~¡;'~~~ ~e vari~c~ó~.~ . 

Ante la lmposibU;~ .. dde r~soller este ~roblema dentro de un tie~po r~zonabÍ~. se decidió 

ya no t'ermis1ar. la vali~~~~~¡,:~-~~~-·:que .se cree que ~on los resultá~os quB ·~e tienen _hasta 

ahora se pue~~;, ;l~g~r_-~-~- t~~e~ una conclusión con~ respecto a lo ocurrido en este 

procedimie~to exp~rim~rlt~t: 
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Conclusi'ones 

VI. CONCLUSIONES 

El crecimiento de los animales 'en- estudiO ~o se· vio afectado por.Ja ':ldición en 

exceso de vitamina A y hier~o. ·. sino· que-_ dependió ·únicamente de la cantidad de 

proteína. · :· -

El valor de REP tampoco's~';afecté.'al .;;~lcl~;..ar-vitainlna'A,,y'hierro en la dieta 
:. ::· :~' ; ,:,.;, '.~ 

hipocalórica, hipoprotelnlca>';j'.--

El nivel de hemoQÍ~bi~:~;~~:~~-~~.~~b ,_:~-~ ·, Í~~ --~~~~:don·· dit~rent9s · tratami~ntos está 

dentro de los ".~/~r~~-~ft#~~~~~~~;';~,~~'.~;i:::;_f/·>>' <,_ _ ... ,- , 
La concent~ción ta~.a~ta:de.~ierr!il en los-órganos, de ,los:·animales coii una dieta 

suplementad,;· ce;.. vit.;;,:;¡~~-.A ·-y· híer~o 'cieini.iestí-an q~é efectivamente tíubo una 
,, . - . ~1-· ::. ·-. ~ .• " 

acumula~i.~n _··~~~~iV~-~-:-d~:-'este~.;;:;.¡~~~I'/:~~-~-~-~-~--:·~~ _·se" pu~·ó._ de-riiostr3r si éste 
.·_;_; 

Se logró establecer_ las -c~nd1crones · d'e' t¡:,;bajo , ¡>ara -_la determinación de - la 

actividad enzimática de lasc disa.,',.ñdasa~~ . ·. · .. ~-: • _ 

No hubo diferencia significativa en.· la concentración dé protelna· en los animales 
--'-:_ .. ;·.~_,-·-?: .. ;_-:--.';_':<' 

con diferentes tratamientos, lo cuál era de esperarse ·pués la_ ho_meostasi_s de los 

animales se mantuvo. 

El nivel de la actividad de la lactasa tiene una tendencia a disminuir; pero no existe 

diferencia significativa entre los diferentes tratamientos 

El nivel de la actividad enzimática de la maltasa y sacarasa aumentan en 

comparación a las ratas del lote control, comportamiento que en trabajos 

anteriormente realizados se habfa visto. 

Se lograron establecer las condiciones de trabajo para cuantificar el retino! por 

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