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I. INTRODUCCION.
La dieta rural a permeabilidad_intestinal.

En un estudio anterior (Rosado et a)., 1992), se evalué el efecto
en la absorcién de los nutrimentos de una dieta representativa de
la dieta habitual en zonas rurales de México (DRM), comparindola
con una dieta urbana promedio mds refinada. La ingestidén de fibra
"neutro-detergente" fue aproximadamente de 40g por dfa con la dieta
rural y fGnicamente de 12g por dia con la dieta urbana, Se
encontré, entre otras consecuencias, que la dieta rural produjo una
disminucién en la ingestién de energia y un aumento en el peso de
las heces, ademds de una disminucién en la absorcién -aparente y en
el balance de energia, nitr6geno, zinc, hierro, y calcio. Aungue
la ingestién de los micronutrimentos fue mds alta en el caso de la
dieta rural, su disponibilidad fue menor. Un estudic similar
(calloway y Kretsch, 1978) utilizando alimentos comunmente
incluidos en una dieta rural guatamalteca parecida a la mexicana,
mostré resultados similares.

Uno de los posibles mecanismos de que la dieta rural produzca una
disminucién en la ubsorcién de varios nutrimentos es que 1los
componentes de la dieta rural modifiquen la capacigdacd de absorcidén
en la mucosa intestinal por la alteracién de su permeabilidad. Se
encontré un estudio en ratas donde se informé un aumento en la
permeabilidad de la mucosa intestinal después de 2 semanas con una
dieta adicionada con celulosa purificada (Shiau y Chang, 1986).
Los estudios de Willems et al. (1993) y Barau y Dupont (1990) con

nifios informaron valores mayores de permeabilidad cuando ingerieron
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alimentos gque les causaban problemas intestinales. Finalmente, en
el estudio de Bjarnason et al. (1988) con adultos sanos, se
encontraron valores cada vez mas elevados de permeabilidad después
de ingerir comida hindG progresivamente mis picosa, "Biryani" <
"Bhuna% < "Vindaloo™. Sin embargo, a la fecha no se han informado
estudios en los gque se hayan investigado los cambiocs en la
permeabilidad de la mucosa intestinal en adultos sanos después de
la ingestién de una dieta basada en alimentos vegetales como la
dieta rural utilizada en el presente estudio. Se disefi, entonces,
este estudio para investigar la hipotesis de que la disminucién en
la absorcién de varios nutrimentos se debe a que los componentes de
la dieta rural modifiguen la capacidad de absorcién en la mucosa

intestinal por la alteracién de su permeabilidad.

2) pigestién y abgorcidpn como limitantes en la utiligacién de
putrimentos.

El aparato digestivo humano mide de 8 a 9 metros (Figura 1), la
mayor parte 1la constituye el intestino delgado que mide
aproximadamente € metros. Los alimentos se queéan en promedio de
3 a 5 horas en el estémago, 4 horas en el intestino delgado y de 4
a 20 horas en el intestino grueso. La digestién ocurre
principalmente en el estémage y en el intestino delgado. El
intestino delgado también es el lugar m&s importante para 1la
absorci6én. La mayor parte de lo que se absorbe en el intestino
pasa por la vena porta al higado, donde es sometido a los procesos

metabblicos, segflin las necesidades del cuerpo. Lo no metabolizado,
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y también parte de 1o metabolizado sigue su camino en 15
circulacién hasta llegar al rifion. Después de una serie de
procesos, se-excreta en la orina. El material indigerible pasa al
intestino grueso. cuando llega al recto, su contenido de agua ya
se redujo de manera considerable. El contenido del recto (las
heces) consiste principalmente de celulosa indigestible, cé&lulas
epiteliales y grandes cantidades de bacterias colénicas, sobre todo
. coli.

Las secreciones del aparato digestive se mezclan con los alimentos
previamente modificados por la masticacidén, ayudadas por las
contracciones ritmicas del estémago y del intestino delgado. Las
secreciones sirven para degradar las macromoléculas de los
alimentos en sus partes constituyentes, lo que permite su absorcién
posterior. La absorcién ocurre principalmente en el intestino
delgado, aunque hay algo de absorcién en el estémago. Las
microvellosidades de la pared intestinal, que contienen enzimas,
aseguran una mayor superficie absorbente, capaz de absorber los
productos de la digestién o de completar los filtimos pasos de la
digestién antes de la absorcién. La absorcién puede ocurrir por
difusién pasiva, por transporte facilitado, o por transporte
activo; se mantiene un buen contacto de los productos de la
digesti6n con la pared intestinal por las contracciones mezcladoras

del intestino delgado.

3) (] e afect o8 procesos de digestién y absorcién.

Los factores mis importantes que afectan los procesos de digestién
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y absorcidn son les siguientes {Iber, 1980):
a) las enfermedades de la cavidad oral como dientes rotos,
adoncia, infecciones virales o cancer de la mandibula.

b) la extirpacién del estémago, o una parte de él.

c) la disminucién de las secrecicnes necesarias para la
digestifbn en cualquier parte del aparato digestive.
d) las enfermedades que afectan los msculos del intestino

delgado, por ejemplo la diabetes.
e) el kwashiorkor.
£} las infestaciones por parédsites.
g) la sensibilidad al gluten.
h) la obstruccién de los ganglios linfaticos.
i) la deficiencia de proteinas o acido félico.
j) la ingestion de fibra dietética.

A continuacién se describe con mayor detalle la fibra dietética.

4) 1a _fibra.

La fibra dietética puede definirse fisiolégica, boténica o
quimicamente.

Fisiol6gicamente, se puede decir que la fibra dietética incluye los
polisacdridos y la 1lignina no digeridos por 1las enzimas del
intestino delgado de los humanos (Trowell et al., 1976; Southgate,
1982; Dreher, 1987); estén asociados con las paredes celulares de
las plantas. Las bacterias colbnicas, por otro lado, pueden
digerir hasta cierto grado la fibra dietética, produciendo acidos

grasos de cadena corta entre otras sustancias (Dreher, 1987).
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Bot&nicamente, se han clasificado estos compuestos en tres
categorias segfin su funcién en plantas:
a) los polisacdridos estructurales (celulosa, hemicelulosa, y
algunas pectinas)
b) los polisaciridos no estructurales (pectinas, gomas y
mucilagos)
c¢) los no polisaciridos (lignina) (Schneeman, 1986).
Los métodos de la medicién de fibra en alimentos demuestran sus
diferencias quimicas tanto en la cadena base como en sus
ramificaciones. Los métodos de fibra bruta y de fibra &cido
detergente subestiman el contenido de fibra total porque no miden
ni la hemicelulosa ni las pectinas. El método de fibra neutro
detergente también subestima la fibra total por su incapacidad de
medir las pectinas. E) método enzimidtico sobrestima ligeramente la
fibra total porque mide sustancias no degradadas por las enzimas
empleadas por el método, ej. el almidén resistente. La fibra
dietética total (FDT) incluye la fibra soluble e insoluble en los
alimentos.
Hay otros hidratos de carbono, tales como la lactulosa, la lactosa
(en malos digestores de la lactosa), el almidén resistente a la
alfa-anilasa (aproximadamente 15-20% del almidén en la dieta) y la
rafinosa que también son resistentes a las enzimas digestivas
humanas, peroc no se consideran dentro de la definicién clédsica de

la fibra dietética (Bingham, 1987).
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5) La dista consumida an zonas rurales marginadas da México,
Esta dieta (Tabla 1) estA basada en tortillas, frijoles, verduras
y frutas y contiene una cantidad importante de fibra dietética;
en el presente trabajo se denomina como la dieta rural mexicana
(DRM}. Las tortillas y los frijoles proporcionan la mayoria de la
energia y de la proteina. La inclusién de productos animales no es

frecuente.

€) Pactores en 1la dieta rural que pueden afactar la
utilizacién de nutrimentos.

Existen factores en la dieta rural mexicana que pueden aumentar o
disminuir la utilizacién de los nutrimentos. La DRM es una dieta
basada en alimentos de origen vegetal; se caracteriza por tener un
alto contenido de fibra, aproximadamente cuatro veces mayor que una
dieta urbana mexicana promedio. Tambien hay cantidades mayores de
calcio, hierro, y de las vitaminas A y ¢. En cantidades menores se
encuentran la grasa, el sodio y el colestercl. La energia en su
mayoria proviene de los hidratos de carbone (70%), 11% de las
proteinas y 19% de las grasas. La proteina, comparada con la de la
dieta urbana también estd presente en cantidades menores , y en su
mayoria vienme de plantas, no de origen animal (Rosado ek al.,
1991) .

Existen numerosos estudios que demuestran los efectos benéficos de
la ingestién en cantidades adecuadas de fibra dietética (cassidy et
al., 1982; Wrick gt al., 1983; Schneeman, 1987; Dreher, 1987;

Rosado et al., 1989). Sin embargo, estos efectos benéficos depende
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TABLA 1
CATEGORIAS Y CANTIDADES DE ALIMENTOS INCLUIDOS
EN UNA DIETA RURAL MEXICANA PROMEDIO (Rosado et al., 1992)
Alimento cantidad, g/d (valores promedios * DE)
Proteina animal
Queso Qaxaca 38+ 8

Cereales y Leguminosas

Tortillas de maiz 502 * 108
Elotes 322 £ 68
Atole 53 & 16
Pasta (trigo) 87 + 18
Frijol negro 180 £ 39
Verduras
Hongos 80 + 17
Lechuga 16 & 3
Jitomate 595 + 128
Tomate 189 t 60
Calabacita 120 £ 285
Ejote 80 + 17
Chile poblano 120 £ 25
Nopales . 435 £ 137

14



Frutas
Papaya
Sandia
Melén

Naranja

Jicama

312
202
121

195

15 .

£ 89
& 197
% 146
17
£ 56



del tipo de fibra dietética ingerida (gelifiéante"d,‘qelulésica).
La fibra afecta el funcionamiento del tracto 'di_c_;esti.v}» a varios
niveles desde 1la ingestién hasta 1la defecécién, teniendo
implicaciones en la obesidad, estrefiimiento, enfermedad
diverticular, y el cancer del colon y del recto (Fig. 2). La fibra
afecta el proceso de digestién y absorciébn por sus propiedades
fisicas:

a) la viscosidad, gque reduce el contacto enzima-sustrato y da
resistencia al efecto propulsor de las contracciones del tracto
gastrointestinal (Brown et _al., 1979; Isaksson et ak., 1982;
Schneeman, 1982). La fibra dietética con propiedades gelificantes
disminuye el tridnsito intestinal, mientras gue la fibra celulésica
lo aumenta; de esta manera los polisac&ridos viscosos "estabilizan®
el contenido gastrico, y hacen que se forme un gel, aumentando la
masa de este contenido (Cassidy et al., 1982; Leeds, 1982; Jacobs,
1983 ; Edwards, 1990).

Los s6lidos normalmente se vacian del esﬁémago mas lentamente que
los liguidos {Leeds, 1982). En una dieta alta en fibra mixta, el
resultado puede ser un tiempo de tr&nsito menor (Burkitt et ajl.,
1972) o mayor (Edwards, 1990) dependiendo de la viscosidad del bolo
alimenticio, lo gue depende del contenido exacto de la dieta. EI
tiempo de transito es directamente proporcicnal a la viscosidaad
{Flourié, 1992).

b) la capacidad de retener el agua (Jacobs gt _al.,1983). Esta

propiedad afecta el peso de las heces, la velocidad del tiempo de

trédnsito y la absorcién de los nutrimentos. Un transito m&s r4pido
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implica un contacto menor de posibles carcinfSgenos con el tracto
digestivo (Cassidy et al., 1981 y 1990; Shiau y Chang, 1986;
Southgate, 1992), pero baja tawbién el tiempo de contacto de los
nutrimentos con la superficie absorbente; no obstante, esto no
implica que también baja la cantidad total absorbida (Leeds, 1982;
Schneeman, 1990). Para algunos nutrimentos, especialmente los
hidratos de carbono, existen evidencias que la biodisponibilidad no
se ve seriamente afectada porque hay una proliferacién de actividad
fermentativa en el intestino grueso. La absorcién sélo se desplaza
a sitios m&s distales del intestino (Calvert et al., 1985; Vahouny
y cassidy, 1985; Edwards, 1990; Jenkins et al., 1990; Schneeman,
1990; Flourié, 1992; Read y Eastwood, 1992)}. Un bolo alimenticio
mayor puede diluir el contenido de las enzimas y de los nutrimentos
absorbibles en el intestino (Schneeman, 1982), o encarcelar las
moléculas de los alimentos, lo gue no permite el acceso de las
enzimas digestivas (Read y Eastwood, 1992).

c) las interacciones con otros compuestos. Los efectos de la fibra
en los &cidos biliares baja por consecuencia la absorcién del
colesterol y de las lipoproteinas de baja densidad, los dos
asociados con la arteroesclerosis. En algunos alimentos de origen
vegetal, existen sustancias que afectan su propia digestién; por
ejemplo, el .salvado contiene un inhibidor de la actividad de las
lipasas; en los frijoles hay un inhibidor de la tripsina y
quimotripsina en el intestino delgado (Acosta, 1988); la silica,
los taninos y las saponinas reducen la absorcién (Dreher, 1987);

debido al &cido ox&lico en las verduras se absorbe menos calcio
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(Rossander et al., 1992); el &cido fitico, quince veces més
concentrado en una dieta alta en fibra, como es la DRM, impide la
absorci6n de algunos nutrimentos (calcio, hierro, magnesio, zinc,
manganeso, vitaminas A, B6 y B12) (Reinhold, 1972; Reinhold et al.,
1973 y 1982; Walker, 1975; Calloway y Kretsch, 1978; Davies, 1979
y 1982; sandberg, 1981; Kelsay, 1982; Oku et _al.. 1982; Gordon et
al., 1983; Sigleo et al, 1984; Davies y HNightingale, 1985;
Sandstrom et al., 1987; Dreher, 1987; Swindell y Johnson, 1987;
Fairweather-Tait y Wright, 1990; Rosado et _al., 1992), porgque
forman complejos que hacen que estos nutrimentos sean absorbidos
pobremente. El hecho de gque la mayoria de estos nutrimentos
existen en cantidades altas en la DRM hace que el balance final
esté del 1lado positive (Gordon et _al., 1983; Dreher, 1987;
Schneeman, 1989).

d) la capacidad de su fermentarse en presencia de las bacterias
colénicas (Iber, 1980; Schneeman, 1982 y 1987; Vahouny et_al.,
1985; Edwards, 1990). Indirectamente, 1la fibra afecta al
metabolismo de la glucosa y los lipidos, lo cual puede tener
implicaciones en la patogénesis de 1la diabetes mellitus, la
arteroesclerosis, y quizd en el desarrollo de cdlculos biliares
(Leeds et al. 1982; Munoz, 1982; Wolever, "1989; Jenkins et _al.
1990). LDas pectinus y las gomas causan una diminucién en 1la
respuesta glicémica debido en parte a la demora en el paso del
quimo del estémago al intestino delgado (Leeds, 1986; Sigleo,
1984). En presencia de fibra celulésica la actividad de algunas

enzimas pancreiticas puede reducirse modificando la absorcién de
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los nutrimentos (Schneeman y Gallaher, 1980; bunaif y Schneeman,

1981; Story y Thomas, 1982; Vahouny, 1982; Isaksson et al., 1982).

Esto se puede atribuir a una alteracién en la solubilizacién o en
la hidrélisis de los alimentos en el intestino delgado (Schneeman,
1987). La baja absorcién de energia, de nitrégeno y de &cidos
grasos resulta en un aumento de ellos en las heces (Calloway Yy

Kretsch, 1978; Rosado et_al., 1992). Se considera que la pérdida

de grasas en las heces de adultos sanos con una dieta alta en fibra
tiene poco significado nutricio (Johnson, 1992), y un estudio de
Walker (1975) mostrdé gue la wmayor parte del incremento de nitrégeno
y de grasas en las heces es de origen endégeno, no de los alimentos
ingeridos no absorbidos.

e) la necesidad de masticar mas tiempo los alimentos con contenido
alto de fibra, lo gue puede disminuir la cantidad ingerida en una
comida (Leeds et al., 1982; Rosado et al.,1991).

En varios estudios sobre el efecto de la fibra dietética en 1la
morfologia del intestino delgado (Fig.3) (Schenk et al., 1972;
Brown et al., 1979; Cassidy et_al., 1981; Schneeman, 1982 y 1989;
Gordon et al., 1983; Jacobs, 1983; Jacobs y White, 1983; Tasman-
Jones et al.,1983; Jacobs y Lupton, 1984; Johnson, 1984; Sigleo,
1984; Cooper y Ukabam, 19B84; Ford, 1985; Vahouny et al., 1985; Juby

et al., 1987; Paulini et al., 1987; Acosta, 1988; Lunn, 1991;

Sullivan et al., 1991) se han observado los siguientes fendmenos:
£) la disminucién en el nfimero de microvellosidades,
microvellosidades desaparecidas, o necrésis de cé&lulas.

g) el aumento en el grosor de las microvellosidades.

19



A\

calula de
absorcion

células
epiteliates

cripta - .- célutas =i
que secrctan
mucina
direceidgn =4 eélulas
del que no
movimiento r | se dividen
de las ; células
células que te
dividen

rapidamente

N A

celulas gque se

/

1 dlviden muy lentamente

8

i
Fig. 3: A) Liagrama que muestra el desarrollo de las celulas de la pared intestinal. Las

células “nacen” en el fondo de las criptas, y migran hasta la punta de la vellosidad
{3 a 5 dfas).

B) Sécci6n de la mucosa intestinal con las vellosidades y las criptas.
(Alberts et al; 1983)



h) 1la proliferacién de células, Esta proliferacién indica un
aumento en los enterocitos inmaduros, pero la baja absorcién no se
debe totalmente a ello (Gordon et al.,1983).

i) el aumento en la profundidad de las criptas de Lieberktihn, el
cual se asocia con una menor actividad enzimitica de 1las
microvellosidades.

j) la mayor actividad de las células caliciformes, las cuales
producen mayores cantidades de mucina, una parte importante en la
barrera estédtica del intestino delgado. Esta barrera puede limitar
la velocidad de absorcién sobre todo de los compuestos liposolubles
(Schneeman, 1982; Johnson, 1992), y de los hidratos de carbono
(Flourié, 1992), o ayudar al paso mis rapido del bolo alimenticio
(Cassidy et al., 1990).

k) el aumento en el volumen del intestino, quizi para manejar el

mayor volumen de alimentos y la disminucién en la absorcién.

En unos estudios sobre el efecto de la fibra dietética en 1la
morfologia del intestino grueso, se encontrd una hiperplasia
colénica (un incremento anormal en el ntGmero de células) debido a
un aumento en la exfoliacién de células (Cassidy et al., 1982;
Jacobs y Lupton, 1984). Se cree que la fibra dietética puede
interactuar con factores que influyen en la proliferacién celular.
Existen otros estudios, sin embargo, donde no se encontré ningtin
efecto en la mucosa intestinal después de la ingestién de una dieta
de salvado durante 4 semanas (Schneeman, 1982; Stock-Damgé et al.,

1984).
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De ‘todo lo anterior destaca la posibilidad de que la DRM puede
causar cambios en la mucosa intestinal que den lugar a una
permeabilidad mayor a solutos normalmente absorbidos en cantidades

menores, lo que se explica con mis detalles a continuacién.

7) L2 permeabilidad intestinal y su importancia.

La absorcién puede definirse como el flujo del soluto a través de
una membrana en un tiempo definido independientemente del &rea de
la membrana involucrada. La permeabilidad puede definirse como la
velocidad del soluto a través de una area definida de una membrana
en un tiempo definido (Lifschitz, 1985). La permeabilidad es la
facilidad con que el contenide del intestino delgado puede
atravesar la membrana intestinal mediante difusién pasiva. Los
factores que juegan un papel en la car'xtidad que se difunde son: el
gradiente de la concentracién, el drea de la mucosa, el tiempo y la
naturaleza del soluto, si es hidrosoluble o liposoluble. Las
sustancias liposolubles pueden atravesar la pared del intestino
delgado por las células epiteliales aun cuando su peso molecular
sea grande. Se forman los quilomicrones que ayudan en este proceso
de transferencia del lumen del intestino al torrente sanguineo
(Roberts, 1979). Por otro lado, la permeabilidad del intestino
delgado en el caso de los solutoz hidrosolubles depende de su

tamafio molecular (Fordtran et al., 1965; Loehry et al., 13%70).

Las moléculas hidrofilicas de bajo peso molecular (ej. los
monosacdridos y el manitol) cuya absorcién se utiliza para

investigar la permeabilidad intestinal se absorben a través de la
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membrana lipidica por las regiones polaréé (jue existeh en  la

estructura dc- la membrana: . 105 poros a uosos (Loehry et gl., 1970)

(Fxg. 4) Las moléculas hidrofilxcas de mayor peso molecular

también utilizadas para este fi ' “lo disacéridos y el EDTA) no

se. difunden - por la,via Vuné ruta

intercelular, entre enterocitos adyacentes kE‘V:I.g, 4) Y esto sdlo
ocasionalmente (Menzles, 1979, Walk_er y. Issglbacher, 1974; Anénimo,
1985, Elia, 1987, Isolauri, 1989, winéms; 1993) . Los hidratos de
carbono denominados no absorbibles ‘(ej. lactulosa y manitol) se
absorben en cantidades minimas, sin iﬁbortancia para la nutricién
(Walker y Isselbacher, 1974). Fue necesario revisar otros estudiocs
que utilizaron los mismos azGecares que los del presente estudio: la
lactulosa 'y el manitol. Se revisaron las cantidades recuperadas
mas bajas para asegurar que el método empleado seria. capaz de medir
hasta el valor m&s bajo informado. Los valores mis bajos
informados de la absorcién de los azficares utilizados en el
presente estudio en adultos sanos son los siguientes:

0.34% de la dosis administrada de lactulosa (Lunn gt _al., 1991).

0.42% de la dosis administrada del manitol (Behrens et al., 1984).

Si hay dafio a la mucosa intestinal, la absorcién de moléculas
hidrosolubles mas pequefas disminuye, porque el daflo afecta
negativamente la superficie absorbente, y los poros acuosos dejan
pasar menos solutos de bajo peso molecular. Al mismo tiempo
aumenta la absorcién pasiva de moléculas hidrosolubles més grandes,

porque el dafio afloja la unién entre enterocitos, o causa una

22



vz

intracelular,

.n.‘m;.i..;, . ) ."I.:(\mjsz -

LU

adsorcién

an !

fagosomas \
1 n sogomas (.:
L

union
intercelular

particulas —5°) .
no.digeridas 3P

Fig. 4: Mecanismo general de la absorcié

n y del transporte de macromoléculas
por la pared intestinal. (Walker y Isselbacher, 1974)



pérdida de’ células que resulta en una superfxcxe menor de absox:t:lcn

(Dupont v Goutail-Flaud 1990* willems et a; 1993) " lo que dE]a

pasar més sol‘ os de mayor peso molecular ‘por estas vlas (Menzies,'

‘1979 Cobden, 1919 Isolauri, 1989y . ,

Lcehry _L_L (1973) demostraron que en sujetos sanos hay‘una
reduccién en la permeabilidad de compuestos de peso molecular entre
60 y 40,000 desde el duodeno hasta el ilebn termlnal debido a una
reduccién en el nGmero total de poros acuosos presentes. Por esto,
hay una mayor absorcién por difusidn pasiva en el intestino delgado
proximal. Una mucosa intestinal dafiada, dete-ctable pbor un aumento
en la permeabilidad, deja de funcionar como una estructura viable
de absecrcidn intracelular; ademés, lo absorbido puede regresar al
lumen por la misma via intercelular éor la cual pasan al plasma las
moléculas hidrofilicas de peso molecular maydr.; se abre el paso de
dos wvias (Walker y Isselbacher, 1974). .

La integridad de la mucosa intestinal es indispensable para 1la:
salud. El dafio a esta intregridad, indicado por una permeabilidad
intestinal elevada a moléculas de tamafio mayor ej. lactulosa,
indica que pueden estar pasando también al organismo sustancias
indeseables tales como los antigenos ingerideos y cantidades téxicas
de productos‘de origen bacteriano como enzimas proteoliticas e
hidroliticas, los cuales son citados como posibles fuentes de
enfermedades gastrointestinales o -sistémicas, tales como la
enfermedad celiaca, la enfermedad inflamatoria del intestino, la
hepatitis activa crénica y enfermedades autoinmunes {(Walker y

Isselbacher, 1974; Bjarnasen et al., 1984; Lifschitz, 1985;
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Isolauri, 1989; Cassidy et al., 1990).

8) Factores de la dieta que pueden afectar la permeabilidad
intestinal.

El paso de una cantidad abundante de fibra dietética por el
intestino puede provocar dafio fisico a la mucosa intestinal,
modificando las cé&lulas, aflojando las uniones entre enterocitos o
dafiando los poros acuoses. El resultado puede ser un aumento en la
permeabilidad intestinal a solutos normalmente no absorbidos o poco
absorbidos. Se puede apreciar este aumento en la permeabilidad
cuando hay un aumente en la relacidn de lactulosa/manitol en 1la
orina (ver seccidén I-9) En las Tablas 2 y 3, se resumen los
intervalos de los promedios informados de esta relacién en estudics
anteriores. En términos generales, hay una relacién de
lactulosélmanitol mayor cuando se trata de gente con enfermedades
intestinales que tiene la mucosa intesinal dafiada lo que se asocia
con una permeabilidad elevada (0.01-0.48 comparado con 0~0.107 con
una solucién iso-osmolar en nifios; 0.046-0.67 comparadc con 0.005-
0,015 con una solucién iso-osmolar en adultos; 0.66-13.19 comparado
con 0.12-3.1 con una solucidn hiperosmolar en nifies; 0.12-0.26
comparado con 0.016-0-03 con una solucién hiperosmolar en adultos).
No hay valores - £ijos de lo gue representa una permeabilidad
elevada; por ello es necesario compararlos con los valores de
sujetos sanos. Aun entre &stos, hay una gran variacién de valores
"normales"™ (ej. 0.12~3.1 con una solucién hiperosmolar en nifios);

utilizar el sujeto como su mismo testigo evita los problemas de
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comparaciones interindividuales. Si pueden pasar sustancias
normalmente no absorbidas o poco absorbidas cuando hay mayor
permeabilidad, también pueden pasar los carcinégenos y‘otras
sustancias extrafias que pueden provocar tumores u otras
enfermedades (Shiau y Chang, 1986).

Segfin Cassidy et al. (1990), con dietas altas en fibra dietética,

la fibra puede tener una influencia sobre la produccién de, e
interactuar con, la mucina de la mucosa intestinal, creando una
barrera a la absorcisn de nutrimentos y afectando la permeabilidad
del intestino delgado.

Bjarnason (1988) encontré una permeabilidad intestinal alta en les
trépicos, la cual se normalizé cuando la persona pasd a vivir a
otro pails con una dieta diferente, lo que indica que la dieta tiene
algo que ver con la permeabilidad intestinal, un resultado que se
refleja en el estudio de Sullivan (1992) en Gambia y el de

Lindenbaum et al. (1972) en Bangladesh.

La deficiencia de hierro causa una permeabilidad anormal (Juby et
al.,1989); finalmente, los &cidos biliares pueden aumentar 1la
permeabilidad intestinal, pero el salvado reduce la cantidad de

estos &cidos en el intestino (Shiau y Chang, 1986).

9) Métodos para medir la permeabilidad intestinal.

En algunos estudios anteriores, se hicieron biopsias del intestino
delgado para verificar su estado y, comparé&ndelo con tejidos sanos,
para informar sobre los posibles cambios de absorcién vy

permeabilidad (Tasman-Jones et a)., 1978; Brown gt al., 1979;
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cassidy et al., 1981; Cassidy et al., 1982; Jacobs, 1983; Jacobs y

White, 1983; Jacobs y Lupton, 1984; Sigleo et él. s 1984; Vahouny et

al., 1985; Paulini et al., 1987 en animales; Lindenbaum et al.,

1972; Schenk et al., 1972; Sullivan gt _al., 1991 en humanos). Los

resultados ya se mencionaron en la seccién I-6 en la parte sobre
los cambios morfolégicos encontrados con la ingestién de altas
cantidades de fibra dietética. Ademas, se hicieron estudios con un

86lo azficar (Corcoran y Page, 1943; Laker y Mount, 1980; Behrens et

e

al., 1984; Bjarnason et al., 1988; Lunn et al., 1989; Northrop et
al., 1990) o con otra sustancia (Sundqvist et_al., 1980), a veces
con marcador radioactivo (Elia et al., 1987). .

El método mds comun , sinembargo, para medir la per;neabilidad es el
de dos azlcares, una técnica no invasiva y no radiocactiva de
estimar los aspectos especificos de la funcién e integridad de la
mucosa del intestino delgado (Cobden et _al., 1979, 1 980‘ Y 1955,‘
Laker, 1979; Isolauri et al., 1989; Murphy et al., 1939; ‘Barau y
Dupont, 1990; Dupont y Goutail-Flaud, 1990; Harris et al., 1992;
Shippee et _al., 1992; Cooper y Ukabanm, 1984;' Héldorsen, 1977;
Menzies et al., 1979, Cobden et _al)., 1979, 1980 y 1985; Ford et
al., 1985; Juby et al., 1987; Leclercg-Foucart et al., 1987; Gomes
et al., 1983; Behrens et _al)., 1987; Elia et al., 1987; Juby et al.,
1989; Harris et_al., 1991; Lunn et al., 1991; Sullivan' et al.,

1992; Delahunty y Hollander, 1986; Nathavitharana et al., 1988;
Flening et al., 1990; Willems et al., 1993). El método esta basado
en la administracién de 2 tipos de azficar, un monosacirido y un

disacadrido, no metabolizables en el cuerpo, de manera gque la
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excrecién vrenal puede utilizarse para medir su absorcién
intestinal. En realidad, el manitol es un hexitol, no una hexosa,
pero por razones de conveniencia se considera como azGcar en esta
tesis. Se miden posteriormente las cantidades de estos azficares en
la orina (Hamilton et a)., 1987), Yy una relacién baja de
disacérido/ monosacadrido (ej. lactulosa/manitol) en la orina indica
ung mucosa normal, mientras que se observan valores elevados en
casos de un cambio en las capacidades de absorcién de moléculas de
diferentes tamafios.

En esta prueba se emplean diferentes azGcares, y combinaciones de
ellos, cada uno con sus ventajas y sus desventajas. La combinacién
m&s utilizada es de lactulosa/manitol (Laker, 1979; Behrens et al.,

1984 y 1987; Elia et al., 1987; Juby et_al., 1987; Nathavitharana

et al., 1988; Isolauri et a}., 1989%; Murphy et a)., 1989; Barau y
Dupont, 1990; Dupont y Goutail-Flaud, 1990; Fleming et al., 1990;
Lunn et al)., 1991; Harris et al., 1992; Shippee et _al., 1992;
Sullivan et al., 1992; Willems et al., 1993; Cooper y Ukabam,
1984). En los estudios de Harris et al.(1992) y Sullivan et
al.(1992), se aplicé la solucién de la lactulosa y el manitol por
via naso-gastrica, en los otros casos por via oral. La lactulosa,
de PM 342, (Fig. 5a) no se hidroliza en el intestino (Juby et
al.,1987) y en el caso del manitol (PM 182 - Fig. 5b), aun que si
hay alge de oxidaciébn en el higado, ésta no afecta los resultados
de la prueba de permeabilidad intestinal porque se utiliza menos de
1% del manitol ingerido (Elia et al., 1987; Nathavitharana Mf .

1988). Los azlicares salen en picos separados en la cromatografia
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Figura 5: Férmulas quimicas:

a) 1a lactulosa; b) el manltol; c) la celoblosa;

d) la ramnosa; e) la xilosa.
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de liquidos por alta presién {HPLC), y no hay interferencia entre
ellos, ni entre ellos y otros azficares posiblemente presentes en la
orina. En algunos estudios (Anénimo, 1985; Delahunty y Hollander,
1986; Gomes et al., 1983) se utilizaron la lactulosa y el manitol
juntos con otro azficar similar al manitol, la ramnosa de PM 164
(Fig. sd). El1 inconveniente de la ramnosa es el retraso en su
excrecién en la orina debido a una posible reabsorcidn parcial en
los rifiones. La ramnosa también se utilizé a solas con la
lactulosa (Ford et al., 1985; Murphy et al., 1989). Otra
combinacién que se utilizé es la de la celobiosa con el manitol.

La celobiosa (Fig. 5c¢), parecida en su tamafio (PM 342.2) a la
lactulosa, cuesta menos, pero presenta la desventaja gue se
hidroliza parcialmente por la lactasa del intestino delgado (Cobden
et _@al)., 1979, 1980 y 1985; Juby et al., 1987 y 1989). Y¥Ya no se
utiliza la xilosa (PM 151.12) (Fig. 5e) porque tiene la desventaja
de que su absorcién se realiza en parte por difusién facilitada
(Menzies et al., 1979; Cobden et al,, 1980; Nathavitharana et al.,
1988), y porque la diferencia en funcién renal y en el tiempo del
trinsito intestinal entre sujetos afecta su excrecidén (Anbdnimo,
1985). Otras sustancias que no son hidratos de carbono que se han
utilizado son el fcide etilendiaminatetracético marcado con 'Cromo
('Cr-EDTA; PM 340) y el polietilenglicol de PM 400 (PEG 400) (Elia
et _al., 1987; Bjarnason et al., 1988; Sundgvist et_al., 1990). El
primero es radioactivo, asi que su uso no es conveniente en casos
de pruebas repetidas, También el 3'Cr-EDTA se afecta por la

ingestifn de farmacos y de alcohol (Bjarnason et al., 1984). El
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PEG 400, que tiene las ventajas de no ser téxicﬁ, no metaboii‘zarse
y de tener una excrecién rapida, tieine‘e\l' jinéonyéniente que hay
diferencias de peso molecular ent;.re' lbé blot"‘.e‘s producidos y su
absorcién depe-nde de su peso molecular (Sundgvist et _al., 1980).
Adem&s, Bjarnason et al. (1984) informan gque el PEG tiene
propiedades lipofilicas, lo que implica una absorcibdn, en parte por
lo menos, directamente por las microvellosidades, en lugar de por
los poros acuosos. Esto significaria una fuente de error en los
resultados de una prueba que pretende medir los cambios de la
permeabilidad de la mucosa intestinal a las moléculas puramente
hidrofilicas.

En estos estudios, se informaron algunas diferencias en 1la
osmolaridad de las soluciones administradas; en unos estudios (ver
Tablas 2 y 3 para las referencias) se aplicé una solucién
hiperosmolar para aumentar la cantidad de las moléculas de mayor
peso molecular en las muestras de orina. No hubo cambios en la
cantidad de las moléculas de menor peso molecular (Nathavitharana
et al., 1988). Se prepara una solucién hiperosmolar con la adicién
de agentes absorbibles para aumentar la presidén osmética (Anénimo,
1985) . Este agente puede ser la lactosa, la sacarosa o el
glicerol; desafortunadamente, la lactosa no se digiere bien, la
sacarosa en una solucién hiperosmolar puede causar diarrea
osmbtica, y el glicerol de una solucién hiperténica se abs;arbe muy
rapidamente en el yeyuno, lo que disminuye el efecto deseado de que
pase a la orina una mayor cantidad de disac&ridos. Por otro lado,

en otros estudios (ver Tablas 2 y 3 para las referencias) se
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utilizé una solucién iso-osmolar para evitar el riesgo de 1la
diarrea osmética causada por soluciones hiperosmolares. La
utilizacién de soluciones de diferentes osmolaridades hace nés

dificil la comparacién entre los métodos utilizados.

Ademds, se informaron diferentes métodos para medir 1la
concentracién de las sustancias utilizadas en las muestras de
orina. Estos métodos presentan ventajas y desventajas, las cuales

se mencionan a continuacién:

a) Método de oxidacién del manitol con 4cido peryddico (Corcoran

y Page, 1943; Cobden et al., 1979, 1980 y 1985).

Se puede resumir este método con la siguiente ecuacién:

Manitel + Acido perybédico ---> Acido férmico + Formaldehido
(ABS. 570nm}.

Es un método donde la reaccién ocurre a temperatura ambiente. Sin

embargo, con cualguier cambio en esta temperatura, cambia también

la densidad 6ptica del resultado. Tampoco es muy especifico como

mé&todo, porgque otras sustancias pueden convertirse en formaldehide,

lo que darfia una medicién equivocada. También hay riesgo de

equivocaciones en el caso de la presencia de altas cantidades de

glucosa, lo que puede ocurrir en los casos de gue las muestras se

obtengan de individuos enfermos.
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b) contador de rayos gama; detector de centelleb ‘(Elia et al.,
1987). A ' TR

Se leen las emisiones de radioactividéd'dé'uh'a'm‘\'x'estr:a de orina con
un contador de rayos gama y un detector de ce @:éiiéo. Es un método
rapido, preciso, sensible y especifiéb t\i’ef‘med_itz’l'a"‘cantidad de S'cr-
EDTA en muestras de orina. La mayor desv;anféﬁa es 'q\ie es un método
que involucra determinacién de radiq.acﬁ:l.vidaa Yy, por lo tant-c, ne

se recomienda en casos de pruebas repetidas o en nifios.

c) Lla medicién con cromatografia de gases (Laker, 1979; Laker y

Mount, 1980; Sundqvist et al., 1980; Isclauri et al., 1969; Murphy

et _al., 1989; Barau y Dupont, 19%0; Dupont y Goutail-Flaud, 1990;
Harris et al., 1992; Shippee et al., 1992; Cooper y Ukabam, 1984).
Se utilizan varios reactivos para formar un derivado el cual puede
inyectarse directamente en 1la c'olumna de cromatografia; 1los
reactivos pueden ser (piridina/bis(trimetilsilil) acetamida/
trimetilclorosilano (piridina~-BSA-TMCS), piridina/
- hexametildisilazano trimetilclorosilano (piridina-HMDS-TMCS), o
. piridina/bis(trimetilsilil) triflucorcacetamida (piridina-BSTFA).
También se pueden preparar derivados metilados y acetilados. Con
este método, el cual es mds preciso y sensible, se pueden medit'
varias sustancias a la vez, y no se necesita una desalinizacién
previa. Sin embargo, es un método lento (aprox. 3 muestras/h), que.
involucra muchos pasos Qe preparacién lo que puede causar mas
errores en las mediciones, y ademas varios cambios de temperatura

para poder medir cada azficar debidamente. Con piridina~HMDS-TMCS,
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se forma un precipitado de cloruro de amonio que ensucia la
columna. Con piridina-BSA-TMCS, esto no pasa, pero si hay
formacién de derivados mdltiples, Vformas anoméricas de los azlcares
reductores que dan picos mdltiples en el cromatograma. Las
derivaciones por metilacién son muy laboriosas; por acetilacién,
los derivados no son muy volitiles asi que el tiempo de retencidn

es muy lento.

d) Cromatografia de capa fina (o cromatografia en papel), seguida
por densitometria (Haldorsen, 1977; Menzies et _al., 1979, Cobden et
al., 1979, 1980 y 1985; Ford et al., 1985; Juby et al., 1987;

Leclercq~Foucart et al., 1987; Bjarnason gg_g., 1988; Gomes et
al., 1983).

Las muestras se aplican a placas cubiertas de silica-gel u otra
sustancia, o a tiras de papel absorbente. Los componentes se
separan por la accién capilar de un soluto; se identifican 1los
componentes con un reactivo y se hace la medicidn con densitometria
de barrido. Las dos preparaciones (de capa fina y en papel) son
métodos sensibles y precisos, pero son poce especificos. EL método
de cromatografia de papel es muy lento, y el de capa fina tiene el

problema de que el color del revelado se desvanece con el tiempo.

e) Método enzimitico (Behrens et al., 1984 y 1987; Elia et _al.,

1987; Juby et al., 1989; Lunn et al., 1989; Northrop et al., 1990;
Harris et al., 1991; Lunn et al., 1991; Sullivan et _al., 1992).
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Los pasos de las reacciones invdluctjadas en:la aplicacién de este
método se resumen de la siguiente forma (Lactplosé, _g'cuaéiones 1;4:

Manitol, ecuacibn 5)

beta-galactosidasa

lactulosa > fructosa + galactosa (1)

hexocinasa

fructosa + ATP ==-==sewmec---==> fructosa-é-fosfato + ADP (2)

fosfogluco
fructosa-6-fosfato > gluec 6-fosfato (3)
isomerasa
glucosa-6-fosfato
glucosa-6-fosfato + NADP >

deshidrogenasa

gluconato-6-fosfato + NADPH (4)

(ABS.340nm)
manitol deshidrogenasa
Gt e
manitol + NAD fructosa + NADH (5)
---------------- > (ABS. 340nm).
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Con este método, no se requiere preparacién previa de las muestras
lo cual causa menos errores; el método es especifico porque las
enzimas utilizadas son especificas para sus sustratos, Y es muy
rapida. Este método puede aplicarse con el eguipo automatizado
COBAS BIO (Roche Diagnostic Systems, Suiza). Sin embargo, no se
pueden medir al mismo tiempe los componentes interesantes al
estudio. Ademis, tanto el equipo como la enzima manitel
deshidrogenasa (EC.1.1.1.67) utilizada para la medicién del manitol
no se pueden adguirir facilmente. Segun Shippee (1992), cuando la
enzima no esti disponible comercialmente, se puede preparar,
purifjicar y estandarizar siguiendo el método de Yamanaka (1975).
La enzima aparece en el Catdlogo Sigma (M9532), pero con un precio
prohibitive si se trata de muchas muestras. Por dltimo, algunos
pacientes, sobre todo los gquemados o con trauma, presentan un
azlcar en la orina el cual puede interferir con esta técnica ya que
es el mismo azGecar (fructosa) que aparece en el paso 1 del
desarrollo del sustrato medido al final de la técnica. Estos

pacientes pueden dar resultados falsos positivos.

f) Cromatografia de liquidos de alta presién (HPLC) (Delahunty y
Hollander, 1986; Nathavitharana et al., 1988; Fleming et al., 1990;
Willems et al., 1993).

Después de preparar, purificar y desalinizar la muestra, se inyecj:a
una cantidad conocida de 2 a 50 microlitros de la muestra en una
columna (de intercambio aniénico, de intercambio catiénicq o de

andlisis de hidratos de carbono) y se cuantifican los azGicares por °
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un detector (de Indice de refraccién, de masas, o pulso

amperométrico). Hamilton et _al. (1987) no desalinizaron sus

muestras, porque se perdid una parte del disacdrido, el cual
aparece en cantidades pequefias en la orina. Se pueden medir al
mismo tiempo todos los azlcares utilizados en el estudio; es un
método r&pido, sensible y especifico. La desventaja de 1los
detectores de pulso amperométrico y de masas es su poca
disponibilidad. El detector de irdice de refracciédn es una buena
opcién si se combina con una columna que no hecesite calentamiento,
lo que no es el caso de las columnas de intercambio aniénico o

catidnico. Este detector es muy sensible a cambios de temperatura.

Un resumen de los métodos, con sus ventajas y desventajas

correspondientes, aparece en la Tabla 4.

En todos los estudios mencionados hubo desacuerdo sobre el problema
de las muestras en ayunas; algunos ni siquiera mencionan si las
tomaron o no. Algunos si la tomaron solamente para desecharla,
como método de vaciar la vejiga de los sujetos. Otros tomaron una
muestra y su medicién sirvié como linea de base para las mediciones
después de haber ingerido la solucién de azGcares. Por filtimo,
algunos desecharon la muestra porque encontraron cantidades
elevadas de los azGcares del estudio, pero esto no concuerda con
los hallazgos de Laker y Mount (1980), Juby et al. (1989), Barau y
bupont (1990), y Dupont y Goutail-Flaud (19%90), quienes afirman gque

si{ hay una produccién endfgena, pero en cantidades tan bajas que no
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METODO

SUSTANCIA MEDIDA

capa fina {CF)
o de papel.

VENTAJAS DESVENTAJAS
Acldo peryddico Maanito! Temperatura amblente | E! color doponde de la
poratura. No ftico.
Contador de ¥Gr-EDTA Repido, preciac, Radlactivo.
rayos gams y senaible, eapecifico.
datector de centatleo.
Cromatograffa Disacdridos No se nocesita Las formas anoméricas dan
de gases con PEG desallnizaolén. plcos multiples. Lento, muchas
o aln derivacién Medliclones multiplea { pasos. Tomperatura diferante para
trimatisln Precisc, sansible. cada sustancla. El derivado
ensucia Ia celumna. No cuant~
ativo. Estorbesa (metllizacln)
Tiampo de retencién largo
(agetliacldn)
Gromatograifa de " Dismodridos Preciso, senalble.

No especltico. Lento.
Color Inestable (CF).

Tabla 4: Resuman do las ventaas y las desventajas mas Importantes de los

permeablildad do ls mucosa intestinal

médtodos utllizados para madir Ia

{continuacién)




85S¢

{aontinuacldn)

Amperométrico {A)
Indice de
refraccién (IR)

Masas (M)

Mediclones multiples

simuitanoas.

METODO SUSTANGCIA MEDIDA VENTAJAS DESVENTAJAS
Enzimdtico Disacdridos No nacesite praparaclén Equipo especializado
(COBAS BIO) de !a muesatra. Enzima no disponible
Répido {automético). comerciaimenta.
Especifico al austrato. interferencia en casos da
enfermos (esp. quomados)
HPLC Disacdridos Preciso, senaible. Mectado por la temperatura (IR)
Detectores Especfilco, rdpido.

Tabla 4: Resumen do las ventajas y las desventalas mds Importantes do los métodos utllizados para medir la’

permeabllidad de la mucosa inteatinai




afectarian los resultados de los estudios.

Este Gltimo detalle, aunado con la gran variedad de sustancias
utilizadas y de métodos empleados en los estudios, hace muy
dificil la comparacién entre los trabajos llevados a cabo en este
campo. En las Tablas 2 y 3 se pueden apreciar los promedios de los
porcentajes de la lactulosa y del manitol recuperados y la relacién
de lactulosasmanitol informados en los estudios que utilizaron la
lactulosa o el manitol para medir la permeabilidad de la mucosa
intestinal. Hay datos para adultos y nifios sanos, ademis de los
resultados de adultos y nifios que padecfan diferentes enfermedades.
A pesar de la variedad de métodos utilizados, lo que dificulta una
comparacién vialida entre estudios, se puede apreciar que, en
términos generales, hay una relacién de lactulosa/manitol mayor
cuando se trata de sujetos con enfermedades intestinales comparados
con sujetos sanos, aungue en el caso de las vellosidades atréficas
la diferencia no es muy notoria (ver seccién I-8). cuando hay dafio
a la mucosa intestinal, se supone que la recuperacién de 1la
lactulosa en la orina serd mayor y la del manitol menor que las
recuperaciones de estas sustancias en sujetos sanos (ver seccién I-
7); esto no estd respaldado por los datos de los estudios que
utilizaron una solucién iso-osmolar. El intervalo de los valores
del porcentaje de la lactulosa recuperada en sujetos enfermos y
sanos fue de 0.06 a 0.53 y de 0.79 a 1.17 respectivamente, aunque
en el caso de alergias los valores son mayores que en sujetos sanos
(1.46-2.5%). El intervalo de 1los valores del porcentaje del

manjitol recuperado en sujetos enfermos fue de 10.9 a 21.6%, y en
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individuos sanos de 1.1 a 4.3%, pero en el caso de alergias la
disminuecién no fue tan notoria (6.0-16.3%). Por otro lado, se ve
mucho mejor este efecto en los estudios que utilizaron una solucién
hiperosmolar. Los intervalos de valores de recuperacidn informados
para sujetos enfermos y sanos fueron raspectivamente: 0.2-4.9% y
0.091-0.62% para la lgctulosa; 0.97% 6 0.424~-2.9% y 10.18~11.12% &
16.9~32.09% para el manitol, segfin el método utilizado (ver Tablas
2 y 3 para las referencias). De estos estudios, los @inicos que
pueden compararse fueron los estudios de nifios con diarrea ya que
emplearon el mismo método de medicién (Referencias 2 y 8 de las
Tablas 2 y 3) aunque un estudio utilizé una solucién iso-osmolar y
el otro una solucién hiperosmolar. El valor de la relacién de
lactulosa/manitol estd mucho mis elevado en el estudio utilizando
la solucién hiperosmolar (0.01-0.48 iso-osmolar y 13.19
hiperosmolar}. Desafortunadamente, faltan datos preliminares que
poedrian indicar la fuente de este aumento, el cual podrfa ser
debido a una reduccién en el porcentaje del manitel recuperado, o

a un aumento en el porcentaje de la lactulosa recuperada.

II, OBJETIVOS,
1. Establecer la metodologia para medir la relacién de

lactulosa/manitol en la orina mediante el uso de cromatografia de
liguidos de alta presién ({(HPLC) con detector de indice de
refraceién, y wutilizar esta medicién como indicador de 1la

permeabilidad intestinal.
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2. Evaluar el efecto de la ingestién de la dieta rural mexicana en

la permeabilidad de la mucosa intestinal en individuos sanos.

III. MATERIALES Y METODOS.
1. stablecimiento de técnica para medir la permeabilidad
intestinal.

Se utilizé el método de HPLC (ver seccidén III-2d) con detector de
indice de refraccién para medir las cantidades de la lactulosa y
del manitol en la orina, usando la muestra en ayunas como linea de
base para las mediciones. Aunque este método es un poco nas
complicado que otros (ver seccién I-9), debldo a que las muestras
requieren una preparacién previa, es mds especifico y sensible, no
necesita calentamiento de la columna y puede medir 1los dos
compuestos a la vez. No hubo interferencia entre la lactulosa y
el manitol, ni entre ellos y otros azGcares utilizados en 1las
mediciones por HPLC en otros estudios (Laker, 1979; Laker, 1980;
Cobden, 1985; Delahunty y Hollander, 1986; Elia et al., 1987;
Northrup, 1990); tampoco hubo en otros estudios evidencia de alguna
sustancia inhibidora en la orina que pudiera afectar a los azlcares
utilizados en las pruebas (Behrens, 1984; Northrup, 1990). Se
decidié administrar la lactulosa y el manitol en una solucidn iso-—

osmolar para evitar el riesgo de diarrea osmética.

a) Estandarisacidn.
Se corrieron estandares de manitol y lactulosa disueltos por

separado en el eluyente y se hizo una curva patrén para cada

38



azfcar.

b) Recuperacién

Después de los pasos de preparacién, purificacién y liofilizacién
(ver seccién III-2d méds adelante), se hicieron pruebas de
recuperacién con una muestra de orina con cantidades conocidas de
lactulosa y manitol adicicnadas para cuantificarA las pérdidas
debidas a la preparacién de la muestra y para verificar 1la
recuperacién uniforme entre las corridas (reproducibilidad). se
inyects la misma muestra trece veces a distintas concentraciones

para cumplir lo recomendado para este tipo de pruebas (bDong et al.,

1992). La recuperacidn de lactulosa y manitol fue baja como puede
observarse en la secci6n IV-3b de los resultados, por lo que los
resultados se expresaron como la relacién entre los dos azficares,
evitando con ello la complicacién de las posibles pérdidas en 1la
preparacién la cual afecta a ambos azGcares de la misma manera
(Lifschitz, 1985). Este razonamiento también es valida en los
casos de los errores debidos a los factores ajenos a la mucosa,
tales como el tiempo de transito intestinal, e} vaciamiento
gadstrico, la funcién renal, la funcidén hepdtica, la motilidad
41ntestina1, Y las colecciones incompletas (Cobden, 1979; Cobden,
1985; Andnimo, 1985; Juby et al, 1987; Juby et _al, 1989; Har;is et
al, 1992). Respecto a este Gltimo punto, no es necesario entonces
medir ni creatinina, ni otro marcador urinario (ej.PABA} los cuales
se usan para verificar que las colecciones sean completas en

estudios gue utilizan muestras de orina (Bingham, 1985).
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¢) Problemas en la técnica original y las modificaciones a 1a
técnica.

Se encontraron los siguientes problemas en los primeros intentos de
medir 15 lactulosa y el manitol en las muestras de orina.

i) Los azdcares, sobre todo la lactulosa, estan en concentraciones
muy bajas en las muestras. Los valores mds bajos informados
(Behrens et_al., 1984; Lunn et _al., 1991) de recuperacidén en la
orina en estudios con sujetos sanos son:

Para la lactulosa - 0.34%

Para el manitol ~ 0.42%

Para superar este problema se 1iofilizé la muestra para aumentar su
concentracién. Se usdé una liofilizadora marca Virtis Research
Equipment (Gardner, New York. W.H. Curtin y Compania); se congeld
la muestra liquida en un bafio de acetona comercial y €O, sélido.
Luego se rehidraté el producto con un volumen pequefio de eluyente,
el cual estuvo formado por 72.5% de acetonitrilo grado HPLC y 27.5%
de agua desionizada. Con esto, la muestra aumentd su concentracién
25 veces. Ademds, se utilizé una asa de 100 microlitros en el
equipo de HPLC en lugar del asa m&s comfin de 20 microlitros, lo
cual eguivale a gque se concentrara la muestra 5 veces.

ii) Debido a que se tapé la columna con las sustancias todavia
presentes en la muestra alGn después de la preparacién y la
purificacién que ya se describieron, fue necesario utilizar un
sistema de Swinney de 13mm, el cual realiza una microfiltracién con
una membrana de 0.5 micrometros resistente al acetonitrilo (Waters,

Millipore cCorporation, Milford, Estados Unidos) para filtrar las
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nuyestras antes de inyectarlas.

2) a del efec ingestién de una dieta rura
C e a_perm ad de_la mucosa intestinal.
(Figura 6}.

a) Bujetos

Se seleccionaron 9 voluntarias sanas gue no presentaran ninguna
enfermedad gastrointestinal evidente y que no estuvieron bajo
tratamiento con medicamentos. Las 9 voluntarias se seleccionaron
de entre las trabajadoras del Instituto Nacional de la Nutricién,
lo que facilité la administracién de 1la dieta y la toma de
muestras. La edad de las voluntarias fue entre los 24 y 41 afios,
con un prowedio de 33.44 % 5.77 afios, A todas se les describid el
protocalo y se les solicitd su consentimiento por escrito. Se les
explicd en forma detallada los posibles riesgos y complicaciones
del estudio, ademés de las pruebas a efectuar. E1l protocolo del
estudio fué aprobado por el Comité de Investigacidén en Humanos del

Instituto Nacional de Nutricién Salvador Zubirdn (INNSZ).

b) Evaluacién basal.

A cada mujer se le aplicd una encuesta para conocer su dieta
habitual mediante registro de alimentos de 24 horas durante 7 dias
y una relacidén de frecuencia semanal de consumo de alimentos (ver
Anexo 1a y 1b). En el caso del registro de alimentos de 24 horas,
las voluntarias tenian que anotar en la forma mis detallada cada

alimento que ingirieran durante el dfa, con 1las cantidades
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Figura 6.

DIAGRAMA DE FLUJO DEL DISENO EXPERIMENTAL
DEL ESTUDIO PILOTO

DISENO DE DIETA

[ sELECCION DE suJETOS |

[E\ALUACION DIETETICA J EVALUACION CLINICA
PESO/TALLA/MEDICAMENTOS

/

EVALUACION BASAL (0 SEMANAS)

PRUEBAS DE PERMEABILIDAD, HIDROGENO

|

CONSUMO DE DIETA RURAL MEXICANA 3 SEMANAS
MEDICION SEMANAL DEL PESQ

]

EVALUACION INTERMEDIA (3 SEMANAS)

PRUEBAS DE PERMEABILIDAD, HIDROGENO

CONSUMO DE DIETA RURAL MEXICANA 3 SEMANAS
MEDICION S8EMANAL DEL PESO

l

EVALUACION FINAL (6 SEMANAS)

PRUEBAS DE PERMEABILIDAD, HIDROGENO

[ANALISIS DE RESULTADOS |

CONCLUSIONES, DISCUSION
Y RECOMENDACIONES
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aproximadas de los alimentos consumidos. En el caso de la
frecuencia semanal de consumo de alimentos, las voluntarias tenian
gue informar la frecuencia semanal del consumo de cada alimento en
la lista ademds de evaluar aproximadamente la cantidad ingerida
cada vez que lo consumfa. El dato de la frecuencia tenia las
siguientes opciones: nunca, rara vez, y de 1 a 7 veces a la semana.
La evaluacidn de estas encuestas formd la base para la seleccién de
las 9 voluntarias m&s adecuados para la prueba. Se incluyeron en
el estudio Gnicamente las mujeres que consumian en forma habitual
menos de 20g/d de fibra dieté&tica. Se tombé este valor de manera
arbitraria para evitar la inclusién en el estudio de voluntarias
que consumieran dietas altas en fibra dietética. Pér este método,
se pudo remarcar una gran diferencia entre la dieta habitual de los
sujetos (menos de 209 de FDT/dia) y la dieta del estudio (un
promedio de 51.7 * 3.3g de FDT/dia).

Antes de administrar la dieta se tomaron el peso y la talla de cada
sujeto para los siguientes fines:

a) Para calcular la superficie corporal de cada sujeto de la cual
dependen las dosis de la lactulosa y el manitol en agua que las
voluntarias tomaron como parte de las pruebas a las 0, 3 y 6
semanas posteriores a la administracién de la dieta experimental.
Con el peso y la talla inicial, se calculd la superficie corporal

con la férmula de Dubois (Dubois, D. y Dubois, E.F. 1916):

SC (m? ) = PESO®®(kg) x TALLA"™(cm) x 0.007184
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La concentacién de la lactulosa en agua fue de 75¢/L (Laétulose
Syrup USP 10g/15ml. Goldline Laboratories, Fort Lauderdale) f la
del manitol de 10g/L (Drogueria Cosmopolita S.A. de C.V.). La
dosis de la mezcla fue de 10ml de solucién para cada 0.10 m* de
superficie corporal.

b) Para estimar el requerimiento energético de mantenimiento.

Se utilizaron las tablas de FAO/WHO/UNU, 1985 y Beal, 1983 para

calcular tebricamente 1la energia de mantenimiento promedio

- necesaria para sujetos con las caracteristicas de las voluntarias

(edad, peso, talla).

Ademis, se tombé el peso de las voluntarias el mismo dia de cada
semana durante la administracién de la dieta para verificar que la
dieta contuviera la energfa de mantenimiento necesaria.

Se verifics también el consumo de medicamentos de las voluntarias,
por ejemplo antibiéticos, laxantes, y complementos de fibra. No se
investigé ni el uso de anticonceptivos orales ni la presencia de
parisitos en las voluntarias; ambos son factores crénicas por lo
que su presencia seria constante durante todo el periodo del

estudio.

o) Pormulacién de la dieta.

Una licenciada en Nutricién del departamento de Fisiologia de la
Nutricién, disefid 7 menGes distintos uno para cada dia de la
semana. Esto permitié introducir variedad y facilitar 1la
aceptacién de la dieta. La dieta se basé en el suministro de un

minimo de 50g/d de fibra dietética, tomando come base 1los
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ingredientes de la dieta del estudio de Rosado et al (1992) (Tabla

1) pero calculando la fibra dietética total (Rosado gt al.,1993);

la dieta proporciond aproximadamente 1600 kcai/d. Los siete menfies
elaborados se describen en el Anexo 2. La dieta se administré
durante 6 semanas. E1 desayunc y la comida se sirvieron en la
Unidad Metabdlica del Instituto Nacional de la Nutricién; la cena
y los alimentos para el fin de semana se entregaron ya empaguetados
para que las voluntarias los comieran en su casa. Las voluntarias
consumieron una cantidad de alimentos minima para cubrir las
caracteristicas antes mencionadas, pudiendo consumir mas en caso de
que se gquedaran con hambre. Ademis, las voluntarias informaron la
cantidad de azGcar tomado en el dia en café, té etc. Cuando
quedaba algo de los alimentos empacados, las voluntarias 1lo
regresaban al departamento al dfa siguiente, o después del fin de
semana, para cuantificarlo. Los nutrimentos de la comida adicional
que consumieron se sumaron, Yy los hutrimentos de la comida no
consumida se restaron, obteniéndose de esta forma el total de
nutrimentos consumidos por cada sujeto. Para cuantificar el
contenido de nutrimentos de cada mend, ademds del célculb tebdrico
con tablas, se realizaron anilisis quimicos proximales en un
duplicado de cada menGi. Un duplicado consistié en una muestra de
los alimentos consumidos en 24 horas por cada sujeto.

Hubo dos periodos de la administraci6én de la dieta: el primer
periodo duré desde el 29 de septiembre de 1992 hasta el 10 de
novienbre de 1992 e incluyé a 4 voluntarias; el segundo empezé el

10 de febrero de 1993 y terminé el 24 de marzo del mismo aifio, esta
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véz con 5 voluntarias. Al final de los experimentos hubo 14
duplicados, 7 del primer perfodo y 7 del segundo, los cuales se
analizaron por separado, promedifindose los resultades de 1los
duplicados del mismo dia de los dos periodos.
El primer paso de la preparacién de la muestra fue una
homogeneizacién en un molino coloidal (Probst y cClass, N/60/S,
Alemania Federal), seguido por desecacién en una estufa a 70°C
(Robertshaw, Pensilvania, PA 15697, Estados Unidos) durante 18
horas. Para tener una muestra bien homogeneizada se molié 1la
materia seca en un molino (Compania Arthur H. Thomas, Filadelfia,
PA, Estados Unidos). Se realizaron los siguientes anélisis
quimicos proximales en una muestra de cada meni (ver Anexo 3 para
los detalles):
i) Fibra dietétjca por el método oficial AOAC (Prosky, 1984
y 1985).
iiy Energia con una bomba calorimétrica (Parr Instruments
Co.Inc., Moline, Illinois, Estados Unidos)
iii) Proteina por el método de Kjeldahl automatizado (Kjeltec
system, Dinamarca).
iv) Grasa por el método de Soxhlet (Tecator: Soxtec System,
HT.).
v) calcio, zinc, hierro y magnesio por espectrofotometria
de absorcién atémica (Perkins-Elmer, Modelo 2380).
vi) Humedad por desecacién en una estufa (Robertshaw,

Pensilvania, PA 15697, Estados Unidos) a 70°C.
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vii) cenizas en una mufla (Thermolyne, Dubuque IV, Dubuque,
Iowa, Estados Unidos} a $50°C.

viii) Hidratos de carbono por diferencia.

4) Valoracidn de la permeabilidad intestinal.

Se realizé una prueba de la permeabilidad intestinal a las 0, 3 y
6 semanas después de la administracién de la dieta, mediante una
modificacién del método informado por Nathavitharana (1988).
Después de un ayuno de 11 a 12 horas, se colectd una muestra de
orina de cada sujefo (especimen en ayunas}). Esto permitié vaciar
completamente la vejiga y obtener el valor basal de cada sujeto.
Posteriormente se administrd a cada sujeto una solucién de 75g/L de
lactulosa y 10g/L de manitol diluidos en agua (una solucién iso-
osmolar de 359 mOsm/Kg, medida con un equipo Advanced Digiﬁatic
Modelo 3D2, Estados Unidos); la dosis administrada fue de 100ml por
metro cuadrado de superficie corporal (Nathavitharana, 1988). Al
final de una hora, el sujeto bebié toda el agua que podia para
incrementar el flujo de la orina, pero no se permitieron otras
bebidas ni alimentos hasta terminar la prueba. Se colecté la orina
durante las siguientes 6 horas ya que los hidratos de carbono
utilizados como marcadores se excretan en la orina durante este
periodo, 1los excedentes pasan al intestino grueso donde 1a
fermeptacién por bacterias colénicas impide m&s que se absorban
(Elia et al, 1987). El promedio de la duraci6n de coleccién de
orinaen otros estudios fue de 5 a 6 horas. Las muestras de orina,

tanto en ayunas como de las 6 horas después de ingerir la solucién
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de lactulosa y manitol en agua, se guardaron en botellas que
contenian 5ml de tolueno come conservador, y sSe conservaron en
congelacién a -12°C hasta el dia de los andlisis. Las muestras se
conservaron un maximo de 32 semanas en congelacién, un periodo que
es aceptable para que no exista modifjcaciones de los azGcares en
la orina (Menzies, 1973; Menzies, 1979; Ford, 1985).

Las muestras de orina (Figura 7) se centrifugaron (Garver
Electrifuge Modelo 55 a 3,000 RPM durante 20 minutos) para quitar
cualquier depésito y luego se desalinizaron cen Amberlita MB-1
(Sigma Chemical Company, St. Louis, Mo., Estados Unidos). La
Amberlita se prepard de la siguiente manera (Comunicacién: enero
19‘;4, Sigma Chemical Company, Inglaterra): se llenan unas columnas
cromatogr&ficas (300 % 20mm didmetro) con 0.59 de Amberlita MB-1
para cada mililitro de orina a desalinizar; se cubre la Amberlita
MB-1 con agua desionizada y se deja reposar durante 15 minutos.
Después de escurrir el agua de la columna, se pasa bastante buffer
de fosfatos de pH 6.98 (60% Na, HPO, 0.067M; 40% KH, PO, 0.067M:
Sorenson, 1909) para cubrir la Amberlita MB-1 y se deja reposar el
material durante 15 minutos. Se escurre otra vez el liquido de 1la
columna, se deja pasar aproximadamente 10ml de la muestra de orina
Yy la Amberlita MB-1 ya estd listo para desalinizar la muestra. La
orina desalinizada se purifiecd passndola por cartuchos de
extraccién de fase sb6lida "Seppak" C-18 (Waters). El cartucho es
un Cartucho Clésico, de cuerpo corto, tamafio del poro de 1253,
tamafio de la particula de 55-105 wmicrometros y la férmula del

contenido del cartucho es Si(CH)); C;; Hyz. Los cartuchos se
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Flgura 7.

DIAGRAMA DE FLUJO PARA LAS MEDICIONES
DE LACTULOSA Y MANITOL EN LA ORINA

[MUESTRA DE ORINA DE 8 HORAS |

CENTRIFUGACION
DESALINIZACION

METODQO ORIGINAL

HPLC CON ASA DE 20
MICROLITROS

NUEYO ESQUEMA

LIOFILIZACION

HPLC CON ASA DE 100
MICROLITROS

/

DETECTOR DE INDICE
DE REFRACCION
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prepararon de la siguiente manera: se inyecta lentamente 2.5ml de
metancl por el cartuche Yy se deja reposar por lo menos durante 3
minutos. Después se lava el cartucho inyectando 7ml de agua
desionizada y los cartuchos estidn listos para la filtracién. Se
nidié la relacién de lactulosa:manitol en la orina mediante HPLC
(Cromatografia de liguidos de alta presién; Figura 8 para los
detalles). Se utilizé una columna con grupos amino de 3.Smm x
30cm. de acero inoxidable (Waters, Millipore Corporation, Milford,
Estados Unidos). El eluyente fue una solucién de 72.5% de
acetonitrilo grado HPLC y 27.5% de agua desionizada (v/v) filtrada
y desgasificada. La atenuacién fue de 16, el rango de 0.020 x 107
y el flujo de 1.5ml/min. Se pasaron los solutos eluidos por un
detector de indice de refraccién y se compararon los resultados con
mezclas patrones de lactulosa y manitol disueltos en el mismo
eluyente. Los resultados se expresaron como la relacién de

concentraciones de lactulosa/manitol en cada muestra.

a) BEvaluacién de la fermentacién colénica.

Bajo condiciones apropiadas de pH, ciertas especies de la flora
bacteriana del tracto intestinal humano pueden fermentar hidratos
de carbono dando como productos los &cidos grasos de cadena corta,
metano, biéxido de carbono e hidrégeno. Aproximadamente de 14 a
21% del hidrégeno producido durante la fermentacién pasa a 1la
circulacién y es excretado por los pulmones (Gearheart et al.,
1976) . Después de la ingestién de una solucién de dos azficares no

absorbidos, un aumento en la excrecién de hidrégeno en el aire
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Figura 8: Esquema del equlpo de mediclén con HPLC (Cromatogratfa de
Ilquidos a alta presién).

ELUYENTE
INYECTAR 72.6:27.8%
100 microtitros Acslonitrilosagus

de musatra i Flulo 1.6 mi/min

HPLC COLUMNA DETECTOR INTEQRADOR
Beckman Modelo 110 A Columna para andilsls Detsctor de Varian 4400
con uns bombs { de car facice de Ancho ds plco 30
Watsrs, Millipors refaccldn valocidad de
Corporation, Parkins Eimer LC-30  pspel 0.5mm/min.

Rango 0.020 x t0

AMenuscigh 18



espirade indica el inicio de la fermentacién de estos hidratos de
carbono en la parte proximal del colon, es decir la prueba es un
indicador para medir el tiempo del tréansito intestinal (Bond y

Levitt, 1972; christman y Hamilton, 1982) el cual, en este caso
incluye el tiempo de tré&nsito de la boca al colon.

. La determinacién de hidrégeno en una muestra de aire espirado esta
basada en la t&cnica de cromatografia de gases (Bond, 1975; Kotler,
1982; Rosado et al, 1984; Rosado, 1985); es decir, se hace pasar la
nezcla de gases contenida en una muestra de aire espirado a través
de la columna, la cual separa los diferentes gases componentes
mediante adsorcién diferencial (Fig. 9). Es recomendable encender
el equipo por lo menos 5 horas antes de la prueba para que se
estabilice. Una vez gue se ha calibrado el aparato (Quintron Micro
Lyzer, Modelo 12) con un gas de referencia de concentracién
conocida, la concentracién de hidrégeno de la muestra en cuestién
se mide en forma directa y ripida medjante extrapolacién con el gas
de referencla, y puede leerse directamente en un panel digital en
partes por millén. El equipo necesita calibracién cada 30 a 60
minutos cuando se est&n leyendo las muestras porque tiende a variar
(Rosado y Solomons, 1984).

Se midi6 la fermentacién coldnica después de la administraciédn de
lactulosa y manitol a las O, 3 y 6 semanas posteriores a 1la
administracitn de la dieta experimental. Se obtuvo una muestra de
aire espirado por la boca mediante una valvula de una salida
conectada a una bolsa de hule. Se tomdé una muestra de aire

espirado en ayunas para conocer el valor basal de cada sujeto, y
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Fig. 9: Esquema del flujo por el equipo Quintron Microlyzer. (Christman y Hamilton, 1982),



luego se tomaron muestras cada diez minutos durante las primeras
dos horas después de la ingestidén de la solucidén de los dos
azGcares, y posteriormente cada media hora hasta terminar las seis
horas de la prueba. Debido a gue el hidrégeno es el m&s difusible
de los gases, las muestras deben ser transferidas a sistemas
herméticos en donde pueden almacenarse desde su obtencién hasta su
andlisis el mismo dia (Solomons et _al., 1977). La muestra
contenida en la bolsa de hule fue transferida a jeringas de
plastico de 20 ml con vilvula de tres vias, las cuales son
adecuadas para perfodos de 12 a 24 horas sin pérdida significativa
de hidrégeno (Rosado y Solomens, 1983). La pérdida para jeringas
de plastico es de aproximadamente 5% por dfa. En la aplicacién de
este sistema se debe considerar un efecto de dilucién constante de
aproximadamente 30% en la concentracién de hidrégeno debido al
espacio muerto existente en el 4drbol tragquecobronguial (Solomons,
1977). El an&lisis de hidrégeno en el aire espirado es un sistema
practico porgque permite a los sujetos realizar sus actividades

normales durante la prueba.

Posteriormente, se calculé para cada sujeto el &rea bajo la curva
con 1a siguiente ecuacién, ajustada para la temperatura ambiente y

la altitud de la ciudad de México (Solomons et_al., 1977):

{To= Tad + (T =T + (T =T)_ + (T, ~T) .....
2 2
veve + (T, = T 4+ [T, ~ Tl ppem.h
Zz
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donde T, = la concentracién basal de H; en ppm, T, = la concentracién
de H; en ppm al final del primer intervalo, T, = la concentracién de

H, en ppm al final del segundo intervalo, T

w1 = la concentracén de

H, en ppm al final del penGltimo intervalo, T, = la concentraci'én de
H, en ppm a) fipal del Gltimo intervalo.

El resultado se obtiene en unidades arbitrarias de ppm.h Se puede
considerar esta medida como el volumen de hidrégeno excretado
durante las seis horas de observacién, Con este cdlculo, se tiene
un indicador de los dos azGcares que no se absorbieron y que
llegaren al celon donde fueron fermentados., Los resultados del
tiempo de trédnsito y del volumen de hidrégeno espirado tienen
variaciones grandes entre sujetos pero sirven para poder hacer
comparaciones intraindividuales, es decir cada sujeto como su mismo

control (Welsh et_al., 1981; Kotler et al., 1982; Dreher, 1987).

3. Estadistica.

Para saber si existe un efecto de la ingestién de la dieta rural en
la permeabilidad intestinal y en la fermentacidn coldénica, se
realizaron anélisis de varianza, por cuadrado latino y por un
disefio en bloques respectivamente, utilizando el programa de
estadistica SPSS (SPSS/PC, SPSS Inc., Chicago, 1988). Para todos
los casos se utilizaron los datos obtenidos de la evaluacién basal,
intermedia y final (0, 3 y 6 semanas). Para la permeabilidad
intestinal se comparé la relacién de los porcentajes recuperados de
lactulosa y manitol en la orina. En el caso de la fermentacién

colénica, se comparé el tiempo de transito de los azGcares
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administrados y el volumen del. hidrégeno espirado.'

Todos . los resultados mostraron homogeneidad con la prueba de
Bartlett-Box, asi que se hicieron -108 - anélisis sin transformar los
datos (Box et _al., 1987). "‘Se. hizo una ‘prueba de eficiencia
relativa en el caso de ‘1as resultados ~de las relaciones de
lactulosa/manitol en la orina, y sg-encbntré éue fue mas eficiente
el cuadrado latino con repeticiones (Daniel, 1991).

Se hicieron pruebas de Spearman Rank . también' en 1los casos
siguientes: ‘ )

a) la comparacién de la relacién de lactulosa/manitol y el tiempo
de trénsito para cada sujeto a las 0, 3 y 6 semanas.

b) la comparacién de la relacién de lactulosak/mani.tol y el volumen
de hidrégeno espirado para cada sujeto a las 0, 3’y 6»semana§.

c) la comparacién de las concentraciones ae la lactulosa y del
manitol recuperadas en la orina para cada sujeto a las 0, 3 y 6
semanas.

Adem4ds, se hizo una prueba de t de Student entre el peso inicial y
peso final.de las voluntarias para comprobar gue la energia de la

dieta era adecuada para el mantenimiento de las voluntarias.

IV. REBULTADOS.

1 caracteristicas de las volunt: as. i .
En la Tabla 5 aparecen los datos antropométricos de :I,,é.sl:voiuntarias
tomados antes de la administracién de la dieta. ' Con esyty:.dsvc'latg;s.se
calculé la superficie corporal con la ecuacién’ de ".Dﬁb/ois '(vér

seccién III-2b), lo que se utilizé para f_'ijal;rla_ drosirs.,de los dos
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azGcares para cada sujeto. rTambiéh_se4verific5 gque la dieta de

aproximadamente 1600 kcal alv‘dia apurtara 17‘ energia de

mantenimiento para las voluntarias. Ei peso promedio + DE de los
voluntarias fue de 57.56 i 9. 51kg, y la ‘talla promedio de 155 %
3.5cm. De la informacién en las fuentes citadas al final de la
tabla, se calculd que 1asrmujeres entre los 24 y los 41 afios
- necesitan de 1600 a 2400 kcal al dia (FAO/WHO/UNU, 1955; Beal,
1983) . La dieta suministré alrédedorAde 1600 kcal/dia, pérd las
voluntarias tuvieron la posibilidad de consumir mé# en ei caso de
que se quedaran con hambre; si se consumiera algo, se ;égistr6 el
valor energético de la comida extra.
Se analizé la informacién proporcionada en los registros de 24
horas para calcular la ingestién habitual de fibra dietética total
por dia. En ninguno de los casos el promedioc pasé la cantidad
critica del estudio de 20 g/dia (Tabla 6).
De esta forma se asegurd un cambio fuerte entre la cantidad de
fibra dietética ingerida en la dieta habitual de las voluntarias
(de tipo urbano) y el contenide de aproximadamente 50g/dfa de fibra

dietética total de la dieta (de tipo rural).

2. contenido de putrimentos de la dieta experiment

El contenide de nutrimentos de los menGes se determind tomando
informacidn a partir cuatro fuentes: del programa de computadora
Food Processor 1I. Esha Research, 1990; de las tablas del Instituto
Nacional de la Nutricién (1977 y 1992) y del articule de Rosado et

al (1993). Posteriormente, se hicieron los anilisis gquimicos
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Tabla 5.

Peso y talla inicial para calcular ia energia de mantenimiento

tedrica de las voluntarias.

VOLUNTARIA PESO xuxcraz,fv;xc)"‘ " TALLA (M)

1 148

2 157

3 155

4 »’ 154

5 156

6

) 7160

8 158

s sa ol as2
PROMEDIO * DE 57.56 & 9.61 155 & 3.5

Con tablas, se calculd que las mujeres entre los 23 y los 50 ahos,
con un peso promedio de 55kg ¥y un talla de 163cm necesitan de 1600

a 2400 kcal al dia.

FUENTES: FAO/WHO/UNU. Protein and Enerqay Reguirements. Ginebra.
1985.
Beal, V.A. trici en el ciclo de da. Limusa.

México. 1983.
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Tabla 6
Ingestién media diaria de fibras totales® en la dieta habitual de

las voluntarias basada en los recordatorios de 24 horas (g).

VOLUNTARIA INGESTION MEDIA DE
FIBRA )
1 6,84
2 8.67
3 10.30
4
5
6
7
8 12.11
9 12.43

* calculados de las tablas de Rosado et al.,1993.
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proximales del contenido de todos los duplicados de la dieta del
estudio. El resumen de esta informacién aparece en la Tabla 7
El valor experimental de la FDT se asemeja més al valor calculado
de Rosado et _al., (1993); los valores experimentales de energia,
grasa, hidratos de carbono, Ca y Mg tienden a acercarse a los
valeres del programa de computadera Food Processor II; el valor
para proteinas estd muy por debajo tanto del valor de Food
Processor II como del valor calculado de las tablas del Instituto
de la Nutricién; finalmente los valeores de 2n y Fe estin muy pox
arriba de los valores tedbricos.
La Tabla 8 muestra el peso inicial y el peso final de cada sujeto.
El valor de t calculado (2.18) es menor gue la t de taklas (2.306;
p > 0.05), asi gue hay gue aceptar la hipdtesis nula de gque no hay
diferencia entre los valores de peso inicial y peso final y por lo
tanto la energia de la dieta debiSé ser suficiente para
mantenimiento. De este medo se confirmé que la dieta permitib el
mantenimiento de las voluntarias del estudio, porgue no hubo ni

aumento ni pérdida del peso corporal.

3. Pruebas de permeabilidad intestinal.

a) Estandarizacida.

Las dos curvas patrén, de la lactulosa y del manitol, son lineales
para los limites de las mediciones experimentales. E1 coeficiente
de regresitn de la concentracién de la lactulosa can el area bajo
la curva de los picos en HPLC es de 0.999816 para la lactulosa, y

para el manitol, 0.99%995 (Figuras 10 y 11).
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Tabla 7.

Valores tebricos provenientes de varias fuentes y valores
experimentales de los duplicados de los 7 menfies elaborados para
los dos periodos de la administracién de la dieta (promedios base

hGmeda/dia (* DE); n=14].

ANALISIS TABLAS 1' TABLAS 2? { TABLAS 3° | EXPERI- cV %
MENTAL | EXPT

FOT 2.65 - 2.27 2.02 11.39
(9/1009) (0.11) (0.20) (0.23)

E 1604.7 1622.5 - i 1544.7 13.52
(kcal) (200.9) (121.8), o (208.8)
PROTEINA 64.0 10.53

(9) (5.3)

GRASA® 37.8 27.27

(9) (10.3)

CENIZA - 9.65
(g/1009)
HUMEDAD - 85,26 1.44
(9/1009) . ERERT)
SOLIDOS - e sl 14478 8.35
TOTALES B R IR T Y)
(9/1009)

tcontinua}
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(vontinuacion)

Fe 23.0 18.38
(mg) (4.7 L
My 594.6 1,28
(mg) (47.6) =

Zn 7.47 7% 28,24
(ng) (0.74) [+ :

ca 1183.8 169972 |« ) Tve2e.2- |16.47
(ng) (73.3) (103.4) (136.6)
cHo? 280.0 428.28 - 231.7 |2s.21
(9) (25.9) (44.65) (58.4)

Cifras entre paréntesis = desviacién estéandar.

1 Food Processor I1I. Esha Research. 1990.

2 Instituto Nacional de la Nutricién 1977.

* Instituto Nacional de la Nutricién 1992.

3 Rosado et al. 1993,
DE x 100

X experimental

4 cv

5 FDT

Fibra Dietética Total

6 Grasa, valores tedricos; no incluyen la grasa u otro

nutrimento utilizado en la preparacién.

7 Hidratos de carbono {resultados experimentales) por

diferencia.
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Tabla 8.
Calculo del cambio de peso durante la dieta. para verificar si la

dieta aporté suficiente energia para el méntéﬁimienta.

VOLUNTARIA PESO INICIAL CAMBIO
(kg) . (kg)
1 48.00 =1.60
2 56.00 +0.06
3 +0,66
4 70 ~0.78
5 -5.40
6 -1,00
7 -1.90
‘8 59.00 ' 56.60 -2.40
9 54,00 54,30 +0,30

Prueba t de Student para las muestras pareadas.

t, (0.05) = 2.306 twe = 2.18 NS
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b) Recuperacién.

‘Después de los pasos de preparacibén, purificacién y liofilizacién,
se hicieron pruebas de recuperacién con una muestra de orina con.la
adicién de cantidades conocidas de lactulosa y manitol para
cuantificar las pérdidas debidas a.la preparacién de la muestra y
para verificar que la recuperacién fue similar entre las corridas.
Los promedios de los porcentajes de recuperaciétn obtenidos fueron:
Lactulosa - 71.63  1.43% CV = 2.00%

Manitol 70.57 % 3.36% CV = 4.76%

Los porcentajes de recuperacién de la lactulosa y del manitol
fueron bajos como fueron los CV respectivos: es decir gue, aunque
se perdid cierta cantidad de azGcares en la preparacién, no hubo
mucha variacibén entre las corridas. Como se explicé antes (ver
seccién III-1b), expresando los resultados como la relacién de ios
dos azGcares se evita el problema de las posibles pérdidas en la
preparacién, porque los dos azficares se ven afectados de la misma

manera.

©) Mediciones.

En las Tablas 9, 10 y 11 se pueden apreciar los resultados de las
mediciones de permeabilidad intestinal. Se midieron los azlGcares
en la orina como el porcentaje de la dosis administrada. El
promedio de los poréen\:ajes de la dosis admipistrada de 1la
lactulosa presente en la orina antes de la administracién de 1la
dieta fue de 0.030  0.032%; en la evaluacién intermedia, de 0.024

%+ 0.021%; 'y a las 6 semanas, la valoracién final, de 0.006 %
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0.009%. - En el caso del manitol, los promedios respectivos fueron
1.460 * 0.979%, 0.734 % 0.647% y 0.367 *.1.381%.  En cuanto a las”
relaciones lactulosa/manitol, los datos de las 0; 3y 6'seﬁanas
fueron como siguen: 0.023 * 0,029, 0.029 + 0.027 y 0.01; + 0;619.
Al final de la tabla 12 aparece el andlisis de varianza‘que se hizo
para comparar los resultados de la relacién de lactulosa/manitol,é
las 0, 3 Y 6 semanas. Hubo una diferencia altameqte‘éignificativa
en los resultados entre voluntarias (p < 0.01) y entre perlodos (p
< 0.01). Los resultados de los estudios anteriores también
nostraron grandes variaciones entre voluntarias, debido a factores
hereditarios y ambientales. Se puede apreciar esta variacibﬁ,
adémas, en las desviaciones esténdar grandes de 1o§ porcentajes de
lactulosa y manitol recuperados en la orina y de las relaciones de
lactulosa/manitol. En cuanto a la diferencia altamente
significativa entre periodos, se hizo posteriormente una prueba de
rango mfiltiple de Duncan al nivel de significancia de 0.05, el cual
mostré que hubo una diferencia significativa entre los resultados
de las 3 semanas y los de las 0 Y & semanas. No hubo diferencia
stgnificativa entre los resultados de las 0 y 6 semanas. La
gr&fica de las relaciones de lactulosa/manitol en la orina a las o,
3 y 6 semanas (Fig. 12) muestra mejor el valor mayor a las tres
semanas seguido de una disminucién a las 6 semanas a un valor
similar al de las 0 semanas. Esto indica que hubo un aumento en la
permeabilidad de la mucosa intestinal a las tres semanas, seguido
de un regreso a un estado normal a las 6 semanas. No hubo

diferencia significativa en la categoria de repeticiones, lo que
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Tabla 9.
Mediciones de los porcentajes recuperados de lactulosa y manitol Yy

su relacidén a las 0 semanas. (Medicién basal).

VOLUN- LACTULOSA MANITOL RELACION

TARIA LACTULOSA/MANITOL
1 0.015 1.367 0.011
2 0.005 0.827 0.006
a 0.000 0.000 0.000
4 0.012’ 0.010
5 0.106 0.038
6 0.023 0.008
7 0.043 L 0.021
8 0.049 0.095
9 0.023 0.016
% 0.030 0.023

% DE 0.032 0.979 0.029




Tabla 10.
Mediciones de los porcentajes recuperados de lactulosa y manitol y

su relacién a las 3 semanas. (Medicién intermedia).

VOLUN- LACTULOSA MANITOL RELACION
TARIA LACTULOSA /MANITOL

1 0.006 0.066 0.085

2 0.013 0.009

3 0.005 0,013

4 0.030° 0.017

5 0.02 o;ozo

6 o.og 0.000

7 0.050 0.051

8 0.020 0.051

9 0.006 0.017

b 0.024 0.734 0.029

+ DE 0.021 0.647 0.027
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Tabla 11.
Mediciones de los porcentajes de lactulosa y manitol y su relacién

a las 6 semanas. (Medicién final).

VOLUN- LACTULOSA MANITOL RELACION
TARIA LACTULOSA/MANITOL
1 0.006 0.269 0.022
2 0.003 . 0.256 0.010

9 -0.000 -0.195 1. . e.000-

0.006 0.367 0.014

=l

+ DE 0.009 1.381 0.020
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Tabla 12.
Andlisis por -cuadrado latine de las relaciones de lactulosa/

mantitol de los 3 periodos experimentales (0, 3 y 6 semanas).

VOL. 0 SEMANAS 3 SEMANAS 6 SEMANAS
1 0.011 0.085 0.022
2 0.006 0.009 0.010
3 0.000 0.013 0.011
4 0.010 0,017 . 0.004
5 0.038 0.013
6 0.008. /0,000
7 0,021 0.000
8 0.095 0.061
9 0.016 0.017 0.000.
' 0.023 0.029 0.014
t DE 0.029 0.027 0.019
Fuente G.Lo 8.C. C M. E.cale,
Voluntaria 8 28.352 3.544 13.953
Per fodo 2 2.563 1.282 5.047 #*
Repeticiones 3 0.203 0.068 0.268 NS
Errorxr 61 15.462 0.254
Total 74 48.150

*% p < 0.01 NS = no significativo
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indica que las repeticiones que se hicieron fueron suficientes.

4. Pruebas de fermentacibn colépica.

En un andlisis de varianza con los datos‘de los i:iemposxde transito
de los dos azlicares en el aparato digestivo,. la i"calculéda fue de
0.3962; no hubo diferencia significativa entre. los resultados de 0,
3 y 6 semanas (Tabla 13). » .

En el andlisis de varianza de los volGmenes de hidrégeno espirado
(Tabla 14), no hubo diferencia significativa (F calculada de

0.3646) entre los 3 periodos.

5, cione e lo egultados de =3 eba e la
e tes de ermentacién colénica.

No se encontré asociacién entre los pares de datos de tiempo de
transito/lactulosa:manitol y volumen de hidrégeno/
lactulosa:manitol) (Figs. 13 y 14). Los valores de r, calculado
respectivos para estos casos fueron: -0.1653 y -0.0568. Los
valores de r, de tablas en cada caso son 0.392 (p < 0.05) y 0.515
(p < 0.01), GL 26. En estos dos casos, la r, calculada < r, de
tablas, comparando el valor absoluto de los resultados con los
valores de tablas, asi gue se acepta la hipétesis nula de que no
hay asociacién entre los grupos de resultados.

sin embargo, en la prueba de asociacién entre la concentracién de
la lactulosa y la del manitol en la orina (Figura 15), el valor de
r, calculado (0.5438) > r, de tablas (0.515; p < 0.01) indicando una

asociacién positiva entre estas concentraciones. A mayores
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Tabla 13.
Resultados de la comparacién entre los tiempos de trénsito (t-t)!

a las 0, 3 y 6 semanas.

SUJETO 0 SEMANAS 3 SEMANAS 6 SEMANAS
t-t de boca al | t-t de boca al | t-t de boca al
colon {(min) colon (min) colon (min)
1 50 . i 50 50
2 80
3 80
4 70
5 100
6 60
7 90
8 40’ 80 50
9 100 80 90
X t DE 64.4 t 24 71.1 + 29 70.0 % 18

! El tiempo de transito se mide por un aumento de mis de 20ppm en
el hidré6geno espirade arriba del valor basal, tomade antes de
ingerir la solucién de lactulosa y manitol en agua. Se informa el
tiempo después de haber ingerido una solucién de lactulosa/manitol

cuando ocurrié el aumento. . (continda)
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{continuacidn)

Analisis de varianma.

Fuente G.L.
Tratamientos - 2
Error 24
Total 26

NS = no significativo

8.C.
466.67
14133,33

14600.00
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Tabla 14.
Resultades de la comparacién entre los volGmenes de hidrégeno

expirado en las seis horas de la prueba (0, 3 y 6 semanas).

SUJETO 0 SEMANAS 3 SEMANAS 6 SEMANAS
1 392 633.5 550
2 932 846.5 341
3 1166.5 -339.5° | 591
4 540.5 G Y0 320.5
5 376, T229.8
6 771, 759.5
7 441 750.5
8 1344.5 727.5 1291
9 328 599 659.5
% + DE 699.1 + 374 580.0 + 204 610.3 * 318
Analisis de varianza
Fuente G.L. s.cC. C. M. F_cale,
Tratamientos 2 68987 34493.3  0.3646 NS
Error 24 2270321 94596.7
Total 26 2339308

NS = no significativo.
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recuperaciones de lactulosa en la orina, valores mayores demanitol,

y viceversa.

Y. DISCUSION.

Se conocen los efectos benéficos y perjudiciales de una dieta alta
en fibra (mis de 50g/dia), como es el modelo de dieta rural
mexicana usado (DRM). Esta dieta, por ser rica en alimentos de
origen vegetal, contiene otras sustancias que pueden tener un
efecto perjudicial en la digestién y absorcidn de nutrimentos, como
son los inhibidores de enzimas, la silica, los taninos, ias
saponinas, el &cido fitico, el &cido ox&lico y otros. Entre los
efectos negativos, se informa una baja en la absorcién de
nutrimentos cuando se trata de la ingesti6n de este tipo de dieta
(Rosado et al., 1992). Una posibilidad entre las muchas qgue puedan
explicar tal efecto es que haya un dafio a la mucosa intestinal, que
permita el paso intercelular al plasma de moléculas hidrofilicas de
peso molecular elevado normalmente no absorbidas. Esta via de
regreso queda abierta a nutrimentos ya absorbidos; el saldo es una
baja aparente en la cantidad de nutrimentos absorbidos.

Se utiliza la prueba de dos azficares para medir este tipo de cambio
en la permeabilidad de la mucosa intestinal. Los azGcares
escogidos en el presente estudio la lactulosa (el disacérido) y el
manitol (el "“monosacirido™} son los mAs comunes en los estudios
realizados (ver seccién I-9), Y evitan muches de los problemas
asociados con otras posibles sustancias. Sin embargo, la lactulosa

no absorbida y osmbticamente activa puede cambiar la motilidad
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intestinal y acelerar el transito de los ligquidos. Su accién puede
ser de laxante bajo ciertas condiciones de osmolaridad (Holgate y
Read, 1983). Este efecto es mis evidente cuando se utilizan dosis
considerablemente mds altas gque las utilizadas en el presente
estudio.

Los promedios de los porcentajes de lactulosa y manitol recuperados
y la relacién de lactulosa/manitol informados en otros estudios
(Tablas 2 y 3 para datos y referencias) muestran grandes
variaciones aun dentro de la misma categorfa; sin embargo, en
general, hay relaciones mayores de lactulosa/manitol en sujetos que
padecen enfermedades intestinales y que tienen una mucosa
intestinal dafiada, que en sujetos sanos, por ejemplo de 0.046 a
0.67 y de 0.005 a 0.015 en adultos con y sin diarrea
respectivamente. También se pueden apreciar los valores mayores de
la relacién lactulosa/manitol en los estudios gque utilizaron una
solucién hiperosmolar comparados con los estudios donde se utilizé
una solucién iso-osmolar, por ejemplo de 4.57 a 5.39 y de 0.103 a
0.265 respectivamente en estudios de nifios con alérgias. En cuanto
al método utilizado para las mediciones en aguellaos estudios, en
general, las recuperaciones del manitol o de la lactulosa pueden
ser mayores o menores pero las relaciones de lactulosa/manitol caen
dentro del mismo intervalo en todos los métodos.

En el presente estudio, las relaciones de lactulosa/manitol abarcan
el intervalo de 0.000 a 0.095; el valor mayor implica un cierto
dafio a la mucosa intestinal pero no al mismo grade que los sujetos,

por ejemplo, con enfermedad celiaca (0.046-0.67), con diarrea
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(0.01-0.48) o con alerglas (0.103-0.265). - No se habfa utilizado
antes un detector del indice de refraccién con una columna de
andlisis de hidratos de carbono en HPLC para medir los dos azficares
en muestras de orina de adultos sanos después de haber ingerido una
solucién iso-osmolar de lactulosa/manitol (para evitér el riesgo de
la diarrea osmética), asi gue no hay comparacién directa con los
resultados informados en la literatura. El método utilizado aqui
?s sensible ya que se puede medir hasta 0.001% de recuperacién de
la dosis administrada; todos los porcentajes lefdos de curvas
patrén son lineales para el 1limite de las nmediciones
experimentales; el método es rdpido y puede medir de 4 a 5 corridas
de los dos azlGcares juntos cada hora y es prictico ya que se miden
los dos azlcares al mismo tiempo con la columna a temperatura
ambiente. Por otro lado el método presenta algunas desventajas,
tales como la necesidad de preparar y liofilizar las muestras antes
de analizarlas. La liofilizacién podria evitarse si se utilizara
una solucién hiperosmolar. Pasarfan a la orina mayores cantidades
del disacarido, lo que facilitaria la medicién sin concentrar la
muestra. Una desventaja de esta alternativa es que no hay
resultados uniformes después de la ingestién de una solucién
hiperosmolar (Lifschitz, 1985). Ademds, los agentes para aumentar
la presidn osmética pueden causar trastornos en el éujeto (lactosa
y sacarosa), o absorberse rapidamente (glicerol), disminuyendo de
este modo la osmolaridad del contenido intestinal y suprimiendo el
efecto de amplificacién de la repuesta (Hamilton et al., 1987). Lo

ideal seria un agente que aumentara la presién osmética sin causar
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diarrea osmética. )

En cuanto al método por HPLC, el detector del indice de refraccisn

tiene muchas ventajas. Un detector de masas seria majsj q'iéixalmente

sensible, pero por su alto costo no éstd dispdni le.  Un método con

menos preparacién pravia de la muestra, ,Vdo_mvé ces - el métedo
enzimidtico, es mds practico, pero tiene e;"in‘cqh\;er;.i‘.ente de 1la

medicién por separado de los dos azficares.

El andlisis de las relaciones de 1actulosa/mahit61 alas 0, 3y 6
semanas muestra una diferencia altamente significativa entre los
resultados de las 0 y 3 semanas, y las 3 y 6 semanas. No hay
diferencia significativa entre los resultados de las © y 6 semanas.
Esto indica que hubo dafio a la wucosa intestinal después de 3
semanas de la administracién de la DRM, pero a las 6 semanas hubo
una adaptacién aparente a la dieta, tomando las relaciones de
lactulosa/manitol como indicador. £l dafo no fue excesivo, sin
embargo; se pueden comparar estos valores con los obtenidos en
estudios anteriores de sujetos con diarrea, la mis leve de las
enfermedades intestinales estudiadas. Esta adaptacidn se semeja
mucho a la del estudio de Shiau y chang (1986), en el gue hubo una
permeabilidad mayor de la mucosa intestinal de ratas a las 2
semanas , seguida de un retorno al valor original a las 4 semanas.
Hubo una adaptacién a su dieta de‘ celulosa purificada. Flourié&
(1992) informé una posible adaptacién en la estructura y funcisn
del intestino de los animales que afecte a la digestidn y absorcién -

de los hidratos de carbono. En otros estudios se encontré una
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adaptacién en la mucosa intestinal a la absorcidn reducida de
glucosa, mejorando de esta manera la toleranclia del paciente a esta
sustancia (Schwartz y Levine, 1980; Jenkins et a}., 19%0). Goréon
et al. (1983) informaron una disminucién transitoria en 1la
absorcién de nutrimentos la cual fue corregida posteriormente,
demostrando la posibilidad de una adaptacién a la dieta y a su
contenido de fibra dietética. Otra respuesta adaptativa al
contenido de fibra es el aumento en el tamafio del pancreas: Flourié
(1992) encontrd que una dieta alta en fibra administrada durante 4
gemanas causd una necesidad mayor de enzimas pancreiticas; la fibra
interactia con las enzimas, bajando de este modo su actividad y el
péncreas responde con una produccién mayor de enzimas (Flourié,
1992) . Finalmente, en un estudio del efecto de la fibra dietética
en los minerales, Kelsay (1982) inform6 la adaptacién en adultos
sanos a la ingestisén de una dieta alta en fibra, mejor&ndose la
disponibilidad de los minerales.

Por otro lado, Reinhold et _al. (1975) encontraron gue el grado de
adaptacién del organismo a la ingestién de dietas altas en fibra
depende del contenido de &cido fitico de la dieta.

Schneeman (1989) considerd que deberfa existir una recomendacidn
méxima para la ingestién de la fibra diétética; basdndose en los
resultados del presente estudio, no serfa necesario fijar una
cantidad m&xima para adultos sanos ya que la dieta rural mexicana
promedio, que destaca por su alto contenido de FDT comparada con
las dietas habituales de otros paises (Bright-See y McKeown-Eyssen,

1984) o con las dietas urbanas de México, no afecta a 1la
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permeabilidad intestinal en el largo plazo. En el presente
estudio, tomando los resultados de las relaciones Qde
lactulesa/manitol cemo indicador, hubo una posible adaptacidén a una
DRM con cantidades muy elevadas de FDT (mis de 50g/dia). Asi, con
otras dietas habituales, con aportes menores de FDT, es esperable
que se presente una adaptacién similar.

Rosado et _al. (1992) encontraron gque, entre otras consecuenciasg, Ala
DRM produjo una disminucién en la absorcidn aparente y en el
balance de energia, nitrégeno, zine, hierro y calcio. Hubo
resultados similares en un estudio gue utilizé alimentos comunmente
inclufidos en una dieta rural guatamalteca parecida a la DRM
{Calloway y Kretsch, 1978}. La posible adaptacién encontrada en el
presente estudic descarta la hipdtesis de gue una dieta alta en
fibra pueda causar cambios en la permeabilidad de la nucosa
intestinal gue, consecuentemente, afecte la absorcién de los
nutrimentos en el largo plaze. Sin embargo, existen otros efectos
que pueden suceder con la ingestién de una DRM y gue tienen este
mismo resultadeo, tales come un cambio en la actividad de las
enzimas digestivas, una posible interaccién entre la dieta y la
mucina de la mucosa intestinal, e interacciones con otros
compuestos en la dieta, gue quedan por investigar.

Ademss de la diferencia altamente significativa entre los perifodos
del estudio, hubo tanbién una diferencia altamente significativa
entre las voluntarias. Esto puede explicarse por las posibles
diferencias interindividuales como son las hereditarias y

ambientales. A nivel racial, Bjarnason et__al. (1984) también
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encontraron grandes variaciones en- los resultados de una prueba de

permeabilidad. En su estudié;' Nathavitharana et al.(1988)
informaron una gran variedad de.resultados entre sujetos, pero
destacaron la importancia de la validez de las comparaciones
intraindividuales y no de 1las interindividuales. Tampocoe hay
valores absolutos para las relaciones de lactulosa/manitol en casos
de dafioc a la mucosa intestinal. El sujeto debe ser su mismo

control como se aplicé en este estudio.

En cuanto a los resultados de las mediciones de hidrégeno espirado,
se puede comentar lo siguiente: primero, gue no hubo diferencias
entre los tiempos de trinsito de los tres periodos, es decir gue no
se acelerd ni se retrasd el paso de los nutrimentos de la boca al
colon; y segundo, que tampoco hubo diferencias en los volGmenes de
hidrégeno espirado. Un efecto informado de la fibra es la
acidificacién del tracto digestivo que resulta en una actividad
reducida de las enzimas intestinales y de las bacterias colénicas
que no aguantan los ambientes de pH bajo. Por otro lado, hay
informes de una proliferacién de las bacterias col6nicas con una
dieta alta en fibra (ej. la DRM}, lo gque resultarfa en un aumento
en la fermentacién. En el anilisis de los volGmenes de hidrdgeno
espirado, no hubo diferencia significativa entre los resultados de
los tres perifodos, aunque existe una tendencia a la baja a las 3
semanas, exactamente cuando hubo un aumento en la relacidén de
lactulosa/manitol en la orina (Tablas 14 y 12). El dato del

volumen de hidrégeno espirado refleja la actividad de las bacterias
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coldnicas en la fermentacién de 1los hidratos de éarbonob» no
absorbidos; la implicacxén de lo anterior puede ser, que cuando
pasaron mayores cantidades de los azficares del estudio a‘la- orina, N
cantidades menores de estos azficares - fueron disp_cm_ibles para'la

fermentacién por las bacterias colénicas.

En la prueba de asoclacidn entre los tiempos de t;.'ﬁnsito Yy las
relaciones de lactulosa/manitol en la orina, tuvo gue aceptarse la
hipétesis nula de que no hay asociacién entre ellos. Gordon et al.
(1983) llegaron a la misma conclusién con celobiosa/manitol. Les
sujetos que tuvieron un transito lento no mostraron valores mayores
de lactulosa/manitol, que parece contradictorio ya que el tiempo de
contacto con la mucosa intestinal fue mayor.

Tampoco hubo asociacién entre los voldmenes de hidrdgeno espirado
Y los valores de lactulosa/manitol en la orina. Las voluntarias
que tuvieron menores valores de lactulosa/manitol en la orina no
mostraron mayores volimenes de hidrégenc espirado, lo que seria de
esperar si llegan al colon mayores cantidades de azficares no
absorbidos listos para la fermentacién bacteriana.

En la prueba de asociacidén entre las concentraciones de 1la
lactulosa y del manitol, pude rechazarse la hipétesis nula y
afirmar la asociacisén positiva entre ellos. A mayores
concentraciones de lactulosa recuperada en la orina, mayores
concentraciones de manitol, y vice versa. Esto no concuerda con la
literatura que propone una mayor recuperacién de lactulosa y una

recuperacién menor de manitol si hay dafio a la mucosa intestinal.
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Las moléculas de bajo peso molecular (e¢.3j. el manitol) se absorben
a través de la membrana lipidica por las regiones polares
incorporadas en la estructura de la membrana: oS poros acuosos
{Loehry et_al., 1970). Las moléculas hidrofilicas de mayor peso
molecular (e.3j. la lactulosa) no se difunden poxr la via
intracelular, sino por una ruta intercelular, entra enterociteos
adyacentes, y esto sblo ocasionalmente (Anénimo, 1985). Si hay
dafio a la mucosa intestinal, la absorcién de las meléculas nés
pequefias disminuye, porgue el dafic afecta negativamente la
superficie absorbente, y los poros acuosos dejan pasar menos
solutos de bajo peso molecular. Al mismo tiempo aumenta la
absorcibén pasiva de molé&culas hidrosolubles m&s grandes, porgues el
dafio afloja la unidén entre enterocitos que deja pasar mis solutos
de mayor peso molecular por estas vias (Menzies, 1979). A las 3
semanas del presente estudioc, cuando hubo dafio leve a la mucesa
intestinal, se disminuyeron las concentraciones recuperadas de
anbos azGcares. Sin embargo, la disminucién de la lactulosa fue
menor que el del manitol, y resultd en una relaciébn mas alta de
lactulosa/manitol. Parece que se daflaren mds los peros acuosos
donde pasa normalmente el manitol mientras que el dafio a la mucosa
no abrié tanto el paso intercelular gue habria dejado pasar mayores
cantidades de la lactulosa. A las é semanas, bajaron aun mas las
concentraciones de ambos azGcares., Esta vez 1la disminucisdn fue
mayor en la lactulosa que en el manitol, dando como resultado una
relacién menor de lactulosa/manitol similar a la de las 0 semanas.

La posible adaptacibn de la wucosa intestinal a la DRM hizo que se
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cerrara €l paso intercelular a la lactulosa aunque los éoxjos
acuosos, posiblemente mé&s sensibles al paso del bolo aumentacio con
fibra, siguieron dafiados resultando en una concentracidn baja de
manitol en la orima. Todo lo anterior realza la importahcia 1
utilidad de la prueba de permeabilidad de dos azficares, y no de

uno sélo.

Por Gltimo, en la tabla de los valores tebricos y experimentales de
los duplicados de los 7 mentes de la dieta hubo cierta concordancia
entre los valores de FDT en el estudio de Rosado gt al. (1993) y
los valores experimentales, Para los valores de enerdia, grasa,
hidratos de carbono, Mg y Ca, hubo semejanza entre 1los valores
experimentales y los mostrados en el programa de computadora Food
Processor II. En cambio, los valores experimentales elevados de Zn
y Fe, comparados con los valores de tablac, pueden atribuirse a una
posible contaminacién de las muestras durante la medicién de estos
dos minerales. Sin embargo, las diferentes fuentes de informacién
varfan entre si, demostrando los problemas para medir estos valores
con precisién. El kajo valor experimental de proteinas puede ser
el resultado de una subestimacién del método utilizado, o pérdidas

de la muestra durante su preparacién.

¥YI_RECOHENDACIONES.
La integridad de la mucosa intestinal es de suma importancia para
la salud. Una permeabilidad elevada a los azGcares normalwente no

absorbidos 1indica la posibilidad del paso de sustancias
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carcinégenas, téxicas o antigénicas, asi que un método de medir los
posibles cambios en la permeabilidad intestinal serfa de gran ayuda
en la investigacién y tratamiento de aquellas enfermedades que
puedan causar tales problemas. Una desventaja del método utilizado
en el presente estudio es la necesidad de liofilizar la muestra
para concentrarla antes de su medicién. Este paso puede éer
innecesario s8i pasaran a la orina mayores cantidades del
disacdrido, lo gue se puede lograr afiadiendo un agente para
aumentar la presién osmética de la solucién de azGcares ingerida;
los agentes utilizados actualmente causan problemas, especialmente
diarrea osmbética, asi que la investigacién sobre alternativas seria
de gran ayuda. El paso de la liofilizacitn puede evitarse también
con la utilizacién de otro método més sensible como el que usa el
equipo COBAS BIO.

En cuanto al problema de la baja absorcidén de nutrimentos con la
ing;asti6n de una dieta alta en fibra, como es la DRM, seria preciso
continuar con la investigacién de la causa de tal disminucién.
Entre varias posibilidades estdn los efectos de la dieta rural
mexicana en la actividad de las enzimas digestivas, una posible
interaccisn entre la dieta y la mucina de la mucosa intestinal, y
las interacciones con otros compuestos de la dieta, por ejemplo el
dcido fitico, el &cido oxalico, las saponinas y los taninos.

Una conclusién secundaria de la Tabla 8, aparte de la confirmacién
de un contenido energético suficiente de la dieta, es que una dieta
alta en fibra y baja en grasas y hidratos de carbone simples puede

ser de utilidad en el contrel de peso corpofal. Ya existen algqunos

8o



trabajos en esta area (Mejia et al., 1989) pero falta mucho que

requiere investigarse.

81



Xo8

1) RAnexo 1

a) .
REGISTRO DE ALIMENTOS DE 24 HORAS.

{=) no a

DESAYUNO

COLACION MATUTINA

COMIDA

COLACION VESPERTINA

CENA

COLACION NOCTURNA
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®
™
>

ALIMENTO FRECUENCIA] CANT. ALIMENTO FRECUENCIA | CANT.
Grupo leche y darivados grupo cereales y tubérculos
lachs avena
ywahurt tortilia hatina
crams tortiifa malz
Quéso cersales |njegrates

Qrupo carne

careales comarciales

pon de caja lenriquacten)

res

pelto pen de cala Integral
puerco Boltiie

huwo pan dulce

pescedo grasas y sceites
marlaco sziicaros

Grupo leguminasae

Miscelaneos

teijol (tipe) canf
alubias 9
garbanm refrescos
lantsjss Qolosinas

Grupo frutas

frituras comatclaias

anotar cusles

chocofate en polvo

Qrupo verduras

babidas alconblicas

anotsr cuslas

laxsntes

suplamenios distérisa

L) FRECUENCIA DE CONSUMO SEMANAL DE ALIMENTOS.




2) Anexo 2.

MenGes basados en el modelo de dieta rural mexicana.

Lunes

Platillo
Desayuno

Sopes verdes

Frijoles
molidos

Fruta

Comida
Sopa
de frijol

y elote

Lasafia
con

Hongos

Ingredientes

Masa/Minsa
Nopal

Tomate verde
Cebolla
Crema

Frijoles

Sandia

Frijoles

Elote

Pasta
Jitomate
Hongos

Crema

Peso g Fibra g

60 2.592
90 3.123
110 1.804

27.5 0.3795

30 -
180 4.372
280 0.952
‘180 4.372
60 2.838
100 0.904
105 1.218
115 2.875
30 -
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E kcal

204
20
20
10
90

210

© 40

210

68

68
20
20
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Guisado
de

calabacitas

Fruta

Lena

Tamales

Fruta

Calabacitas
Jitomate
Naopal

Queso

Chile poblano
Cebolla

Papaya

Masa/Minsa
Nepales

Chile poblano
Jitomate
Cebolla

Naranja

270 4.03
105 1.218
90 - .3.123
50 -
22.5 - 0.902
27.5. . 0.3795
160 1.872
100 4,32
20 3.123
22.5 ' 0.902
105 - 1.218
27.5 . 0.3795
200 - 5.86

84

40
20
20
‘55
20
"10

490

.« 340

20
20
20

10
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Martes
Platillo
Resayuno

Chilaguiles

rojos

Frijoles

Fruta

Copida
Mixiotes

Mores y

eristianos

Tortillas

Fruta

Ingredientes Peso g
Tortillas 105
Jitomate 105
Cebolla 27.5
Crema 30
Queso 50
Chile poblano 22.5
Frijoles 180
Sandia 280
Nopal 270
Jitomate 105
Cebolla 27.5
Arroz 30
Frijoles 180
Tortillas 70
Melén 160

85

Fibra g

5.806

1.218
0.3795

0.902
4.372
0.952
9.369
1,218

0.3795

0.904
4,372

E kecal

204
20
1o
90
55

lo
210
40
60
20

10

68
210

136

40



Cena
Quesadillas
de

Hongos

Fruta

Tortillas
Hongos

Chile poblano
Jitomate

Cebolla

Naranja

86

105

115
22.5
52.5

27.5

200

5.806

2.875

0,902 .

0.609

0.3795

5.86

204

.20
10

10
10

80



Miercoles
Platillo
Desayupo
Enfrijoladas

Fruta

gomiga

Sopa Tolteca

Espaguetti

al pesto

Calabacitas

gratinadas

Fruta

Ingredientes

Tortillas
Frijoles
Queso panela

Crema

Melén

Nopales

Elote
Jitomate
Chile poblano
Cebolla

Crema

Pasta

Albahaca

Ajo

Acelte de oliva
Jitomate
Calabacitas
Queso

Papaya

Peso g

1los
270
25

30

160

90
60
105
22.5
27.5

15

100

10

105

25

320

87

Fibra g

5.806

6,558

0.912

3.123-
2,838

1.218°

0.902 -

0.3795

0.904

1,218

6,045

3.744

E kcal

204
315
22.5

90

40

20
68
20
10
210

45

68

" 90
20
60
22.5
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Cena
Quesadillas
de Nopal

Navegantes

Frijoles

Fruta

Tortilla
Nopéles
Huevo
Jitomate
Cebolla
Chipotle

Frijoles

Naranja

105

180

105
27.5

180

100

88

5.806

6.246

1.218

0.3795

4.372

204

- 40

.. 20

10

210

40



Juaves
Platillo

Desayuno
Sopes a la

Mexicana

Fruta

Sopa de
frijol

Espaghetti
con

Hongos

Relleno de

jitomate

Fruta

Ingredientes

Masa/Minsa
Frijoles
Jitomate
Cebolla
Crema

Queso

Mel6n

Jitomate
Frijoles

Tocino

Pasta
Hongos
Crema
Queso
Jitomates
Cebolla
Nopales
Oregano

Papaya

Peso g Fibra g

60 2.592
180 4.375
108 1.218

27.5 0.3795

.30 .
25 -
160 0.912
105 1.218
180 4.372
5 -
100 0.904
115 2.875
30 <
25 -

105 1.218
27.5 . 0.3795
270 9,369

320 3.744

89

E kcal

204
210
- 20

10
. 90

22,5

40

20
210

30

68
20
90
22.5
20
10
60

80



Cena
Enchiladas

verdes

Ejotes

Rojos

Fruta

Tortilla
Tomate verde

Cebolla

Ejotes

Jitomate

Naranja

105

110

27.5

145

210

100

90

5.806 .

1.804

0.3795

4.55

2.436 .

204
20

10

20

40

- 40



Viernes

Platillo

es. [«]

Entomatadas

Frijoles
Fruta
Comida

No que no

inolvidable

Tortillas

Fruta

Ingredientes

Tortillas
Jitomates
Crema
Queso

Cebolla

Frijoles

Sandfia

Frijol

Chile pobklano

Queso

Chorizo

Crema

Tortilla

Papaya

Peso g

105

105

15

25

27.5

180

280

270

180

50

15

105

160

91

Fibra g

5.806

1.218

0.3795
4.372

0.952 -

6.558

7.216

$.805

1.872

‘ E kcal

204
20
45

" 22,5
10

210
40

315
80
55
90
45"

204

40



Cena
Coditos
a la

Mexicana

Ejotes
a la

Mantequilla

Fruta

Coditos
Elote
Calakacita
chile éoblanc

Jitomate

Ejotes

Mantequilla

Naranja

100
30

135
22.5

105

148

100

‘92

0.904

1.419

2.015

0.902

1.218

4.55

68

34
20’
‘10.

20

20
‘45

410



Sabado
Platillo

[;ega!uug
Panuchos

de Nopal

Fruta

Comida

Sopa de
Milpa

Ensalada

de Nopal

Tortilla

Frijoles

Fruta

Ingredientes

Tortilla
Nopal
Frijoles

Cebolla

Papaya

Elote
Calabacitas
Hongos

Chile poblano
Jitomate
Cebolla
Jitomate
Nopales
Cebolla

Queso

Tortilla

Frijoles

Naranja

Peso g Fibra g

105
90
180

55

160

60
135
57.5
45
105
27.5
105
180
27.5
50

70

180
200

93

5.806
3.123
4.372

0.759

1.872

2.838
2.0185
;.458
1.804
1.218
0.3785
1,218
6.246
0.3795

3.87

4.372
5.86

E kcal

204
20
210

20

40

68
20
10
20
20
10
20
40

55
136

210
80



Cena
Espaghetti

rojo

Ensalada
con

Ejotes

Fruta

Pasta
Jitomate

Crema
Lechuga
Jitomate

Ejotes

Melén

100
105
30

120
105

72.5

160

94

0.904

1.218

2.436

1.218

2.275

0.912

68

20
. 90

20

20

‘10

40 -



Domingo

Platillo Ingredientes Peso g fibra g "E'k‘calv !
Desayuno ‘ : ’ .
Tlacoyos Masa/Minsa 100 4.32 340
de nopal Frijoles 920 2.186 . 105
y frijol Nopal 20 3.123 S f 20
Crema 30 - e e
Jitomate 105 1.218 20 .
Cebolla 27.5 0.3795° - 10
Fruta Melén 160 0.§i2 40
Conida
Crema de calabacitas 135 2.015 20
calabaza
Arroz blanco Arroz 3o O..904 - 168 -
Nopales Nopal 270 9.369 L 60
rellenos Jitomate 105 1.218 ©lae
Crema "~ 30 - 90"
Queso 60 - } -, _b o 66
Tortillas Tortilla 70 . 3.87: - 136 ‘
Fruta Melén 160 0.912 . 10
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Cena
Tamales

de frijol

Fruta

Frijoles
Masa/minsa
Calabacita
Chile poblano
Cilantro

Tocino

Naranja

1890
80
135

22.5

200

96

4.372
3.456

2.015

0.902

210

272

20 °

‘10
30

80



3) . Anexo 3.

Andlisis Quimicos Proximales.

1) Fibra dietética total por una modificacién del mé&todo de Prosky
(7 Assoc Off Anal Chem, 1984. 67:1044 y J Assoc Off Anal Chem,

1985. 68:399). (Figura 16).

2) Energia en una bomba calorimétrica (Parr Instruments, Co. Inc.,
‘Moline, Illinois, Estados Unidos), de acuerdo con el siguiente
procedimiento.

a) Se hace una pastilla de aproximadamente lg de muestra.

b) Se pone la muestra dentro de una cipsula y se coloca un alambre
previamente pesado entre los electrodos. El alambre de ignicién
debe hacer contacto con la muestra.

c) Se adiciona 1ml de agua destilada a la bomba.

d) Se pone en posicion el conjunto de tapa con porta-cépsula, los
electrodés, la muestra y el alambre, y se cierra la bomba.

e) Se llena la bomba con oxigeno a una presién de 32.5 atmésferas.
£) Se coloca la bomba dentro de la chaqueta del equipo, previamente
llenada con 1415 ml de agua destilada con una temperatura minima de
19°C. Se coloca en su lugar los cables que pasan corriente a los
electrodos. Se mide la temperatura con un termémetro colocado
dentro del agua de la cuba.

g) Se deja reposar el conjunto 5 minutos y se apunta 1la
temperatura.

h) Se deja reposar 5 minutos mis, se apunta la temperatura otra

vez, y se da ignicién a la muestra.
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Flgura 18.

METODO OFICIAL AOAC PAR

A MEDIR FDT (PROSKY)

INCUBACION CO
ApH 60 3

N ALFA-AMILASA
0 MIN, 78°C

A pH 7.6, 3

INCUBACION CON PROTEASA

0 MIN., 80°C

INCUBACION CON AMILOGQLUCOSIDASA
A pH 4.0 - 4.6, 30 MIN., 680°C

l

[PRECIPITAGION CON ETANOL |

FILTRACION

|EnsuaGUES con atconoL ¥ actTona]

SECADO

DETERMINACION DE PROTEINA
(KJELDHAL)

a7

CALCULO DE FIBRA

[pETERMINACION DE CENIZAS |

A



i) Se toma la temperatura cada 30 segundos hasta gue ésta empieza
a bajar. Se toman 5 minutos mis de lecturas a intervalos de 30
segundos cada uno,

J) Se destapa la cuba, se retiran los cables gue pasan corriente a
los electrodos, y se saca la bomba.

k) Se abre la bomba y se lava cuidadosamente el interior con una
solucién indicadora de acidez (naranja de metilo). Se titula el
lavado con hidréxido de sodio 0.1N.

1) Se guitan los residuos del alambre y se pesan.

m) Se hace el calculo de energia en la muestra con la siguiente
ecuacién:

E (cal/g) =T (1876) = (1400 x peso alambre usado) = (1.38xml}

peso muestra

bonde
ml = ml de hidéxido de sodio 0.1N utilizado en la titulacién.
T=(T. - T) -V, + [V, x (c-b)]

T. = Tenperatura maxima.

T, = Temperatura a los 10 minutos.

V; = Temp.5 tos - Temp.10 minuto

5

v, = =_Temp.
B= (T ~T) x 0.6 + T,

b = el minuto al que se tuvo la temperatura B

¢ = el minuto en que bajé la temperatura.
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3) Proteina por el método de Macrokjeldhai automatizado (Kjeltec
System, Dinamarca). !
a) Se digiere 1.5g de muestra seca con 12.5ml de.&icido sulftrico
concentrado, una tableta digeétora de selenio, y unas perlas de
ebullicién. Se coloca el matraz en una parilla de calentamiento y
se digiere hasta que el liquido en el matraz esté blanco.
b) Se destila el contenido del matraz enfriado y diluido con 75ml
de agua destilada en el sistema automdtico de Kjeltec. Este equipo
afiade automdticamente las cantidades requerjdas del indicador y del
hidréxido de sodio. Se lee la medicién directamente en el pénel
digital del equipo. Se calcula el porcentaje de proteina en la
muestra con la ecuacién siguiente, utilizando un factor de 6.25:
ctura - Blanco) x 0.014 x N H,80, ¥ 100 X 6.25

Peso Muestra

4) Grasa por el método de Soxhlet (Tecator: Soxtec System, HT).
a) Se pone a peso constante un matraz de bola con unas perlas de
ebullicién.

b) Se mide 1.5¢g de muestra seca y se le agrega 25ml de &cido
cloridrico 2:1.

c) Se ensambla el refrigerante y se le aplica una fuente de calor
durante 45 min, para extraer la grasa.

d) Se filtra y se deja secar el filtrado.

e) Se mide el contenido de grasa de la muestra en el sistema
automatizado de Soxtec (Tecator: Soxtec System, HT.). Se calcula

la concentracién de grasa por 100g de material.
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5) Minerales

a) Preparacién de la muestra.

Método de digestiédn hfineda (Analytical Methods Perkin-Elmer.
Agriculture Ay-S5).

Se agrega 5ml de HNO; a 0.5¢ de muestra y se deja reposar 2-12 horas
a temperatura ambiente. Se evapora el acido a baja temperatura y
se repite esta operacién 4 veces més, dos veces adicionando 3ml de
HNO;, una vez con 3ml de HClo, y la Gltima vez con 3ml de HCl. Se
vacia el contenido final a un matraz volumétrico y se afora a 25ml.
Sa filtra y se guarda en frascos de pl&stico previamente purgados.
b) Se miden las muestras por el mé&todo de espectrofotometria de

absorcidn atémica (Perkins-Elmer Modelo 2380) (Tabla 15).

Tabla 15.

Resumen de las condiciones de las mediciones de Fe, Mg, Zn y Ca.

MINERAL | LONGITUD SLIT | SENSI- INTER~ | REACTIVO

DE ONDA nn BILIDAD VALO | ELIMINAR

mg/L LINEAL | INTERFER-

ENCIA

Fe 248.3 0.2 0.100 5.0 H;PO,
Mg 285.2 0.7 0.0078 0.5 Lacl,
Zn 213.9 0.7 0.018 1.0 -
ca 422.7 0.7 0.092 5.0 Lacl,
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c) Determinacidén de la concentracién de cada mineral en my
mineral/i00y de muestra.
Para calcular la concentraciédn de cada uno de los wminerales, se
enplea la siguiente férmula:
mg min./100g muestra =0 ] x Aforo ® V, x 100
pm x V, X 1000

1 = concentracifn obtenida por regresién lineal a partir

de la absorcién medida para la muestra en funcién da.

la curva esténdar correspondiente. ' o

Aforo = Es el aforo inicial de las muestras digeridas (25ml).

A = volumen de la dilucién efectuada.
pn = peso de la muestra.
L' = volumen medido de la wuestra.

6) Humedad por secado en estufa (Robertshaw, Pensilvania, PA 15697,
Estades Unidos).

Se pone a peso constante una charola pequefia. Se mide S5g de
nmuestra hGmeda en la charcla y se seca la nuestra en una estufa a
70°C durante aproximadamente 3 horas. Se calcula el contenido de
humedad por diferencia en el peso de la muestra y'se lo informa en

g/100 (%) .
7) Cenizas (Thermolyne, Dubuque IV, Dubugue, Iowa, Estados Unidos).

a) Se pone a peso constante un crisol de porcelana.

b) Se coloca en el crisol 1.59 de muestra seca.

101



c) Se carboniza la muestra en una campana de extraccién bajo la
flama de un mechero, hasta que no haya desprendimiento de humos.
d} Se calcina la muestra en una mufla a 550°C hasta que las ceni?:as
sean blancas o ligeramente grises (2 horas aprox.).

e) Se calcula la cantidad de cenizas en 100g de muestra (%}.

8) Hidratos de carbono por diferencia.
Se restan los porcentajes de los macrocomponentes de la muestra
{(Protelinas, grasa y cenizas) de 100% para dar el valor de hidratos

de carbono en la muestra.
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