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RESUMEN

La desnutricion energético-proteinica (DEP) se relaciona con los fendmenos
socioculturales que caracterizan a una nacion, a una colectividad y a una familia. El estado
de nutricién esta determinado por factores ambientales, genéticos, neuroendocrinos y
por el momento bioldgico en el que se encuentra el individuo. En México la prevalencia de
la DEP es mas elevada en zonas rurales indigenas y urbanas marginales; es la principal
consecuencia de las enfermedades infecciosas y de una ingestion alimentaria inadecuada.
Su estado clinico puede comprender la deficiencia de energia y/o proteinas; éstas son de
magnitud variable (leves, moderadas y graves). Las graves se manifiestan mediante
cuadros clinicos muy caracteristicos llamados Marasmo y Kwashiorkor. En el caso de
Kwashiorkor, |la tasa de degradacion y de sintesis proteinica esta disminuida como una
respuesta de adaptacidon a la carencia de aminoacidos y de energia, esto provoca que
parametros bioquimicos se vean alterados, como la concentracion de proteinas
plasmaticas, entre ellas la albimina que se ha propuesto como un indicador bioquimico
de la DEP.

Cuando un nifio presenta DEP es muy probable que se genere un cuadro de
infeccion, ésta constituye uno de los factores que mads contribuye a incrementar la
morbilidad y mortalidad en los pacientes con dicho padecimiento, suelen ser frecuentes y
merman el estado nutricio del nifio. Los alimentos funcionales pueden ser importantes en
la recuperacion, principalmente en el periodo inicial de la misma. La adicién de inulina,
prebidtico, en dietas administradas a animales desnutridos y en recuperacion ayuda en el
reestablecimiento de la flora microbiana benéfica del organismo, lo que sugiere que la
absorcién de nutrientes y la recuperacion del paciente con DEP se ven favorecidas. Dado
que la concentracion de proteina plasmatica es un parametro bioquimico clave en el
diagnostico de la DEP, éste se vera alterado al modificar el estado nutricio de los animales
de estudio, una fluctuacién en el comportamiento de dicho parametro bioquimico
mostrara si la recuperacion de animales con DEP mejora con la inclusién de inulina en la

dieta.
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Se trabajo con ratas Sprague Dowley macho recién destetadas, durante la Fase |
del experimento un grupo de éstas se alimentd con una dieta con bajo valor proteinico
para propiciar la DEP, un segundo grupo se alimentd con una dieta con nutrimentos
suficientes para su desarrollo, esto permitird saber si se logré generar DEP en las ratas de
estudio, al término de esta primera fase se tomaron muestras sanguineas de ambos
grupos y se determind la concentracién de proteinas plasmaticas. Durante la Fase Il del
experimento se alimentaron a ambos grupos con dietas que contienen dos diferentes
niveles de inclusidn de inulina (2% y 4%) y se tuvo un grupo control al que se le dio una
dieta con los nutrimentos suficientes para su desarrollo. Al término de esta Fase del
estudio se tomaron muestras sanguineas para determinar la concentracién de proteinas
plasmaticas y albumina plasmatica, con ello se determind si se producia una mejora en la
concentracion de estos pardmetros utilizando dietas con inulina para la recuperacion de la

desnutricidn tipo kwashiorkor.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

La desnutricién energético-proteinica (DEP) se relaciona con los fendmenos
socioculturales que caracterizan a una nacidn, a una colectividad y a una familia. El estado
de nutricién estd determinado por factores ambientales, genéticos, neuroendocrinos y
por el momento biolégico en el que se encuentra el individuo. Es un estado patoldgico
inespecifico sistémico y potencialmente reversible, que se origina como resultado de la
deficiente incorporacién de los nutrimentos a las células del organismo. Se concentra de
manera principal en los paises en desarrollo, los nifios que la padecen se enferman con
frecuencia, suelen sufrir la pérdida de sus capacidades intelectuales y, si sobreviven,
pueden llegar a la edad adulta con discapacidades mentales o fisicas (Casanueva, 2001).
En México la prevalencia de la DEP es mds elevada en zonas rurales indigenas y urbanas
marginales; es la principal consecuencia de las enfermedades infecciosas y de una
ingestién alimentaria inadecuada. Su estado clinico puede comprender la deficiencia de
energia y/o proteinas; éstas son de magnitud variable (leves, moderadas y graves). Las
graves se manifiestan mediante cuadros clinicos muy caracteristicos llamados Marasmo y
Kwashiorkor.

En la DEP existe una adecuada digestion de las proteinas de la dieta, pero su absorcion se
ve reducida de 10 a 30 por ciento. En el caso de Kwashiorkor, la tasa de degradacion y de
sintesis proteinica esta disminuida como una respuesta de adaptacién a la carencia de
aminodacidos y de energia, esto provoca que parametros bioquimicos se vean alterados,
como la concentracion de proteinas plasmaticas, entre ellas la albiumina que se ha
propuesto como un indicador bioquimico de la DEP.

Cuando un nifio presenta DEP es muy probable que se presente un cuadro de infeccion,
ésta constituye uno de los factores que mds contribuye a incrementar la morbilidad y
mortalidad en los pacientes con dicho padecimiento, estas suelen ser frecuentes y
merman el estado nutricio del nifio (Casanueva, 2001).

La DEP resulta en una cascada de cambios fisioldgicos que no pueden ser resueltos

Unicamente con alimentos domésticos, requiere de una intervencidn terapéutica, se
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requieren alimentos ricos en nutrimentos, rehidratacién oral y en ocasiones antibiéticos.
Los alimentos funcionales pueden ser importantes en la recuperacion, principalmente en
el periodo inicial de recuperacion (Blackburn, 2001).

La inulina es un fructano polidisperso que, debido a su estructura, no puede ser digerido
como un hidrato de carbono tipico y por lo tanto reduce su valor calérico y posee efectos
prebidticos. La adicidon de ésta en dietas administradas a animales desnutridos y en
recuperacién ayudan en el reestablecimiento de la flora microbiana benéfica del
organismo (Sanchez, 2009), lo que hace pensar que la absorcién de nutrientes y la
recuperacién del paciente con DEP se ven favorecidas.

Si la concentracién de proteina plasmatica es un parametro bioquimico clave en el
diagnostico de la DEP, este se vera alterado al modificar el estado nutricio de los animales
de estudio, con ello se podrd determinar si las dietas con inulina que influyeron en la
recuperacion de la flora benéfica del organismo, influyen también en la recuperacion de

los individuos con DEP.
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO.

2.1. Desnutricion.

La desnutricidn es un estado de deficiencia en el consumo o biodisponibilidad de energia
y/o nutrimentos que repercute negativamente en la salud de quien la padece. De acuerdo
con esta definicion se pueden encontrar muchas formas de desnutricion ya que la
cantidad de nutrimentos requeridos por el cuerpo humano suman varias decenas. Cuando
se trata de una deficiencia especifica, ésta se denomina en funcién de las manifestaciones
clinicas asociadas con la funciéon metabdlica del nutrimento (Zufiga, 2005).

En cuanto a su origen, la deficiencia nutricional puede deberse a un consumo alimentario
en cantidad insuficiente (desnutricion primaria), a problemas en la utilizacién de los
nutrimentos por parte del organismo debido a problemas de absorcidon, metabdlicos, o
por una demanda exagerada, ya sea patoldgica o funcional (desnutricion secundaria);
también puede haber formas mixtas de desnutricion.

En cuanto a la duracién de la deficiencia de nutrimentos, la desnutricion se puede
catalogar en aguda asociada con adelgazamiento, y crodnica, cuando la persistencia
prolongada de la desnutricién detiene el crecimiento o produce alteraciones orgdnicas
ademas de la pérdida de peso. Es posible reconocer también formas crénicas agudizadas
de desnutricién.

Para la caracterizacidn de la desnutricidn también es importante considerar la intensidad
de la deficiencia, para ello se utilizan tres grados: leve, si la deficiencia es incipiente y sin
riesgo de secuelas importantes; moderado, si el dafio no es suficiente para comprometer
la vida en forma inminente pero el riesgo de secuelas permanentes es alto; y grave, si la
deficiencia pone en peligro la vida.

El denominador comun de la desnutricidon materna e infantil es la incapacidad para
satisfacer la demanda fisiolégica para garantizar el crecimiento y desarrollo acelerado de
la etapa prenatal y durante los primeros afios de vida, lo que puede dar origen a dafios
irreversibles que limiten ostensiblemente el desarrollo de las capacidades futuras del

infante (Zufiga, 2005).
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Es importante conceptualizar a la desnutricidn infantil no sélo como un problema de
carencia alimentaria ya que también es un problema social. La desnutriciéon puede
catalogarse también por las causas que la originan, como la desnutricion energético-
proteinica (DEP), que como su nombre lo indica es producida por la escasez en la ingestiéon

de proteina y energia del individuo en cuestion.

2.1.1 Desnutricion Energético-Proteinica (DEP).

La DEP evoluciona en forma gradual a lo largo de semanas o meses. Esto permite que
ocurra una serie de ajustes metabdlicos y conductuales que resultan en una disminucion
de la demanda de nutrimentos y un equilibrio nutricional compatible con la disponibilidad
reducida de nutrimentos a nivel celular. Las alteraciones del metabolismo pueden deberse
a una deficiencia grave de nutrimentos, a complicaciones (como infecciones) o a un
tratamiento inadecuado (como la administracion subita de cantidades grandes de calorias
o proteinas en la dieta) (Casanueva, 2001).

En México la prevalencia de la DEP es mdas elevada en zonas rurales indigenas y urbanas
marginales; es la principal consecuencia de las enfermedades infecciosas y de una
ingestion alimentaria inadecuada. En la clasificacion de la DEP siempre se deben de tomar
en cuenta tres parametros o factores:

1. El factor etioldgico, en donde la DEP se clasifica de la siguiente manera: primaria,
cuando se debe a una deficiente ingestién de alimento, por lo general debido a
problemas socioeconémicos, como disponibilidad o ignorancia; secundaria, cuando
los alimentos que se consumen no se aprovechan en forma adecuada a causa de
situaciones fisiopatoldgicas existentes, como las infecciones, y mixta, cuando los
factores anteriores se conjugan.

2. La magnitud o gravedad de la DEP, clasificada de acuerdo con el indicador de peso
para la edad establecido por Gémez (Casanueva, 2001).

3. El tiempo de evolucidn de la DEP, establecida a partir de los indicadores de peso

para la estatura y estatura para la edad indicados por Waterlow.
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Su estado clinico puede comprender la deficiencia de energia y/o proteinas; éstas son de
magnitud variable (leves, moderadas y graves). Las graves se manifiestan mediante
cuadros clinicos muy caracteristicos lamados Marasmo y Kwashiorkor.
A pesar de esta magnitud variable en su espectro, los signos y sintomas de la DEP pueden
agruparse en tres categorias:
a) Los signos universales, que son la dilucidn, la disfuncién y la atrofia, que en la
clinica se manifiestan como una disminucidon de los incrementos normales del
crecimiento y el desarrollo, los cuales se encuentran siempre presentes en la
desnutricién, sin importar su etiologia, intensidad o variedad clinica.
b) Los signos circunstanciales, que se desencadenan como una expresién exagerada
de los signos universales; por ejemplo, el edema, la caida del cabello, las petequias,
la hipotermia, la insuficiencia cardiaca, la hepatomegalia, etc.
c¢) Los signos agregados, los cuales determinan en buena parte la terapia, asi como la
mortalidad del desnutrido; entre ellos estan la diarrea, la esteatorrea, la anemia o la
anorexia.
Entre los signos agregados se incluyen aquellos determinados por el ambiente social y
cultural, asi como los rasgos afectivos que prevalecen en el habitat del individuo. Todos
ellos son concomiantes a la DEP, pero no consecuencia directa de la misma. Estas
manifestaciones forman parte importante de lo que ha sido llamado el sindrome de
privacion social.
En general, en la DEP de magnitud variable el nifo se muestra llorén, descontento, con
diarreas poco frecuentes, sin vomitos u otros accidentes de las vias digestivas. Se
caracteriza principalmente porque el peso no muestra los incrementos esperados en las
ultimas cuatro a seis semanas. En la DEP moderada, los sintomas y signos anteriores se
exacerban; el nifio se torna irritable y duerme con los ojos entreabiertos, la pérdida de
peso se acentua, las diarreas y las infecciones son frecuentes (rinorrea, faringitis, otitis),
los ojos se hunden, la piel y el tejido subcutdneo pierden turgencia y elasticidad, se

presenta hipotrofia muscular y a veces comienza a aparecer edema.
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Las variedades clinicas graves de la DEP (Marasmo y Kwashiorkor) tienen factores
etiolégicos y manifestaciones al parecer diferentes. En general, el Marasmo predomina en
los lactantes de 6 y 18 meses de edad y es el resultado de una ingestidn deficiente y
cronica de energia, proteinas, vitaminas y nutrimentos inorganicos. Esta caracterizado por
una grave reduccidon de peso, el edema no es detectable y existe adelgazamiento del
tejido muscular y subcutaneo. Cuando la privatizacién continla, se presenta desmedro, es
decir, alteracién sobre el crecimiento lineal o retardo del crecimiento. El nifio con
marasmo presenta también cambios en la piel y, ocasionalmente, en el pelo, y se muestra
muy irritable y apatico al medio ambiente (Casanueva, 2001).

Tabla 1. Caracteristicas de la desnutricion

MARASMO KWASHIORKOR

Inicio Primer afo Segundo afio
Se asocia Destete temprano Destete tardio
Evolucion Cronica Aguda
Enfermedades Frecuentes Menos frecuentes

Respiratorias y gastrointestinales Respiratorias y gastrointestinales
Apariencia Emaciado Edematoso
Conducta Irritable, llora mucho Apatico, triste, irritable

Tejido muscular

Muy disminuido

Muy disminuido

Tejido adiposo

Muy disminuido

Presente pero escaso

Higado Normal Esteatosis, hepatomegalia

Edema Ausente Presente

Piel Seca, plegadiza, sin dermatosis Lesiones himedas, con dermatosis
Cabello Alteraciones ocasionales Alteraciones frecuentes
Psicoldgicas Alteraciones ocasionales Alteraciones frecuentes
Hemoglobina Disminuida Disminuida

Proteinas Casi normales Disminuidas

Complicaciones

Infecciones, electroliticas

Acido-Base

Infecciones, electroliticas

Acido-Base

Recuperacion

Prolongada

Breve

Fuente: Casanueva, 2001.
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El Kwashiorkor es consecuencia de una deficiencia de energia y micronutrimentos, a la
cual se suma una ingestién inadecuada aguda de proteinas. Se presenta con mayor
frecuencia en la etapa posterior al destete, en lactantes mayores o preescolares. La
caracteristica clinica es el edema, que comienza en los miembros inferiores y cuando llega
a afectar la cara del nifio le da aspecto de “luna llena”, ademas de lesiones en la piel,
cambios de textura y coloracién en el pelo, apatia, anorexia, hepatomegalia por
infiltracion de grasa (falta de sintesis de lipoproteinas) y albumina sérica disminuida

(Casanueva, 2001).

2.1.1.1. Kwashiorkor

Fue descrita por primera vez por Ciceli Williams en 1935, aplicando el término
kwashiorkor a un sindrome pluricarencial que se presenta entre el ano y los 5 o0 6 afios de
vida, producido debido al destete brusco del infante, al nacer un segundo infante, en
muchas sociedades el siguiente alimento que se les da es a base de grasa y almidones, que
poseen un aporte proteinico minimo y en algunos casos nulo, la mayoria de los casos el
menor debe competir con el resto de la familia por una porcién de comida quedando en
desventaja por su corta edad y con pocas posibilidades de conseguir una racién de
alimento adecuada para su desarrollo, en especial si el alimento escasea para toda la
familia.

La causa subyacente del kwashiorkor es, por tanto, una ingesta inadecuada de alimentos
como en el caso del marasmo. Sin embargo, frecuentemente es el resultado de la
ignorancia sobre muchos alimentos de destete adecuados, mas que sélo la falta de
alimentos en si.

Uno de sus sintomas mas llamativos y para el cual no se ha encontrado una explicacién
consistente es el edema; existen varias teorias que explican su aparicion, algunas de las
cuales se explicaran mas adelante. Ademas de la emaciacién de tejido muscular, pérdida

de mucosa intestinal y respuestas inmunes disminuidas, que también se presentan en el
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marasmo, los niflos con kwashiorkor muestran varios signos caracteristicos que distinguen
a ésta enfermedad:

& Retencion de fluido y por tanto edema grave, debido a la baja concentracién de
proteinas plasmaticas. La hinchazén de los miembros, debida al edema, enmascara
la grave pérdida muscular en brazos y piernas;

& Aumento del higado. Debido a la acumulaciéon de cantidades anormalmente
elevadas de grasa en el higado, en un grado tal que en lugar de su color marron-
rojizo normal, el higado es amarillo palido cuando es examinado post-mortem, o
durante la cirugia. La base metabdlica de esta infiltracion de grasa se desconoce. Es
el aumento del higado lo que causa la paraddjica apariencia “panzuda” de los nifos
con kwashiorkor; junto con el edema, parecen rollizos a cierta distancia, aunque
estén hambrientos;

& Cambios caracteristicos de la textura y el color del pelo. Esto es mas destacable en
nifios africanos; en vez de un pelo negro fuertemente rizado, los nifios con
kwashiorkor tienen escaso pelo, a mechones, que es menos rozado de lo normal, y
pobremente pigmentado, a menudo es rojizo o incluso gris;

& Erupcion cutanea como el hollin, semejante a una quemadura solar;

& La expresidn caracteristica de profunda afliccion (Bender, 1993).

Geograficamente tiende a confinarse en zonas de Africa rurales, islas del Caribe y del
Pacifico, donde los alimentos basicos y los que se usan en el destete son deficientes de
proteinas y excesivamente ricos en almidén. El aporte caldrico total resulta alto, sin
embargo desequilibrado a ello se suma la carencia de grasas y oligoelementos (vitaminas y
minerales). La retencién acuosa puede dar la impresion de perdida de peso moderada
pero la talla es deficiente. La patogenia de la retencién hidrica es compleja: hay
hipoproteinemia, a expensas de la albumina que no desempeiia un papel determinante,
salvo en las formas graves. El musculo se deteriora y puede contribuir a mantener los
niveles plasmaticos de proteinas, aunque de forma ineficiente. El potasio intra y
extracelular, esta disminuido observandose un aumento de la diuresis después de su

administracion. Paralelamente el sodio esta aumentado en el compartimiento intracelular,
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lo que contribuye a una mala regulacion hidrica. De esta forma el déficit energético
genera hipoproteinemia y el desequilibrio mineral afiade otro factor causante de edema.
Diversos estudios sugieren que el aumento del hierro libre plasmatico interviene en la
aparicion del edema.

La ingestidn proteinica reducida conduce a una disminucién de la sintesis proteinica para
los drganos internos. El deterioro de la sintesis de a-lipoproteinas origina esteatosis
hepatica. La deficiencia proteinica origina cambios enzimaticos adaptativos, las amino-
acidosintetasas aumentan y la formacién de urea disminuye, conservandose asi el
nitrégeno y reduciéndose su pérdida por orina. Los mecanismos homeostaticos actian
inicialmente para mantener los niveles plasmaticos de albumina vy proteinas
transportadoras. Finalmente, estos niveles descienden, disminuye la presién oncética y se
genera edema. En la deficiencia proteinica grave estan alterados el crecimiento, la
respuesta inmunitaria (con infecciones repetidas), la reparacion tisular y la produccién de
algunas enzimas y hormonas. Como efecto adaptativo, se producen incrementos de los
niveles de la hormona antidiurética, la renina plasmatica y el cortisol. La secrecidn de
insulina resulta estimulada al principio, reduciéndose después en el curso de la
enfermedad. Su respuesta a la sobrecarga de glucosa esta disminuida. Otros sintomas de
desnutricién son alteraciones de la inmunidad que conducen a infecciones repetidas e
hipoalbuminemia.

El edema del kwashiorkor se vincula con la hipoalbuminemia a través de la reduccion de la
presién coloidosmética del plasma, que permite la fuga de liquidos de los capilares hacia
el espacio intersticial.

La diarrea y las infecciones de vias respiratorias se presentan de una manera mas comun y
mas graves que en el caso de marasmo. Es posible que se presenten infecciones fatales, a
menudo sin fiebre, taquicardia o dificultad respiratoria. Las causas mas comunes de
muerte incluyen edema pulmonar, septicemia, gastroenteritis y desequilibrio electroliticos

(Shils, 2002).
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2.1.1.2. Ciclo Desnutricion-infeccidon-Desnutricion.

Se ha demostrado que el nifio desnutrido es mas susceptible a las infecciones. Estas
constituyen uno de los factores que mas contribuye a incrementar la morbilidad y
mortalidad cuando se asocian a la DEP. Tal es el caso de la diarrea, el sarampion y las
enfermedades respiratorias. Por otro lado, la presencia de las infecciones promueve el
desarrollo de la desnutricién lo que implica que por lo general ésta y las infecciones
aparecen juntas y genera un circulo vicioso.

El ciclo desnutricidn-infeccidon-desnutricién se debe a la presencia e interaccion de varios
factores, entre los que destacan: el abandono temprano de la lactancia, ablactacién
prematura (antes del segundo mes) o tardia (después del sexto mes), el uso inadecuado
de sucedaneos de la leche humana y la falta de higiene en su preparacién, que provocan
infecciones gastrointestinales frecuentes y merman el estado nutricio del nino
(Casanueva, 2001).

Por si mismas las infecciones desencadenan anorexia, disminucién de la absorcidon de
nutrimentos —como en el caso de la diarrea o la parasitosis -, incremento de las pérdidas
urinarias de nitrégeno y electrolitos, asi como un aumento del gasto energético basal.

Si durante el episodio de infeccidn no se aportan la energia y los nutrimentos necesarios
para crecer y compensar el gasto por la enfermedad, el nifio utilizara sus propias reservas
y dejara de crecer, sus mecanismos inmunitarios se veran comprometidos y se repetiran
nuevamente las infecciones, lo que conducird a las presentaciones graves de la DEP

(Casanueva, 2001).

2.1.2 Desnutricion Energético-Proteinica en México

Aunque una mala nutricidn produce estragos entre la poblacidon en general, sus efectos
resultan mds nocivos cuando se padece en los primeros anos de vida. Los nifos en edades
tempranas se encuentran en una etapa critica de crecimiento y maduracidén que se puede

ver gravemente alterada por el déficit nutricional. Una infancia desnutrida resulta mas
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adelante en la vida en multiples desventajas tanto fisicas como cognoscitivas (Bartlett,
1999) y aumenta la propension a enfermedades crdnicas e incapacidades (Smith y
Haddad, 2000). Asi, el desarrollo de las capacidades de las personas requiere de una
condicion nutricional adecuada desde la infancia temprana.

En las condiciones especificas de México ha quedado bien establecido que el principal
problema de desnutricidn, por lo demas consecuencia directa de las condiciones de
marginacion y pobreza, es la que acontece en los primeros afios de la vida, es decir la
desnutricién infantil o preescolar. Asociada estrechamente a la desnutricidn preescolar se
ubica la desnutricion materna. Otras formas de desnutricidn tienen lugar en menor escala,
muchas veces son consecuencia de la desnutricién en edad temprana o estdn asociados a
estados patoldgicos.

La desnutricidon infantil en México no es consecuencia de la escasa disponibilidad de
alimentos en el hogar, ya que no es raro encontrar en una misma familia la coexistencia
de preescolares desnutridos con adultos y escolares obesos; esta condicién se observa
cada vez con mayor frecuencia en familias de bajo ingreso (Zufiga, 2005).

La Encuesta Nacional de Nutricién (ENN) de 1999 aporta los datos mas recientes
disponibles sobre nutricién en el pais. Estos indican la situacién existente al final de la
década pasada y permiten estudiar la vinculacion de diversos factores con la desnutricion
en afos recientes. De acuerdo con esta informacidon, al momento de realizarse la
encuesta, 17.8% de los nifios menores de cinco afios en México experimentaban
desnutricién, medida como baja talla para la edad (desmedro).

La incidencia de la desnutricion en México cedio terreno en los uUltimos afios del Siglo XX.
Entre 1988 y 1999, la proporcién de ninos desnutridos disminuyd en una quinta parte. Sin
embargo, esta reduccion es menos notable cuando se compara con la situacién registrada
en otras regiones: Sudameérica, en su conjunto, mostré durante el mismo periodo una
disminucion de mas de 45% en la prevalencia de desmedro. Esta diferencia es aun mas
significativa cuando se considera que los cambios en la desnutricion en Sudamérica
ocurren a partir de niveles sustancialmente inferiores a los que presentaba México a

principios de la década de 1990.
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En los reportes de prevalencia se suelen considerar tres grados de desnutricién: leve,
moderada y grave; México ha adoptado desde 1993 la norma de referencia de peso y talla
recomendada por la Organizacion Mundial de la Salud (NOM-008-SSA, actualizada en la
NOM 031- SSA2-1999). La prevalencia porcentual del estado de nutricidn reportado por la
ENN 1988 a escala nacional, la Encuesta Nacional de Alimentacion y Nutricion en el medio
Rural Mexicano (ENAL) 1989 y 1996, asi como la ENN 1999 a escala urbana y rural se
presenta en la Tabla 2. Para mantener la comparabilidad se excluye la zona metropolitana

de la ciudad de México en ambas ENN.

Tabla 2. Estado de nutricion en medio urbano y rural de la poblacién menor de 5 aios,
Estados Unidos Mexicanos. 1988-1999.

ENN 1999
Estado de nutricion ENN 1988 ENAL 1989 ENAL 1996
Rural Urbano
Total 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
No desnutridos 56.0 55.9 57.2 58.8 76.2
Desnutricion leve 27.6 27.8 25.9 28.9 18.4
Desnutricién moderada y grave 16.4 16.3 16.9 12.3 5.4

Fuente: Zuiiiga, 2005.

Existe una congruencia en la serie cronolégica de la prevalencia de la desnutricién con el
medio rural reportada por la ENAL 1989, 1996 y la ENN 1999. Esta congruencia contrasta
la prevalencia de desnutricion infantil y preescolar para el conjunto del pais por la ENN
1988, la cual es practicamente idéntica a la reportada en el medio rural en 1989; esto
significa que no habria diferencia entre la prevalencia de desnutricidon urbana y rural, lo
cual contradice la evidencia epidemioldgica. Esto supone una homogeneidad nacional en
la disminucion de la desnutricion moderada y grave. Sin embargo hay una gran asimetria
no solo en la prevalencia de desnutricion sino también en la magnitud del descenso al
considerar la distribucidén espacial y la etnicidad de la poblacién.

La distribucidn regional del estado de nutricion de la poblacidn menor de 5 afios de

acuerdo con las ENN 1988 y 1999 se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3. Distribucion regional del estado nutricional de la poblacion mexicana menor de
5 afios de acuerdo con las ENN 1988 y 1999.

. MENOR DE 5 ANOS | NO DESNUTRIDOS DESNUTRIDOS
REGION Leve Moderada y grave
1988 1999 1988 1999 1988 1999 1988 1999
Nacional 8906.4 | 10461.6 5237.0 | 73754 | 23869 | 2291.1 | 1282.5 | 795.1
Norte 1388.8 1953.3 937.6 1606.7 302.6 282.7 148.6 64.4
Centro 2816.2 3591.6 1659.0 | 2656.0 748.7 717.1 408.4 218.8
Sur 2938.8 3431.1 1408.0 | 2049.8 916.4 969.4 614.4 4111
Cd. De México 1762.6 1485.6 1232.4 | 1062.9 419.3 321.9 111 100.8
Nacional (%) 100 100 58.8 70.5 26.8 21.9 14.4 7.6
Norte (%) 15.6 18.7 67.5 82.3 21.8 14.5 10.7 33
Centro (%) 31.6 343 58.9 74.0 26.6 20.0 14.5 6.1
Sur (%) 33 32.8 47.9 59.7 31.2 28.3 20.9 12.0
Cd. de México (%) 19.8 14.2 69.9 71.5 23.8 21.7 6.3 6.8

Fuente: Zuiiiga, 2005.

De acuerdo con la Tabla 3 se puede observar que la mayor prevalencia de desnutricion se
presenta en la Regidn Sur; su tasa de desnutricion de alto riesgo fue 1.9 veces mayor que
la del conjunto de las otras tres regiones del pais en 1988 y se incrementd a 2.2 veces en

1999 (Zufiga, 2005).

2.1.2.1 Tratamiento Integral en la Recuperacidn del nifio con Desnutricidon
Energético-Proteinica.

Para garantizar la recuperacién de nifios con desnutricién grave se han recomendado
diversos tratamientos entre los cuales se recomiendan diferentes directrices especiales
que tengan en cuenta las profundas modificaciones fisioldgicas y metabdlicas que afectan
a todas las células, 6rganos y sistemas. Los nifios desnutridos sufren un proceso de
adaptacion reductiva”, no responden al tratamiento médico como los nifios bien
alimentados y tienen muchas mas probabilidades de morir, con o sin complicaciones. Con
un tratamiento apropiado en un hospital y un seguimiento ulterior puede salvarse la vida

de muchos ninos.
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Los nifios con problemas de marasmo y kwashiorkor, poseen un tracto intestinal en
estado muy lamentable. Esto significa que el paciente no puede tratarse en lo mas minimo
de forma adecuada con una dieta rica en nutrimentos, o con gran variedad de alimentos.
El tratamiento debe comenzar con una alimentacion frecuente y escasa a base de liquidos,
una vez que el paciente ha comenzado a regenerar una mucosa intestinal normal, pueden
introducirse gradualmente alimentos sélidos.
Existen diferentes métodos para ayudar a los ninos con DEP a reestablecerse, la OMS
recomienda una serie de directrices para lograr la pronta recuperaciéon de los nifios, cabe
mencionar que el seguimiento de éstas y el personal altamente calificado ayudan en la
recuperacion.
Hay diez pasos esenciales como parte de un tratamiento sistematico:

Tratar/prevenir la hipoglucemia.

Tratar/prevenir la hipotermia.

Tratar/prevenir la deshidratacion.

Corregir los desequilibrios electroliticos.

Tratar/prevenir las infecciones.

1

2

3

4

5

6. Corregir las carencias de micronutrientes.
7. Empezar a alimentar prudentemente.

8. Lograr la recuperacion del crecimiento.

9. Proporcionar estimulacion sensorial y apoyo emocional.

10. Preparar el sequimiento tras la recuperacion.

Basicamente el tratamiento a seguir en la recuperacion de la desnutricion inicialmente es
a base de solucion salina y/o glucosada, aumentando gradualmente la consistencia de los
alimentos hasta llegar a alimentos sélidos. En algunos casos la adicién de alimentos

funcionales en las dietas de recuperacion puede resultar fructifero para la recuperacién

del niflo con DEP (Zufiga, 2005).
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2.1.2.2 Alimentos funcionales prebidticos y probidticos.

Se han utilizado muchas expresiones para describir los multiples productos naturales con
efectos sobre la salud que estan surgiendo actualmente. Tal es el caso de los alimentos
funcionales, suplementos alimenticios y alimentos médicos, entre otros. En Norteamérica,
se han utilizado indistintamente las frases alimentos funcionales y producto nutracéutico,
y con ello se han dado diversas definiciones que describen el amplio conjunto de
productos que se incluyen en esta denominacién. Sin embargo, al momento de establecer
normativa surgen dificultades y es dificil diferenciar un “alimento” (en cuyo la dosis diaria
se debe encontrar perfectamente regulada para evitar un consumo excesivo de el mismo)
a un componente aislado que se vende en comprimidos u otra presentacion, en cuyo caso
el peligro de tomar una dosis excesiva es mucho mayor. El Healt Protection Branch de
Healt Cdnada, organismo encargado de la proteccién de la salud canadiense considera
que los alimentos funcionales y los productos nutracéuticos deben ser utilizados
independientemente dando a conocer las siguientes definiciones:

& Un alimento funcional tiene una apariencia similar a la de un alimento
convencional, se consume como parte de una dieta normal y, ademas de su
funcidén nutritivita bdsica, se ha demostrado que presenta propiedades fisioldgicas
beneficiosas o protege contra enfermedades crdnicas.

& Un producto nutracéutico es un producto elaborado a partir de un alimento, pero
que se vende en forma de pildoras, polvos y otras presentaciones farmacéuticas no
asociadas generalmente con los alimentos y que ha demostrado tener propiedades
fisioldgicas beneficiosas o protege contra enfermedades crdnicas.

Alrededor del mundo se han establecido diversas normativas acerca de este tipo de
productos para regularlos (Mazza, 2000).

Si en un principio un alimento funcional era aquel que contenia de forma natural una
sustancia activa con efectos beneficiosos para la salud, hoy en dia estas sustancias son
adicionadas a otros productos que no las contienen de forma natural, o las contienen a
bajo nivel, pero a los que se desea incorporar dicho beneficio. En este sentido la adiciéon

de nutrientes tales como vitaminas y minerales a alimentos, que de forma natural las
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contienen o no, es considerado por algunos como un fortificado o enriquecimiento,
respectivamente, mientras que a otros comercialmente les interesa que tengan la
consideracidn de alimentos funcionales.

La evolucién de la dieta 6ptima puede implicar a los alimentos funcionales, pero éstos no
son la solucion a los malos habitos alimentarios.

El grupo mas conocido, amplio y tradicional de alimentos funcionales es aquel que
incorpora probidticos y/o prebidticos.

& Probidticos. Se trata de alimentos funcionales caracterizados por la presencia de
microorganismos vivos que siendo capaces de superar el transito intestinal y
colonizar el intestino grueso ejercen diversos efectos beneficiosos: equilibrar la
flora coldénica, mejorar el transito intestinal, potenciar la inmunidad, mejorar la
absorcién de nutrientes, etc. Los alimentos mds representativos que incorporan
probidticos son el grupo de las leches fermentadas, aunque no todas las bacterias
qgue incorporan tienen la misma capacidad para superar la barrera gastrica,
colonizar el tracto digestivo o desarrollar todos los efectos beneficiosos citados.

& Prebidticos. Son aquellas sustancias que no se digieren por el organismo, pero que
pueden ser utilizadas por las bacterias beneficiosas del colon favoreciendo asi su
crecimiento y manteniendo el equilibrio de la microbiota intestinal. El grupo mas
conocido de éstas sustancias corresponde al grupo de los hidratos de carbono tales
como fibra, inulina y fructooligosacaridos (FOS) (Rodriguez, 2008).

Los productos probidticos contienen un gran nimero de bacterias benéficas, en particular
Bifidobacterias y Lactobacilos, uno de los productos mas comunes que contienen estos
microorganismos son los yogures, sin embargo las bacterias son muy sensibles. Debido a
su baja tolerancia a las condiciones del medio como el Oxigeno, calor y esfuerzos
mecanicos, sélo algunas alcanzan a llegar al colon y brindan el efecto benéfico. Por lo
tanto su efecto es transitorio y tiene una efectividad limitada.

Una alternativa para incrementar el nimero de bacterias benéficas en el intestino es a
través de la adicidn de prebidticos en los alimentos. Los sustratos viables para dichas

bacterias son formas solubles de fibra dietética, una de estas es la inulina.
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La inulina es una fuente natural, se ha encontrado en 36,000 diferentes especies de
plantas alrededor del mundo y después del almiddn, es uno de los principales hidratos de
carbono presentes en forma natural. Una de las ventajas sobre el uso de los prebidticos es
que las condiciones de almacenamiento no son tan estrictas como en las bacterias
probidticas, por lo tanto su vida de anaquel es mayor; mas aun, los prebidticos pueden ser
suplementos de una gran variedad de productos, finalmente los prebidticos son
insensibles a las enzimas del tracto digestivo por lo que llegan intactos hasta el colon

(Figura 1) (Solis, 2009).

Figura 1. Metabolismo de la inulina a través del tracto digestivo.

No hay hidrélisis en la cavidad oral.

Esofago

Estomago

No hay hidrélisis &cida, no hay hidrdlisis
. enzimatica y no hay absorcion.
Intestino grueso

Intestino delgado

No hay hidrélisis de ningun tipo, y la
fermentacion no es significativa.

En el colon se completa la fermentacion

Fuente: Solis, 2009.

2.1.2.3 Lainulina.

La inulina, B-D-fructopiranosil-[B-D-fructofuranosil]n-1-B-D-fructofurandsido, es un
fructano polidisperso, cuyas unidades de fructosa en la mezcla de polimeros lineales y
oligdmeros se encuentran unidos por enlaces B(2,1). La longitud de las cadenas de estos
fructanos se encuentra de 10 a 60 unidades, con un promedio de grado de polimerizacién
(DP) de 10. Una molécula de glucosa reside en el extremo de cada cadena de fructosa
unida por un en lace a(1-2), como ocurre en la sacarosa (Figura 2). El aspecto esencial de

la inulina son sus enlaces B(2,1), ya que estos son responsables de que no sea digerida
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como un hidrato de carbono tipico y por lo tanto se reduce su valor caldrico y posee
efectos prebidticos (Mussatto, 2007).

La inulina y los fructooligosacaridos (FOS) son los fructanos mas estudiados desde el punto
de vista nutricional y tecnoldgico. Ambos se diferencian por el grado de polimerizacion de
las mezclas de polimeros que contienen, que es entre 2 y 60 para la inulina y entre 2 y 10
para los FOS.

Dentro de las plantas que se usan como alimentos, son muchas las familias botanicas que
los contienen, entre las que destacan las: Liliaceae (ajo, cebolla, puerro, esparragos),

Asteraceae (topinambur, yacén, achicoria), Poaceae (trigo) y Musaceae (platano) (Tabla

4).

Figura 2. Estructura quimica de la inulina.
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Tabla 4. Contenido de fructanos en algunas plantas comestibles.

NOMBRE NOMBRE 3 % EN MATERIA
) ; FAMILIA UBICACION FRUCTANO
COMUN CIENTIFICO COMESTIBLE
Cichorium
Achicoria Asteraceae Raiz Inulina 16 -20
intybus
Heliantus
Topinambur Asteraceae Tubérculo Inulina 15-20
tuberosus
Smallanthus
Yacon Asteraceae Raiz FOS 9-19
sonchifolius
Ajo Allium sativus Lilliaceae Bulbo Inulina 9-11
Cebolla Allium cepa Lilliaceae Bulbo Inulina 2-6
Asparagus
Espdrrago Lilliaceae Turidn Inulina 2-3
officinalis
Trigo Triticum durum Poaceae Grano Inulina 1-6
Platano Musa spp Musaceae Fruto Inulina 0.3-0.7

Fuente: Valderrama & Manrique, 2003.

Industrialmente la inulina se extrae, en agua caliente, de la raiz de la achicoria (Cichorium
intybus), en la actualidad se han buscado fuentes alternas de inulina, los FOS son extraidos
por hidrdlisis de la inulina mediante una endo-inulasa o por sintesis, partiendo de sacarosa
por medio de la fructosiltransferasa de origen fungico (Bornet, 2001).

La diferencia en el grado de polimerizacion se manifiesta en sus propiedades tanto fisicas
como quimicas. La inulina practicamente carece de sabor dulce pero por su capacidad
para formar geles se usa como excelente reemplazante de grasas en una gran variedad de
productos como yoghurts, helados, quesos, panes, bebidas, etc. (Franco, 2006).

Dado que nuestro organismo carece de las enzimas digestivas necesarias para la hidrélisis
de las fructanos como la inulina y los FOS, estos polimeros entran en la definicién de fibra
dietética, la inulina es considerada fibra insoluble por no poseer la capacidad de
solubilizarse en agua. Tanto los FOS como la inulina viajan a través del sistema digestivo
sin sufrir practicamente alteracién alguna hasta llegar al intestino grueso, donde la

microflora presente en el colon (principalmente bifidobacterias) las utiliza como sustrato
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fermentativo, dando como resultado diversos beneficios. En su accidn como fibra, la
inulina y los FOS reducen la absorcién de metabolitos toxicos; disminuyen el
estrefiimiento por acelerar el transito intestinal, no alteran el indice glicérico ni las
reservas de glucdgeno; tienen efectos benéficos en el tratamiento de diabetes;
disminuyen la presidén arterial en personas hipertensas, reducen la concentracién de
lipoproteinas de baja densidad y disminuyen la concentracién de colesterol y triglicéridos
en sangre; mejoran la absorcién de minerales como Ca**, Mg®*, Fe**, PO,*, etc. y previene
el cancer de colon (Vargas, 2009).

La inulina posee propiedades conferidas por su estructura, las mds representativas se
enlistan a continuacién:

A. Valor caldrico: Posee un bajo aporte caldrico debido a sus enlaces B(2-1) que no
son degradados por las enzimas digestivas, como se menciono anteriormente, por
tanto no son metabolizados. La energia deriva de su fermentacion, produce acidos
grasos de cadena corta y lactatos que al ser metabolizados producen 1.5 cal/g. Se
considera un edulcorante sinergista al mezclarse con otros edulcorantes sintéticos
(Sanchez, 2009).

B. Estimulacion de la microbiota benéfica: Al ser un polimero resistente al proceso
digestivo se considera un oligosacaridos no digerible. Las bacterias estimuladas por
la inulina producen acidos grasos de cadena corta que disminuyen el pH intestinal
y generan sustancias antibacteriales, haciendo del intestino un lugar no apto para
bacterias no deseadas (como Clostridium ssp. y E. coli) asi como algunas enzimas
gue generan problemas de salud (Solis, 2009).

C. Reduccidon de los niveles de colesterol: El papel de los adcidos grasos de cadena
corta en la reduccion del colesterol se ha demostrado recientemente. En este
sentido la razén de acetato/propionato es de vital importancia. El acetato se
conoce como un precursor del colesterol donde se ha encontrado que los
propionatos son inhibidores de la sintesis de colesterol hepdtico. La razén de
acetato/propionato resulta de la fermentacion de inulina y favorece la disminucion

de colesterol.
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D. Absorcion de minerales: Estudios en humanos y animales muestran un incremento
significativo en la absorcién de calcio y magnesio, la reduccién de pH del colon
generada por el incremento de la actividad en las bifidobacterias resulta en una
mayor solubilidad del calcio y del magnesio.

E. Produccién de vitaminas del complejo B: Las bifidobacterias producen y excretan

vitaminas B;, B,, Bg, B1, acido nicotinico y acido félico (Solis, 2009).

2.2. Parametros clinicos para la determinacién del estado nutricional.

El diagndstico de la DEP debe derivarse de una historia y evaluacién clinica completas, en
donde se incluya la antropometria, la deteccidon de los signos y sintomas propios de la DEP
y de las deficiencias nutricias asociadas, la historia dietética, asi como las caracteristicas
sociales, culturales y de comportamiento y actitud de los adultos responsables del nifio
(Casanueva, 2001).

La evaluacién clinica basica de un paciente con DEP, sobre todo en los casos mas graves,
debe comprender ademds del examen fisico, los siguientes indicadores: Temperatura
corporal, frecuencia cardiaca y respiratoria, pulso, tensién arterial, radiografias de térax,
abdomen y huesos largos, biometria hematica completa con plaquetas, quimica
sanguinea, proteinas totales, albumina (Tabla 5), electrolitos séricos (sodio, potasio, calcio
y magnesio), andlisis general de orina, urocultivo, coproparasitoscépico, coprocultivo,
patrén de evacuaciones (caracteristicas y nimero) y diuresis.

Tabla 5. Indicadores de laboratorio para evaluar la desnutricion.

DESNUTRICION SEGUN GOMEZ
INDICADOR NORMAL
LEVE MODERADA GRAVE
Proteinas plasmaticas

Albumina (g/1loomlL) 3.8-5.0 2.8-3.5 2.1-2.7 <2.1
Transferrina (mg/100mL) 200-400 150-200 100-150 <100
Proteinas ligadas a retinol (mg/100mL) 3-7 - - -
Pre-albumina (mg/100mL) 20-36 10-15 5-10 <5
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INDICADOR

NORMAL

DESNUTRICION SEGUN GOMEZ

LEVE

MODERADA

GRAVE

Linfocitos (mm®)

5000-7000

1200-2000

800-1200

<800

Fuente: Casanueva, 2001.

2.1.2 Las proteinas plasmaticas como indicadores bioquimicos.

La determinacion del contenido de proteinas totales sirve como referencia para el

diagnéstico de diferentes enfermedades debido a que son susceptibles a cambios. Aunque

la determinacion de dichas proteinas proporciona informacion acerca del estado general

del paciente con relacién a su nutricidn en algunas enfermedades orgdnicas graves (como

en los estados de pérdida de proteinas), otras fracciones dan mayor informacién

clinicamente util. Los niveles séricos de dichas fracciones se ven afectados por las

variaciones en la sintesis, la degradacion y la distribucion que se presentan en la

desnutricién crdénica (Patifio, 2006). Dentro de las fracciones mayormente estudiadas de

estas proteinas se encuentran las siguientes:

& Albumina: es la mds abundante del plasma, representa el 50 % del total de

proteinas plasmaticas. Transporta numerosas sustancias (aminodacidos, acidos
grasos, enzimas, drogas, hormonas tiroideas y productos tdxicos). También es
responsable del control del equilibrio de liquidos entre los compartimentos
intravascular y extravascular del organismo, manteniendo la presién
coloidosmdtica del plasma (la presion osmoética del plasma es la suma de 2
presiones: la oncética y la hidrostatica que es la presién del agua).

o Aumento: en deshidratacién

o Disminucion: enfermedad renal, enfermedad hepatica, infeccion croénica,

neoplasias, hemorragias, inanicién, desnutricion.

& o-l-antitripsina: neutraliza las enzimas proteoliticas serinicas como la tripsina

(derivadas de leucocitos, del pulmén, pancreas y otros drganos) y plasmina.

o Aumento: en reacciones inflamatorias.
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o Disminucion: en enfermedades pulmonares (enfisema).

& o-1-glicoproteina: compuestos formados por proteinas y polisacaridos que se

encuentran en tejidos y secreciones mucosas. Cumplen gran variedad de
funciones.

& o-2-macroglobulina: inhibe proteasas, como la tripsina, plasmina y las calicreinas.

o Aumento: sindrome nefrético, enfisema, diabetes, sindrome de Down,
embarazo.
o Disminucidn: artritis reumatoidea, mieloma.

& Haptoglobina: proteina fijadora de hemoglobina. Los complejos haptoglobina-
hemoglobina conservan los depdsitos de hierro del organismo para su
reutilizacion.

o Aumento: inflamacién, neoplasias, infarto de miocardio, enfermedad de
Hodgkin.
o Disminucion: enfermedad hepatica, anemia hemolitica y megaloblastica.
& Eritropoyetina: hormona esencial para la eritropoyesis normal.
o Aumento: anemia, hipoxia.
o Disminucion: enfermedad renal y enfermedades autoinmunes.

& Transferrina: Es una glicoproteina transportadora de hierro, sintetizada y
metabolizada principalmente en los hepatocitos. Existen modificaciones en la
estructura molecular de la transferrina que le confieren su microheterogeneidad,
presentando diversas isoformas. Estas isoformas, han sido diferenciadas como
consecuencias de tres tipos de variaciones :

o Secuencia de aminoacidos de la cadena polipeptidica correspondientes a su
polimorfismo genético.
o Composicidon de la cadena de hidratos de carbono.
o Grado de saturacién de hierro.
Puede producirse variaciones en su concentracién debido a:
= Aumento: anemias ferropénicas.

= Disminucion: enfermedad hepatica, nefrosis, neoplasias.
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& B-lipoproteinas: transporta colesterol, fosfolipidos y hormonas.

o Aumento: en nefrosis, hiperlipidemias.
o Disminucién: inanicién.
& C3 y C4: son componentes de la via del complemento (sistema complejo formado
por 9 proteinas séricas que actuan en las reacciones inflamatorias).
o Disminucién: etapas activas de enfermedades inmunes (Lupus, diabetes
tipo 1, anemia hemolitica)
& Hemopexina: proteina sérica especifica transportadora del hemo.
o Aumento: inflamacion, neoplasias, infarto de miocardio, enfermedad de
Hodgkin.
o Disminucion: enfermedad hepatica, anemia hemolitica y megaloblastica.

& Inmunoglobulinas: se conocen hasta el presente 5 clases (IgG, IgA, 1gM, IgD, IgE).

o Aumento: hipergamaglobulinemia, enfermedades hepaticas, infecciones
crénicas, Lupus sistémico, mieloma multiple, linfoma.

o Disminucién: edad avanzada, leucemia linfocitica crénica, enfermedad de
cadenas livianas, gammaglobulinemias, hipogammaglobulinemia.

& Transtiretina: transporta vitamina A, proteina ligada al retinol, T3 y T4. La proteina
de transtiretina es producida en el higado, y es una mutacién de esta proteina la
gue causa la amiloidosis familiar. Hay otras proteinas con mutaciones que pueden
causar amiloidosis familiar. Migra como prealbimina en el proteinograma.

& Prealbumina: glicoproteina sintetizada en el higado, que ejerce poca influencia
sobre el patréon normal de electroforesis debido a su baja concentracion. Tiene una
vida media corta (dos dias) esto la hace un indicador sensible de algunos cambios
que afectan su sintesis y catabolismo. Es la transportadora de aproximadamente
un tercio de la hormona tiroidea activa. Su concentracién normal es de 17 a 42
mg/dL. Disminuye: en los ingresos energéticos restringidos, enfermedades
hepatobiliares, inflamacién aguda.

o La medicién en suero de la prealbumina es util en las siguientes

condiciones:
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» [ndice para evaluar la desnutricién energético-proteinica.

* |ndicador de la respuesta a la terapia durante la alimentacién
parenteral.

= Marcador bioquimica de la adecuada nutricion en prematuros.

» [ndice de funcién hepatica.

* Indicador adicional de inflamacién aguda (Garrido, 2006).

2.3. Proteinas plasmaticas.

La sangre es un tejido que circula dentro de un sistema virtualmente cerrado, el de los
vasos sanguineos. Se encuentra compuesta por elementos sélidos: eritrocitos, leucocitos y
plaguetas, suspendidos en un medio liquido, el plasma, que puede definirse como el
liquido claro y ligeramente amarillento que se obtiene después de sedimentar, mediante
centrifugacion, los elementos formes de la sangre no coagulada. El plasma contiene 10%
de los solutos, de los cuales una gran parte son proteinas (7 g/dL), también contiene
aproximadamente un 0.9% de sales inorganicas, y el 2% restante lo constituyen diversos
compuestos organicos no proteinicos (urea, aminodcidos, bilirrubina, creatinina, acido
urico, hidratos de carbono, colesterol, fosfoglicéridos, etc.).

El intervalo de concentracién de las proteinas plasmaticas en los seres humanos adultos
estd comprendido entre 5.7 y 8 g/dL. La separacion electroforética de las proteinas
plasmaticas genera cinco fracciones principales: albumina, que constituye el 54-58% del
total de las proteinas, las as-globulinas que son del 6-7%, las o,-globulinas que
corresponden del 8-9%, las B-globulinas son el 13-14%, y y-globulinas incumben al 11-12%
del total de proteinas. Cada una de las fracciones de globulinas estan formadas por mas
de un tipo de proteina cuyas movilidades electroforéticas coinciden (Garrido, 2006).

En la actualidad se han aislado y caracterizado alrededor de 100 proteinas, sin embargo
las funciones de una gran parte de ellas permanecen aun desconocidas.

Las proteinas purificadas difieren en su movilidad electroforética y peso molecular,

también son muy diferentes por su composicion quimica; algunas contienen lipidos
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(lipoproteinas), otras metales (transferrina, ceruloplasmina). La mayoria son
glicoproteinas, presentando en algunos casos variaciones genéticas.

Un gran namero de las proteinas conocidas tiene microheterogeneidad, esto es debido en
general a la cantidad variable de acido sialico y en menor proporcion a la sustitucion de

aminodacidos en la cadena polipeptidica (Brandan, 2008).

Tabla 6. Clasificacion de proteinas plasmaticas.

Grupos o sistemas de proteinas Total
Inmunoglobulinas 5
Sistema complemento 19
Sistema de coagulacién y fibrindlisis 16
Inhibidores de las proteinasas 13
Sistema de lipoproteinas

Apolipoproteinas 14

Proteinas involucradas en el

metabolismo lipoprotéico 5

Proteinas de transporte 12
Proteinas de funcién desconocida 16
Enzimas y otras proteinas >10

Fuente: Brandan, 2008.

La mayoria de las proteinas plasmaticas son sintetizadas en el higado, algunas otras se
sintetizan en tejidos linfaticos (gammaglobulinas, constituyen los anticuerpos). La
velocidad de sintesis hepatica de proteinas plasmaticas puede alcanzar extremos de 30
g/dia. Ciertos estados patoldgicos comportan una pérdida rapida de proteinas. La
produccidén hepatica rapida de proteinas plasmaticas puede evitar la muerte en ciertas
circunstancias.

Cuando los tejidos quedan sin proteinas plasmaticas pueden actuar como fuente para una
reposicion rapida. De hecho, los macréfagos tisulares pueden captar proteinas plasmaticas
enteras mediante pinocitosis; una vez dentro de la célula, se escinden en aminoacidos,
gue son transportados de nuevo a la sangre y utilizados por todo el organismo para
construir proteinas celulares en donde se necesiten. De esta manera, las proteinas
plasmaticas funcionan como medio Idbil de almacenamiento de proteinas y representan

una fuente rapida de aminoacidos para los tejidos que los necesiten.
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Entre las proteinas plasmaticas, los aminoacidos del plasma y las proteinas tisulares existe
un estado constante de equilibrio, como se muestra en la Figura 3. Se ha calculado que
diariamente se sintetizan y descomponen unos 400 gramos de proteinas corporales como
parte del flujo continuo de aminodcidos. Este hecho demuestra el principio general del
intercambio reversible de aminodcidos entre las diferentes proteinas del cuerpo. Incluso
durante la inanicién o las enfermedades debilitantes graves, la relacién entre todas las
proteinas tisulares y plasmaticas permanece relativamente constante.

Debido a este equilibrio reversible entre las proteinas plasmaticas y el resto de proteinas
del organismo, uno de los tratamientos mas eficaces de la carencia proteinica aguda y
grave es la transfusidn intravenosa de proteinas plasmaticas. Al cabo de unos dias, o
incluso de horas, los aminoacidos de la proteina administrada se distribuyen por todas las
células del organismo para formar nuevas proteinas en donde son necesarias (Guyton &

Hall, 2006).

Figura 3. Equilibrio reversible entre las proteinas tisulares, las proteinas plasmaticas y
los aminodcidos plasmaticos.

Células tisulares Células hepdticas

(I -

Aminodcidos <«—=— Proteinas

Aminoéacidos Proteinas plasmaticas

- r <

Proteina plasmatica incorporada

Célula reticuloendotelial

Fuente: Guyton & Hall, 2006.
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2.3.1. AlbUmina: Pardmetro bioquimico en la Desnutricion Energético-Proteinica.

La proteina mds abundante en el plasma normal es la albimina, que habitualmente
constituye hasta los dos tercios de las proteinas totales del plasma. Por esta razén, las
depresiones del nivel de albumina debidas a un deterioro de la sintesis o a pérdidas (por
ejemplo, ascitis, nefropatia o enteropatia con pérdida de proteinas) da por resultado un
grave desequilibrio de la presién oncética intravascular. Esta pérdida se manifiesta
clinicamente por el desarrollo de edema periférico (Casanueva, 2001).

El higado tiene la capacidad de sintetizar aproximadamente 120 mg/kg de albumina por
dia. Cuando la albumina sérica baja, ya sea debido a una pérdida o una dilucidn, la taza de
sintesis puede ser casi doblado. Las enfermedades inflamatorias crénicas, las enteropatias
con pérdida de proteinas, la enfermedad renal con albuminuria y la desnutricién pueden
ser causas superpuestas de hipoalbuminemia (Henry, 1993).

La albumina se usa constantemente como una herramienta bioquimica, al ser una
proteina de transporte es la principal responsable de la presidn oncética coloide del
plasma. En la inanicién créonica no complicada, las concentraciones de albumina se
mantienen casi normales debido a la disminucién del espacio extravascular al
intravascular. Sin embargo, en el estrés agudo los niveles de albumina con frecuencia
disminuyen dramaticamente como respuesta al aumento de la degradacién, a disminucion
de la sintesis con uso preferencial de los aminoacidos para la produccién de proteinas de
fase aguda y al aumento de la permeabilidad vascular con redistribucién de la albimina a

los espacios extravasculares.

2.3.2. Albumina: Principios de analisis.

La albumina es una proteina globular que posee las siguientes caracteristicas:
1) La albdmina es la principal proteina del suero humano normal.
2) Es soluble en sulfato de amonio 2,03 M a 23 °C, a valores de pH mayores de 6 y cuando

se dializa con agua destilada.
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3) Esta libre de hidratos de carbono.

4) Su migracion en un campo electroforético es de - 6 unidades Tiselius de mobilidad en
buffer barbital (fuerza idnica 0,1, pH 8,6), donde una unidad de movilidad es de 10° cm?V°
1.seg'1.

5) El peso molecular es aproximadamente 66.000 daltons y sedimenta a una velocidad de
4,5 s (Peters, 1970).

Las primeras técnicas para el andlisis de albumina se basan en la precipitacién acida o
salina de la proteina (Peters, 1970). A través de los afios se han desarrollado diversas
técnicas para la determinacion de esta proteina, entre ellos se incluyen analisis
electroforéticos, determinaciones espectrofotométricas, técnicas inmunolégicas e incluso
la precipitacién de las proteinas.

La manera mas frecuente de determinar la albumina consiste en su capacidad de fijar
colorantes, como el azul de bromofenol, después de haber sido separada de las globulinas
por precipitaciéon de estas ultimas o por corriente eléctrica (electroforesis). El método de
bromocresol fue recomendado por la Asociacién Norteamericana de Quimica Clinica
(AACC) en 1972. En este procedimiento la absorbancia del verde de bromocresol fijado
por la albumina se mide a 628 nm en buffer succinato 0,075 M a pH 4,2. A las soluciones
de buffer y de verde de bromocresol se les anade Brij-35, un detergente no idnico, a fin de
reducir la absorbancia del blanco, prevenir la turbidez y proveer linealidad. En el método
de estandarizacion publicado por la AACC se emplea seroalbimina humana, fraccion V de
Cohn (HSA-V), pero también se ha utilizado seroalbimina bovina, Fraccion V de Cohn. Esta
reaccion coloreada se puede seguir como punto final o con blancos, como reacciones
rapidas de 60 segundos. La técnica del verde de bromocresol es el ensayo de fijacion mas
a menudo utilizado (98.4% de laboratorios participantes en una encuesta del CNP

informaron el uso de verde de bromocresol para la medicidn de albumina) (Kaplan, 1992).
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OBJETIVO GENERAL

& Determinar el contenido de proteinas plasmaticas en ratas jévenes desnutridas y

recuperadas con dietas a dos niveles de inclusién de inulina.

OBIJETIVOS PARTICULARES

& Desarrollar un cuadro de desnutricién grave Kwashiorkor en ratas Sprague Dowley
recién destetadas con una dieta de bajo valor proteinico.

& Medir la concentracion de proteinas plasmaticas totales y albumina plasmatica
como parametro bioquimico de desnutricién.

& Evaluar la concentracion de proteina plasmatica después de 60 dias de
recuperaciéon en animales desnutridos.

& Evaluar el efecto del contenido de inulina en las dietas de recuperacién de
animales desnutridos sobre la concentracion de proteinas plasmaticas totales y de

albumina plasmatica.
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CAPITULO Ill. METODOLOGIA.
3.1 Diagrama general de trabajo.

El estudio se llevo a cabo con dos grupos de animales (desnutrido y testigo) en dos fases.
La Fase | corresponde al desarrollo del cuadro de desnutricién, cuyo periodo de duracién
es de 30 dias. La fase Il corresponde al periodo de recuperacidn de los animales
desnutridos, en esta etapa se administraron en la dieta dos concentraciones de inulina:
2% y 4%; por un lapso de 60 dias. La Figura 4 muestra el diagrama general de la parte

experimental.
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Figura 4. Diagrama general de trabajo.
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3.2 Ensayo bioldgico.

Se utilizaron 60 ratas Sprague-Dowley macho, recién destetadas de 21 dias de nacidas. Se
sacrificé un lote de 6 animales al inicio del ensayo biolégico y se obtuvo el plasma. Los
animales restantes se dividieron en 2 lotes, fueron colocados en jaulas individuales y
fueron alimentados por un periodo de 30 dias con las dietas respectivas (Dieta A para el
grupo testigo y Dieta B para el grupo desnutrido). Los animales se mantuvieron en
condiciones adecuadas como fue: iluminacién 12 horas de obscuridad con 12 horas de luz
artificial; humedad relativa de 30 — 50 %, temperatura de 23 + 2 °C, libre de ruidos y olores

desagradables con intercambio de aire y con alimento y agua ad libitum.

3.2.1 Dietas.

Las dietas seleccionadas para el periodos de desnutricion de los animales fueron las
propuestas por Gonzalez-Hernandez, et al. (2008). Para dicho estudio la dieta utilizada
para el grupo de animales testigo fue una dieta con nutrimentos y energia suficientes, a
base de caseina y leche en polvo 50:50 (con respecto a la proteina), mientras que el grupo
de animales desnutridos se alimentd con una dieta cuya fuente de proteina fue una
mezcla de harina de maiz: grenetina: leche en polvo en una proporcion 47:43:10 en
porcentaje respectivamente.

La composicion proximal tedrica e ingredientes de las dietas empleadas se presentan en la
Tabla 7. La dieta A corresponde a la administrada al grupo testigo y la dieta B, la utilizada
para lograr el cuadro de desnutricion kwashiorkor.

Durante la Fase Il se utilizd la dieta A como base, excepto en el contenido de celulosa, el
cual se modificé para incorporar el porcentaje de inulina a probar: 2 y 4%, las cuales
equivalen a las dietas C y E respectivamente. La dieta A fungié como testigo y no se le
adiciond inulina. De esta manera se mantuvieron las dietas isoenergéticas e
isoproteinicas. La composicién de las dietas utilizadas en el periodo de recuperacién se

muestra en la Tabla 8. Todas las dietas fueron almacenadas en refrigeracion.
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La selecciéon de los niveles de inulina se realizé6 considerando que los cuadros de
desnutricidn grave estan asociados con infecciones gastrointestinales y la baja absorcion
de nutrientes debido al dafio en las vellosidades del borde de cepillo y aumento en la
permeabilidad intestinal (Lagrutta, F., 1995; Kerac, et al, 2009). Se considerdé que de
acuerdo con Gibson et al en 1995, se relacionaron altos niveles de prebidticos con dolores
abdominales agudos e inflamaciéon abdominal. Dado lo anterior, se propuso manejar dos

niveles bajos de inulina (2 y 4%).

Tabla 7. Composicion de las dietas empleadas en la Fase | del ensayo biolégico (g/Kg).

INGREDIENTE DIETAA DIETAB
Caseina (89.2% prot)"* 84.3 -
Leche en polvo® 285.2 49.7
Harina de maiz’ - 641.8
Grenetina® - 56.7
Sacarosa 159.6 35.8
Dextrosa 181.4 39.8
Dextrina’ 137.8 30.9
Manteca vegetal6 36.4 57.7
Aceite de maiz’ 27.3 42.8
Celulosa® 45.9 -
Mezcla de vitaminas® 20.0 20.0
Mezcla de minerales®’ 221 24.8

ANALISIS COMPOSICIONAL
Proteina 150.0 130.0
Extracto etéreo 140.0 140.0
Cenizas 60.0 40.0
Fibra 60.0 80.0
Hidratos de carbono 590.0 590.0
Energia (MJ/Kg) 17.7 17.3

Y ICN Pharmaceutical 901293. “Nido® *Maseca® “Knox® *Maizena® °Inca® 'Mazola® 8Sigma ° ICN Pharmaceutical

904654. '° Mezcla Roger-Harper, ICN 902842.
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INGREDIENTE DIETA A DIETAC DIETAE
Inulina de achicoria® - 20.0 40.0
Caseina (89.2% prot)’ 84.3 84.3 84.3
Leche en polvo3 285.2 285.2 285.2
Harina de maiz" - - -
Grenetina® - - -
Sacarosa 159.6 159.6 159.6
Dextrosa 181.4 181.4 181.4
Dextrina® 137.8 137.8 137.8
Manteca vegetal’ 36.4 36.4 36.4
Aceite de maiz® 273 273 273
Celulosa’ 45.9 25.9 5.9
Mezcla de vitaminas™ 20.0 20.0 20.0
Mezcla de minerales™* 22.1 22.1 22.1
ANALISIS COMPOSICIONAL
Proteina 150.0 150.0 150.0
Extracto etéreo 140.0 140.0 140.0
Cenizas 60.0 60.0 60.0
Fibra 60.0 60.0 60.0
Hidratos de carbono 590.0 590.0 590.0
Energia (MJ/Kg) 17.7 17.7 17.7

! América Alimentos * ICN Pharmaceutical 901293. *Nido® * Maseca® > Knox® ® Maizena® ’ Inca® ® Mazola® ° Sigma

ICN Pharmaceutical 904654. ** Mezcla Roger-Harper, ICN 902842.

3.2.2 Ensayo bioldgico.

Tabla 8. Composicion de las dietas empleadas en la Fase Il del ensayo biolégico (g/Kg).

10

Se trabajo con dos grupos de animales, testigo y desnutrido, durante la Fase | del

experimento; se alimentd a cada grupo con la dieta correspondiente. Durante la Fase Il

estos dos grupos se subdividieron de manera aleatoria utilizando el método de culebra

japonesa y distribuyendo a los diferentes grupos como se describe a continuacién:
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Tabla 9 Distribucion de animales y dietas en la Fase | y Il del experimento.

GRUPO DIETA EN LA FASE | DIETA EN LA FASE I
GRUPO TESTIGO
T (6 animales) Testigo -
TA (6 animales) Dieta A Dieta A
Dieta C
TC (6 animales) Dieta A
Inulina al 2%
Dieta E
TE (6 animales) Dieta A
Inulina al 4%

GRUPO DESNUTRIDO

K (6 animales) Testigo -
KA (6 animales) Dieta B Dieta A
Dieta C
KC (6 animales) Dieta B
Inulina al 2%
Dieta E
KE (6 animales) Dieta B
Inulina al 4%

DONDE T: Grupo Testigo; TA: Grupo testigo alimentado con la Dieta A durante la Fase Il; TC: Grupo testigo alimentado
con la Dieta C durante la Fase II; TE: Grupo testigo alimentado con la Dieta E durante la Fase II; K: Grupo desnutrido;
KA: Grupo desnutrido alimentado con la Dieta A durante la Fase Il; KC: Grupo desnutrido alimentado con la Dieta C

durante la Fase Il; KE: Grupo desnutrido alimentado con la Dieta E durante la Fase II.

La Fase | del experimento constd de 30 dias en los que se pretendid alcanzar un estado de
desnutricién grave kwashiorkor para utilizarla en la segunda fase. De esta manera siguio
un periodo de recuperacion que constd de 60 dias para evaluar si se lograba la
recuperacién de los animales asi como la modificaciéon en la concentracién de las
proteinas plasmaticas en las mismas.

El manejo de los animales se realizo siguiendo el protocolo de Uso y Cuidado de Animales
del Bioterio del Conjunto E de la Facultad de Quimica.

Al término de cada Fase se realizd la obtencidon de muestras, de esta manera al finalizar la
Fase | (30 dias) se sacrificaron los grupos T y K correspondientes a los testigos para
determinar si se habia logrado el estado de desnutricidn. El resto de los animales se

sacrifico al término del bioensayo (90 dias).
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3.2.3 Muestras bioldgicas.

Material y equipo.
e Equipo de diseccién
e Tubos de centrifuga cénico de 15 mL con tapa
e Tubos ependorff
e Matraz aforado de 50 mL
e Balanza analitica Sartorius Modelo A210P
e Centrifuga Eppendorf 5702

e Ultracongelador marca REVCO

Reactivos.
e Citrato de sodio dihidratado.
e Acido citrico anhidro

e Dextrosa

Preparacidn de las disoluciones.
e Disolucion de citrato-acido citrico y dextrosa (CAD). Se disolvieron 2.2 g de citrato
de sodio dihidratado, 2.45 g de dextrosa y 0.73 g de acido citrico anhidro en agua

destilada, se colocaron en un matraz aforado de 100 mL y se llevo al aforo.

Los animales fueron anestesiados en cdmara de CO, hasta alcanzar su inconsciencia por
inhalacion del gas la cual fue determinada en el momento en el que los animales
presentaron desmayo y frecuencia cardiaca disminuida, posteriormente se realizd una
incision en la vena yugular para obtener la sangre, la cual se recibié en un tubo de
centrifuga con disolucion CAD como anticoagulante. El plasma se obtuvo después de
centrifugar las muestras a 2000 rpm por un periodo de tiempo de 10 min., se almacend a -

50 °C para su analisis posterior.
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3.2.4 Cuantificacion de proteina plasmatica por el método de Lowry.

Fundamento:

El complejo proteina-Cu** se hace reaccionar con el reactivo de-Ciocalteu, dando un
complejo de coloraciéon azul, con un maximo de absorcidén de 745-750 nm. Esta coloracidn
se atribuye a la reduccion del acido fosofmolibdico/fosfotingstico a azul de
heteropolibmolibdeno de composicién no definida, por medio de la tirosina y el

triptéfano.

Material y equipo:

e Vortex (Mistral Lab-line, Instruments Inc. Mod. 1192)

e Balanza analitica (Sartorios Analytic)

e Espectrofotometro Genesys 10 UV Scanning.

e Pipietas automaticas de 50-200 pL, 200-1000 puLy 1-5 mL
e Pipetas graduadas 1,2,5,10 mL

e Tubos de ensaye de 13 x 100y 16 x 150 mL

e Homogeneizador con pistilo de vidrio

e Tubos ependorff

e Propipeta

e Crondometro

e Gradilla
e Espatula
e Piseta

e Matraz volumétrico aforado de 5, 10, 100 y 1000 mL
e Vasos de precipitados de 10, 50 y 100 mL
e Probetade 10y 100 mL
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Reactivos.

e Albumina Sérica Bovina (ASB) (Sigma A4503)
e Hidroxido de sodio R.A.

e Tartrato disddico dihidratado R.A.

e Carbonato de sodio

e Sulfato de cobre pentahidratado

e Reactivo comercial de Folin-Ciocalteu (Sigma F9252)

Preparacion de las disoluciones.

e Disolucion estandar de ASB (1Img/mL). Se pesaron 10.43 mg de ASB ya que se
encontraba a una pureza de 95.9%; se llevd a un aforo de 10 mL con agua destilada
evitando la formacién de burbujas. Se almacend en alicuotas de 1.05 mL a -52 °C.

e Disolucion de NaOH 0.8M

e Reactivo A. Se disolvieron 0.2 g de tartrato disédico dihidratado y 1 g de sulfato de
cobre pentahidratado en 12.5 mL de NaOH 0.8M, se llevd a un volumen final de
100 mL con agua destilada.

e Reactivo B. Se disolvieron 2 g de trartrato disddico dihidratado y 1 g de sulfato de
cobre pentahidratado en 12.5 mL de NaOH 0.8M, se llevé a un volumen final de
100 mL con agua destilada. Se almacend en un frasco ambar a una temperatura de
4°C.

e Reactivo mezcla. Se mezclaron 25 voliumenes de la soluciéon de NaOH 0.8M con 18
volumenes del reactivo A y 2 volumenes del reactivo B. Fue preparado
aproximadamente 5 minutos antes de su uso.

e Reactivo C. Se diluyd un volumen del reactivo comercial de Folin-Ciocalteu con 2
volumenes de agua destilada aproximadamente de 1.5 a 2.5 minutos antes de su

uso.
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Preparacion de la curva de calibracién. La solucion de ASB (1mg/mL) se diluyé 1:10 en un
matraz aforado para obtener una disolucién de 100uL/mL. Posteriormente se tomaron
alicuotas de 0.4, 0.8, 1.6, 2.4 y 3.2 mL y se llevaron a un volumen final de 4 mL con agua
destilada para obtener concentraciones de 10, 20, 40, 60 y 80 uL/mL, respectivamente.

Se tomaron 1.2 mL de cada una de las diluciones preparadas incluyendo la 100uL/mL y se
colocaron en tubos de ensaye, a éste se le adicionaron 0.9 mL del reactivo mezcla y se
agitaron en vértex por 10 segundos. Posteriormente se anadieron 0.6 mL del reactivo C, se
agitd por 10 segundos en vortex y se afladieron nuevamente 0.6 mL del reactivo C y se
agito por 10 segundos. Se colocaron todos los tubos en incubacién a temperatura
ambiente en ausencia de luz. Transcurrido dicho tiempo se midieron las absorbancias a
una longitud de onda de 750 nm calibrando el espectrofotémetro con el primer punto de
la curva.

Cuantificacion del contenido de proteinas plasmdticas totales en la muestra. Se
homogenizo la muestra en un homogeneizador con pistilo de vidrio por cerca de 15
segundos, se tomd una alicuota de 0.25 mL y se aforo con agua destilada a 10 mL, de ésta
dilucién se tomo 0.5 mL y se llevaron a 10 mL con agua destilada para obtener una
dilucién final de la muestra de 1:800. Se anadieron 0.9 mL del reactivo mezcla y se
agitaron en vértex por 10 segundos. Posteriormente se adicionaron 0.6 mL del reactivo C,
se agitd por 10 segundos en vértex y se afiadieron nuevamente 0.6 mL del reactivo Cy se
agito por 10 segundos. Se colocaron todos los tubos en incubacion a temperatura
ambiente en ausencia de luz. A la par se prepard un blanco de reactivos utilizando agua
destilada en lugar de muestra, siguiendo el mismo procedimiento. Transcurrido dicho
tiempo de midié la absorbancia de las muestras y del blanco a una longitud de onda de
750 nm. Cada muestra se determind por triplicado.

Calculos.

Para la determinacidn de la concentracion de proteina se interpold en la curva de
calibraciéon realizada con ASB. El valor obtenido se multiplicd por el factor de dilucidon
(1:800) y se convirtié de microgramos a miligramos para reportar la concentracion de

proteina en mg/mL de plasma.
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3.2.5 Cuantificaciéon de albumina plasmatica por el método colorimétrico (Verde de

Bromocresol VBC).

Fundamento:

La albumina a pH 4cido se fija al verde de bromocresol (VBC) produciéndose un cambio de
color del indicador de amarillo verdoso a verde azulado, proporcional a la concentracion
de albumina presente en la muestra ensayada (Doumas, 1997).

La reaccion con VBC se lleva a cabo usualmente a pH 4.2-4.5 y se mide a una longitud de

onda de 630 nm.

Material y equipo.

e Vortex (Mistral Lab-line, Instruments Inc. Mod. 1192)

e Balanza analitica (Sartorios Analytic)

e Espectrofotdmetro Genesys 10 UV Scanning.

e Pipietas automaticas de 10-100 pL, 200-1000 pL y 1-5 mL
e Pipeta graduada 1 mL

e Tubos de ensaye de 13 x 100y 16 x 150 mL

e Tubos ependorff

e Propipeta

e Cronometro

e Gradilla
e Espatula
e Piseta

e Matraz volumétrico aforado de 100 y 200 mL
e Vasos de precipitados de 10, 50 y 100 mL
e Probetade 50y 100 mL
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Reactivos.

e Albumina Sérica Bovina (ASB) (Sigma A4503)
e Acido succinico

e ProClin 200 (antimicrobiano)

e Verde de bromocresol

e Tween 20

e Hidroxido de sodio 0.1 N

e Acido clorhidrico 0.1 N

e Cloruro de sodio

Preparacidn de las disoluciones.

e Buffer succinato 50 mM, pH=4. Se disolvieron 1.18 g de acido succinico en 150 mL
de agua destilada, se adicionaron 80 uL de ProClin 200 (antimicrobiano). Se llevo a
un volumen de 200 mL con agua destilada. Finalmente se ajusto el pH=4 y se
almacend a una temperatura de 4 °C.

e Disolucion Stock Verde Bromocresol (VBC) 0.3 mM. Se disolvieron 0.0419 g de VBC
en 1 mL de NaOH 0.1 N. Se adicion6 agua destilada hasta un volumen de 200 mLy
se almacend en frasco ambar a 4 °C.

e Reactivo para albumina. Se diluyé un volumen de la disolucién stock VBC con tres
volumenes del buffer succinato 50 mM, se le adiciond6 Tween 20 a una
concentracion del 0.4%. Finalmente se ajusto el pH a 4.2 y se almacend protegido
de la luz en refrigeracion a una temperaturade 4 °C+ 1 °C.

e Disolucién Stock de Albumina Sérica Bovina (ASB) 0.1 g/mL. Se disolvieron 1.043 g
de ASB, debido a que el reactivo tenia 95.9 % de pureza, en 10 mL de agua
destilada. Se almacené en alicuotas de 1.05 mL a una temperatura de -52 °C.

e Disolucion de cloruro de sodio 0.9 %. Se disolvieron 0.9 g de cloruro de sodio en

100 mL de agua y se almacené a 4 °C.
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Preparacion de la curva de calibracion. A partir de la disolucion stock de ASB se tomaron
alicuotas de 0, 100, 300, 500, 800 y 1000 pL y se llevaron a un volumen final de 1000 uL
con agua destilada.

Se tomaron 10 pL de cada dilucidon preparada y se colocaron en tubos de ensaye, se
agregaron 4 mL de reactivo para albumina, se agito en vértex por 10 segundos y se incubo
a temperatura ambiente por un lapso de 5-10 minutos. Transcurrido dicho tiempo se
midieron las absorbancias a una longitud de onda de 630 nm ajustando el
espectrofotdmetro con el primer punto de la curva.

Cuantificacion del contenido de albumina plasmdtica en la muestra. Se homogenizo la
muestra en vortex durante un lapso de un minuto, se tomaron alicuotas directas del
plasma de 10 pL y se colocaron por triplicado en tubos de ensaye, se anadieron 4 mL del
reactivo para albumina, se dejaron en incubacidn por un periodo de tiempo de 5-10
minutos a temperatura ambiente. A la par se realizdo un blanco utilizando 10 pL de la
muestra y 4 mL de la disolucién de cloruro de sodio al 9 %, se realizaron por duplicado.
Transcurrido dicho tiempo se midid la absorbancia de las muestras y de los blancos a una

longitud de onda de 630 nm.

Calculos.

Para calcular la concentracién de la muestra, se interpold en la curva de calibraciéon
realizada con ASB en la regidn lineal de acuerdo a la regresién lineal adicional (r > 0.9). Se
multiplicd por el factor de dilucidn para reportar la concentracion de albumina en g/mL de

plasma.

3.3 Anadlisis estadistico.

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) desbalanceado seguido de una prueba de DMS.

Se establecié p < 0.05 como diferencia significativa. (Ver Anexo I).
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 Desarrollo del cuadro de desnutricién grave Kwashiorkor en el lote de estudio
correspondiente.

Se alimentaron a dos grupos de animales durante 30 dias con dos tipos de dietas distintas,
una de las cuales generd un cuadro de desnutricion en uno de los grupos de estudio, el
grupo K que fue alimentado con una dieta con proteina de baja conversién y simula las
dietas de los nifios con Kwashiorkor. El grupo testigo (T) presentd un crecimiento gradual
el cual fue seguido periédicamente. Por su parte el grupo desnutrido (K) mostré un
desarrollo casi nulo, la relacion entre el peso de ambos grupos se puede observar mejor

en la Tabla 10.

Tabla 10. Comparacidn del peso entre el grupo Ty grupo K al final de la Fase | del estudio.

% de
Peso inicial Peso final crecimiento con
(8) (8) o respecto al
grupo testigo.
Grupo T 37.5+1.86 175.80+5.08 138.3 100
Grupo K 40.0+1.53 52.18+2.33 12.18 8.8

La diferencia de masa corporal entre los dos grupos era notoria al final del estudio, al
hacer una comparacion visual entre los animales de cada grupo se podia distinguir con
facilidad cual correspondia a que grupo, los animales pertenecientes al grupo K eran muy
pequefios en comparacion con los del grupo T en los que se notaba el desarrollo normal.
Para determinar que el cuadro de desnutricidn se habia logrado se realizd la
determinacién de proteinas plasmaticas totales y albumina plasmatica ya que se considera
un parametro bioquimico para diferenciar el kwashiorkor del marasmo.

El grupo testigo mostré una concentracién de proteina plasmatica total promedio de

26.28 mg/mL mientras que el grupo desnutrido una de 17.15 mg/mL. Al realizar una
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comparacion de la concentraciéon de la proteina plasmatica al final de la Fase | del estudio
con la concentracion inicial de proteina plasmatica se pudo observar que el aumento de la
concentracion en el grupo testigo fue gradual manteniéndose dentro de los intervalos
normales determinados en rata (Carpenter, 2006). En cambio el grupo desnutrido
presentd una disminucion significativa en la concentracién de proteinas plasmaticas, lo
que sugiere que la desnutricién tuvo un efecto sobre dicho parametro. Es importante
mencionar que la escasez de proteinas plasmaticas principalmente de albimina, se debe a
que al ser una proteina de transporte se puede prescindir de ella para generar los
aminodacidos necesarios para la sobrevivencia del animal de estudio.

En el Grafico 1 se puede observar la comparacién entre el punto cero del estudio y el final
de la Fase I: Desnutricidn, en este se puede observar claramente que la concentracion de
proteinas plasmaticas del grupo testigo y el grupo desnutrido son diferentes, como se
esperaba el grupo testigo tuvo una concentracion mayor que se mantuvo dentro de los
niveles esperados en rata mientras que el grupo desnutrido se encontré por debajo de los
niveles establecidos.

Grafico 1. Comparacion entre el tiempo cero y Fase |: Desnutricién del estudio.
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Donde: PO: Tiempo cero del estudio, PK: Grupo desnutrido, PT: Grupo testigo.
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4.2 Recuperacion de los animales de estudio.

En la Fase Il del estudio se observé la recuperacién de los animales de estudio, para
verificar este proceso se observé el desarrollo del grupo testigo y su comportamiento al
suministrarle una dieta igual a la que se le dio al grupo desnutrido, la concentracién de
proteinas plasmaticas no se vio alterada significativamente, su aumento fue gradual y el
esperado al inicio del estudio (Grafico 2). La comparacién entre los tres sub-grupos no
muestra diferencia significativa, lo que indica que la inclusién de inulina en diferentes
niveles no afecta directamente la concentracién de proteina plasmatica.

Al observar el comportamiento mostrado en cuanto a la concentracién de albumina
plasmatica se pudo ver que éste era similar al mostrado con las proteinas plasmaticas
totales lo que era de esperarse ya que la albumina corresponde a cerca del 50% de las

proteinas plasmaticas (Grafico 3).

Grafico 2. Concentracidn de proteinas plasmaticas totales durante el estudio del grupo testigo
(PT).
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Donde PTA: Grupo con dieta suficiente en nutrimentos, PTC: Grupo con dieta con 2% de inulina, PTE: Grupo con dieta

con 4% de inulina.
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La concentracién de proteinas plasmaticas totales del grupo testigo guardan relacién con
los datos establecidos por Carpenter, 2006, se encuentran en rangos normales. Esto indica
que las ratas correspondientes al grupo testigo se encuentran en un buen estado
nutricional.

La concentracién de albumina plasmatica por su parte se encuentra por debajo de los
niveles establecidos por el autor antes mencionado, sin embargo esto no es un indicativo
de que los animales de estudio se encuentren en un estado nutricio deficiente ya que
estos datos se pueden ver alterados por variables intrinsecas como la edad, el sexo y la
cepa del animal de estudio, y principalmente las diferencias entre ambas determinaciones
se debe a la sensibilidad del método utilizado, de igual manera las variables extrinsecas
como la vida media de las muestras es muy importante en estas determinaciones ya que
puede afectar el resultado final del estudio obteniendo con esto datos erréneos en las
determinaciones realizadas, aun cuando se tiene a una temperatura de — 50°C.

La baja concentracién de albumina encontrada en estas muestras puede ser causa del
tiempo que se mantuvieron almacenadas ya que primero se realizd la determinacion a las
muestras del grupo desnutrido y posteriormente a las del grupo testigo lo que hace
pensar que en este caso la vida media de las muestras alteré las determinaciones

realizadas.
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Grafico 3. Concentracion de albumina plasmatica durante el estudio del grupo testigo (PT).
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Donde PTA: Grupo con dieta suficiente en nutrimentos, PTC: Grupo con dieta con 2% de inulina, PTE: Grupo con dieta

con 4% de inulina.

En el Grafico 3 se puede observar una diferencia significativa entre los diferentes grupos
esto indicd que la adicién de inulina modifica la concentracion de albumina en plasma, lo
cual sugiere una influencia de la inulina en la absorcién de aminoacidos lo cual puede
asociarse en un cambio en proteinas de transporte.

La determinacion de la concentracién de proteinas plasmaticas durante la Fase Il ayudé a
verificar el estado nutricio de los sub-grupos desnutridos comparandolos con sus similares
del grupo testigo al finalizar el periodo de recuperacion de 90 dias (Grafico 4).

La comparacion de los diferentes sub-grupos en el grupo desnutrido muestra que no
existe diferencia significativa entre ellos lo que sugiere que la adicién de inulina en las
dietas de recuperacién no influye directamente en la concentracién de proteinas
plasmaticas de los animales de estudio. El sub-grupo PKA que fue alimentado con una

dieta que poseia los nutrimentos necesarios para su desarrollo muestra una elevacién de
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la concentracion de proteinas plasmaticas a la par con los grupos a los que se les
proporciond una dieta que contenia inulina.

Grafico 4. Concentracion de proteina plasmatica del grupo desnutrido (PK) durante el
periodo de estudio.
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Donde PKA: Grupo con dieta suficiente en nutrimentos, PKC: Grupo con dieta con 2% de inulina, PKE: Grupo con dieta

con 4% de inulina.

Se puede observar una pequefia disminucién en la concentracion de las proteinas
plasmaticas totales al término de la Fase | (30 dias) lo que indica que el proceso de
desnutricién se llevd a cabo. Posteriormente durante la Fase Il la concentracidon de
proteinas plasmaticas totales aumenté gradualmente hasta alcanzar niveles normales
establecidos en Carpenter, 2006. La disminucidn de la albimina en el grupo desnutrido se
asocia con higado graso.

En el Gréafico 5 la disminucidn en la concentracion de albdmina plasmatica es mas notoria,
al ser la albumina una proteina de transporte el organismo prescinde de ella para obtener
los aminoacidos necesarios para sobrevivir, debido a esto, cuando un sujeto se encuentra

en estado de desnutriciéon grave, la concentracidon de albumina plasmatica presente es
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menor a lo esperado. Este es un punto clave para determinar que el estado de
desnutricidn se logré durante la Fase | del estudio.

Durante la Fase Il del mismo se puede observar la recuperacién de los diferentes sub-
grupos presentes, los cuales fueron alimentados con dietas a diferentes niveles de
inclusion de inulina, la concentracidon de albumina en este grupo se reestablece, lo que es
un signo de que los animales de estudio se encontraban en recuperacién cuando las
muestras fueron tomadas, es posible que su recuperacién a los 90 dias del estudio no
fuera completa y debido a esto no presentan los niveles establecidos como normales en la

bibliografia.

Grafico 5. Concentracion de albumina plasmatica del grupo desnutrido (PK) durante el
periodo de estudio.
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Donde PKA: Grupo con dieta suficiente en nutrimentos, PKC: Grupo con dieta con 2% de inulina, PKE: Grupo con dieta

con 4% de inulina.

Al comparar el grupo testigo (PT) con el grupo desnutrido (PK) al final de la Fase | del

estudio se puede observar diferencia entre ambos grupos (Grafico 6), la concentracion de
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proteinas plasmaticas correspondiente al grupo PT fue superior y presentaba diferencia
con el grupo PK, esto confirma que la desnutricion del grupo PK se llevo a cabo. La misma
tendencia se observa en la concentracion de albimina plasmatica (Grafico 7) la cual
presenta diferencia entre ambos grupos. Al realizar el andlisis estadistico se determind

gue existia diferencia significativa entre ambos grupos al término de la Fase | del estudio.

Grafico 6. Comparacion de la concentracidon de proteinas plasmaticas totales entre el

grupo testigo (PT) y el grupo desnutrido (PK) durante el periodo de estudio.
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Donde: PTA: Grupo testigo con dieta suficiente en nutrimentos, PTC: Grupo testigo con dieta al 2% de inulina, PTE:
Grupo testigo con dieta al 4% de inulina, PKA: Grupo desnutrido con dieta suficiente en nutrimentos, PKC: Grupo

desnutrido con dieta al 2% de inulina, PKE: Grupo desnutrido con dieta al 4% de inulina.
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Grafico 7. Comparacion de la concentracidn de albumina plasmaticas totales entre el

grupo testigo (PT) y el grupo desnutrido (PK) durante el periodo de estudio.
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Donde: PTA: Grupo testigo con dieta suficiente en nutrimentos, PTC: Grupo testigo con dieta al 2% de inulina, PTE:
Grupo testigo con dieta al 4% de inulina, PKA: Grupo desnutrido con dieta suficiente en nutrimentos, PKC: Grupo

desnutrido con dieta al 2% de inulina, PKE: Grupo desnutrido con dieta al 4% de inulina.

Al término de la Fase Il del estudio se pudo observar que la concentracién de proteinas
plasmaticas presente en ambos grupos fue similar, esto muestra que el grupo PK se
recupero alcanzando una concentracién similar de proteinas plasmaticas al grupo PT.

Por su parte la concentracién de albumina plasmatica en los sub-grupos PT presentan
algunas variaciones, los sub-grupos alimentados con una dieta al 0% y al 4% de inulina
(sub-grupos PTA y PTE respectivamente) presentan una concentracion mas elevada de
albumina en plasma, mientras que el sub-grupo al que se le suministré una dieta que
contenia 2% de inulina (PTC) se asemeja mas a los sub-grupos PKA, PKC y PKE. La similitud
entre estos grupos puede deberse a la recuperacidn que presentaron los animales de

estudio del grupo PK en cualquiera de sus dietas de recuperacion. El andlisis estadistico de
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los datos arroja que no existe diferencia significativa entre ellos lo que sugiere que la
recuperaciéon de los animales desnutridos durante la Fase | del estudio se llevo a cabo,
hasta una similitud con el sub-grupo PTC.

Este estudio formo parte de un proyecto en donde se evaluaron otros efectos de la inulina
entre los que destacan la recuperacién de la flora microbiana de animales de estudio con
una dieta que poseia 4% de inulina, sin embargo la adicion de este prebidtico no altera
visiblemente la concentracion de proteinas plasmaticas o albumina plasmdtica en un

periodo de estudio de 90 dias.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES.

Los animales sometidos a desnutricion presentaron una ganancia en peso del 10% con

respecto al grupo control.

Se logrd desarrollar el cuadro de desnutricion kwashiorkor durante la Fase | del estudio
utilizando una dieta de harina de maiz: grenetina: leche en polvo en proporcién 47:43:10

respectivamente en el grupo de estudio al que fue suministrada.
En la Fase Il del estudio se observé recuperacidon tanto en ganancia de peso como en los
indicadores bioquimicos de los grupos previamente desnutridos en la Fase | alimentados

con una dieta caseina: leche en polvo 50:50 en un periodo de estudio de 60 dias.

Los diferentes porcentajes de inclusidn de inulina no presentan un efecto directo sobre la

concentracion de proteina plasmatica o albumina plasmatica en un periodo de 60 dias.

56



Facultad de Quimica Perspectivas

CAPITULO VII. PERSPECTIVAS.

Se recomienda profundizar el estudio en otros aspectos tales como la cantidad de tejido
adiposo presente en el higado de los animales ya que esto complementaria la
determinacion del cuadro de desnutricidon, al considerarse otro indicador clasico de la
desnutricién kwashiorkor. A su vez, seria conveniente determinar si hay un efecto sobre
dicho parametro al adicionar diferentes niveles de inulina en las dietas de recuperacion.

Ademas, realizar la determinacién de glucosa en sangre de los animales en estudio para
determinar si la inulina tiene un efecto sobre la concentracién de dicho hidrato de
carbono. Dado que uno de los efectos mas estudiados de la inulina es sobre la
concentracion de glucosa en sangre, seria recomendable evaluar el efecto de las dietas
propuestas en dicho parametro bioquimico y de esta manera buscar una posible

correlacién con el contenido de proteinas plasmaticas.
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ANEXO |
Tabla 11. Resumen de ANOVA, determinacion de proteina plasmatica total.
SUMA DE GRADOS DE F F .
FUENTE VARIANZA | DIFERENCIA CONCLUSION
CUADRADOS LIBERTAD TEORICA CALCULADA

Entre tratamientos 15938.35 8 1992.29 55.66 > 2.99

Dentro Existe diferencia

. 1395.91 39 35.79 e g
tratamientos significativa
Total 17334.24 47 368.81

Tabla 12. Resumen DMS, proteina plasmatica total.

2(SUMA DE ]
RAIZ
CUADRADOS)
SUMA DE
TRATAMIENTOS 15938.35 31876.70 178.54

N 8 5

T 1.86 2.015

DMS 41.51 71.95
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Tabla 13. Resumen de ANOVA, determinacién de albimina plasmatica.
SUMA DE GRADOS DE F F .
FUENTE VARIANZA . DIFERENCIA CONCLUSION
CUADRADOS LIBERTAD TEORICA CALCULADA
Entre
. 13.86 8 1.73 8.13 > 2.99
tratamientos ) ) )
Existe diferencia
Dentro significativa
. 8.31 39 0.21
tratamientos
Total 20.31 47 0.43

Tabla 12. Resumen DMS, albuimina plasmatica.

2(SUMA DE ]
RAIZ
CUADRADOS)
SUMA DE
TRATAMIENTOS 13.86 27.72 5.26
N 8 5
T 1.86 2.01
DMS 1.22 2.12
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