CENTRO DE INVESTIGACION EN ALIMENTACION Y
DESARROLLO, A.C.

Recuperacion de infantes desnutridos graves con formulas
modulares que contienen proteina de soya modificada o proteinas
lacteas

Por

Victoria Lilly Ruvalcaba Marquez

Tesis aprobada por la
Direccion de Nutricidn

como requisito parcial para obtener € grado de

MAESTRIA EN CIENCIAS

Hennosillo, Sonora Dicienibre de 2004



APROBACION

Los miembros del comité designado para revisar la tesis de Victoria Lilly
Ruvalcaba Marquez, la han encontrado satisfactoria y recomiendan gue 5ea
aceptada como requisito parcial para obtener el grado de Maestro en Ciencias,

/o
g

Dra. Ana Maria Calderon de la Barca C.
Directora de Tesis

con especialidad an Nulricion y Alimentos,

MC. Adriana V. Bolafios Viltar

ABEEOY
c'} 7

Dr. JmsE Alberto Lopez Diaz

panri L,
=T AResor

[5r Mauro E. Valencia J.

Asesor

X. ’ Qc/ e 6’4’41::4:) e / .
/ ’ v

/tfi);,m. Ma. Isabel Onega Vélez

ABBEQT




DECLARACION INSTITUCIONAL

ae persiten citas breves del material contenido en esta tests st permiso especial
del awtor, siempre v cumndo se de of erédito carrespondiete, Para fa reproduceion
purcial o total de b tesis con fines acaddmicos, se deberd contar con la autorizaciin
eserita del direcior del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrolle, A,
(CIALD.

La publicacion en comunicaciones cientificas o de divalgacion popular de tos
dotos contenidos en est tesis, deberd dar Jos créditos al CIAL, previa aprobacion escrity
del director de (esis,

P Affonso Gardea 3éjar
Diregfor General det CIAD, ALC,



DEDICATORIA

A Diog:
Por haberme puesto en el caming un reto mas y darme las amistades
necesarias para lograro.

A mis Papas, Crucito y Viviana:
Gracias muchachos por darme su apoyo y permitirme lograr una aventura mas,
Los extrafié mucho pero nunca los sentl lejos,

Los amo,

Ala Kohi's;
Hermanita, gracias por lu apoyo y carifo.

Te amo.

A Noe!
Apodaca, gracias =)

Y susrie!l|

A mis abuelitos, tios, primos y sobrinos por su constanie apoyo.



AGRADECIMIENTOS

“El lunar, es el punto final del poema de Ia bellexa”
Ramon Gomez de la Serna

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologla, por brindarme el apoyo

acondvmico para estudiar la maestria,

Al Cenlro de Investigaciaon en Alimentacion y Desanollo, por haberme dado
la oportunidad de desarrollar parte de mi trabajo de tesis en sus instalaciones,

A la Dra, Ana Maria por aceplarme en su grupe de trabajo y arflesgarse
conmigo. Dice mi Papd que sdlo los secretos se dan a los hijos, usted me dio

muchos Doctora, gracias.

A la Dra. Isabel, ai Dr. Mauro, Dr, Alberto y MC. Adriana por todo su apoyo

para llevar a su fin este trabajo,

Al personal del Hospital Infantil del Estada de Sonora, al Dr. Jaime Hurtado,
a las nutrivlogas Claudia y Marlsela por su cooperacion y ensefianzas v a todas las

sefioras amables del banco de ieche.

A los nifios y sus mamas que formaron pare de este trabajo, por su

confianza y colaboracién. Se quedan en mejores manos.

A mis amigos de laboratorio: MI hermione, hermana sabes cuanio te guiero
. Xaviera y su pink planel, gracias por ayudarme, Emmanuel, manta te extrafo 1],
Javis, ves? sl me acorde. Aurora, rompiste con el esquema !, Adri, chiquita,
hermosa, reina, Renecito, graclas por ser mas amigo ¢ instructor. Abraham y José
Alberto graclas por su amistad. Cynthia, mucha suerte 11,

A mis amigos ¥ compafieros: Sonia, Eduardo, Edith Val-BUENA, Mata,
Chayito, Mario, Francelia, Alex Pedraza, Citlalli, Héctor Jry Gerardo.



CONTENIDO

Pagina

PROLOGO 1.ttt oot 1ot e s y
INTRODUCCION Lottt ottt vil
ANTEGEDENTES GENERALES ..o e o iX
Manejo Dietarto de 1a Desnutricion ..o oo, iX
Evaluacion de la Recuperacion NUTICIE ..o X
Métodos ANtropomELHCOS ..ot ir e e X
INGICES BIOGUIMICOS 1....oovvecseii e e et s s e xi
Formulas Disponibles para et Tratamiento de la Destutricion,..................._ xii
Fuentes Proteicas Usadas en el Tratamiento de la Desnutricion........ xli
Modificacion EnzimALICA. ... xiii
REFERENCIAS ..ottt oo xiv

Capitulo |, IMPLEMENTACION DE FORMULAS MODULARES PARA LA
RECUPERACION INTRAHOSPITALARIA DE LA DESNUTRICION INFANTIL

RESUMEN v s s e e 1
INTRODUCCION .ottt ootk e 2
MATERIALES Y METODOS (1ot 3
Disefo de la sala para la preparacion de formuias. ... 3
Elaboracidn de formuias modulares .............ooovcvereeoine 3
Participacion del personal del hOspital...............ooo oo 4
Sujetos y tratamiento intrahosplalario ... 4
Evaluacion antropometrica de 1a recuperacion ... 5
Evaluacion bioguimica de 18 reeuperacion ... 5
ANENSIS @SAAISHICO ... e G
RESULTADOS Y DISCUSION. co.itviiiiein e s 6
Diserio y equipamiento de ia sala para la preparacion de formulas................ §



Calidad sanitaria, funcionalidad y costo de tas formulas ..., 7

Evaluacitén antropometrica ... P T T O ST PP U PPN 7
EEVEIUAGION DIOGLIMITE ..ottt s s st s aeir e e )
RECON O CIMIEN T S e e 10
REFERENCIAS. ... e e e 11
Tabla 1. Cantidades de ingredientes utilizados en las formulaciones
F-78 ¥ F-T00. it T U P OO 13

Tabla 2. Contribucion de macronutrimentos a las formulas F-76 y F-100,. 14
Tabla 3. Valor promedio de las variables antropométricas al inicio y

al final del tratamMUBIID. ...ttt e et e ree et sy e 15
Tabla 4. Valor promedio de lag variables bioquimicas al Inicio y

al final del tratamiento. ..o, et s a bt e b et et et e e eeaas 16

Capitulo il, VALIDACION DE UN ENSAYO INMUNOQUIMICO
PARA LA CUANTIFICACION DE PREALBUMINA HUMANA

RESIIMEN Lo st 11t r e et e e e, 17
INTRODUCCION L.o.oie ettt et ot oo 18
MATERIALES Y METODOS .............. ) e e s 20
MBIERIBIES ..o ey e e 20
Prueba de los anticuerpos antprealbuming ..o cor e ree s 20
Purificacton y analisis de la prealbGming estandar ... ineeroeeriens, 20
PURFICACION.....c.oov.ovv oo ees e seeeees s e 20
[eteccion por ensayo de MAanChas ... e s e, 22
Desarrollo del inmunoensayo ligado a enzimas (FLISAY ..., 23
Construceion de una matriz de dilucion ... 23
Construcgion de & curva @standar ..o e 23
Variacion intra e imlerensayos v analisis estadistico ..o, 24
RESULTADOS Y DISCUSION. ..o e et 25
Prueba de los anticuerpos anti-prealbuiming ..o...ooocceror v, 25
Purificacion y analisis de la prealbiming estandar ... 25



Inmunoensayo ligado a enzima (ELISA)...........oiononnn 26

Matriz de diUCION e s 26
Curva estandar.......... TS P P SR PO UUI TP P 206
Varacion infra @ inter-8nSayt.......cococ e O 27
Muestras Broblema ... 28
CONTGLUSION 1ot erees e ire et as et e et a s et ensanee st e 29
REF R EN A oo ettt e e e s i bt e b b et s e ar 1o 30
Figura 1. Inmunodifusion radial en agarosa de anticuerpos anti-
prealbiming, contra sUero MUMEN0........ 32
Tabla 1, Matriz de dilucion de prealbuimina en suero humano y de los
anticuerpos de conegjo anti-prealbimina RUMAaNA..........cooinn, 33
Tabla 2. Concentracion sérica de prealbimina (mg/dl.) de nifios
desnutridos durante el tratamignio nutricio con respecto al tiempo. ... 34
Figura 2. Curva estandar de prealbumina obtenida en el ELISA. .............. 35

Capitulo Nl COMPARACION DEL TRATAMIENTO INTRAHOSPITALARIO
DE NINOS DESNUTRIDOS CON PROTEINAS DE LECHE Y
ALTERNATIVAMENTE PROTEINAS DE SOYA MODIFICADA

RESUMIEEN L e ae e e 36
INTRODUCCION ......., S OO PSP OPPRPR P 37
MATERIALES Y METODOS ..ottt st e et 40
Material @ iNQredi@Nt@E ... 40
Obtencidon de la protefna de soya modificada enzimaticamente (F1-10g) ... 40
Concentradn de 8NZINIBE .........coccoiiiv e vt s ea et ren e 40
Hidrolisis enzimatica ................., e e ety ey er s e 41
Sintesis enzimatica, ultrafiltracidn y secado...........ccooviviin, e 42
Caracterizacion quimica de la fraccion enriquecida F1-10g........... v s 42
ANANISIE PEOXIMIBL v et aty e ea e 42
Compaosicion de amiNOACIOS . ...ocooociiiirii st 43
Tratamiento intrahospitalario de nifios desnutridos .., ..., e ere 44

il



=] nTF Yot [T o T TP UP PR Ciaaie 44

Protocolo de alimemacion..........oovn T OTUUPIUR TR POIPOUTURUPTR 44
ingredientes de las formulas ... OO PRV TR 45
Preparacion in situ de la formula modular......... TP RPEIITR 45
Qamotalidad ... 45
Evallacion antroPOmMEIICE..........ooovvirvervrrms et 46
Evaluacion BIOGUIMIGE ..ttt it st s s eve s 46
Analisis estadistico...... T U U U ORI TUPPRPOR 46
RESULTADOS Y DISCUSION....... e e 47
Modificacion enZiMBtiGE..........ii e 47
Ohtencion del concentrado enzimalico ..o 47
Obtencidn de la profeina de soya modificada enzimaticamente ................ 47
Tratamiento intrahospitalario de ninos desnutridos ..o e, 49
Caracteristicas de la poblacion ..., 49

REEE 1 11 ] (o R O N U T T R ST NPTV PR NV STV UROP PR 50
Osmolalidad de [as fOMmMUIES .............orviiiii oo 52
Evaluacion antropomeétrica durante la recuperacion ...........ccovvvieieenn, 63
EvalUacion BIOGQLIMICE ... s st aanes H4
CONCLUSIONES ..., T PO TPTPRVIOPTOOR PP PP PPN 57
REFERENCIAS st an e N 58
Tabla 1. Ingredientes ulilizados en las formulaciones F-78 y F100 ... g2

Tabla 2. Perfil de aminoacidos esenciales de proleinas de leche

de vaca, aislado de soyay Fopk. e e e 5K}
Tabla 3. Promedio de variabies antropométricas al inicio vy final del
tratamiento .................... AN s A s o h 41 e e L r e et et e EUTUTTTUTTR PP 63
Tabla 4. Promedio de vartables bioguimicas al inicio y final del

tratamiento de ambos grupos......ooc o TP 66



RESUMEN

A principios del 2002, personal del Hospital Infantil del Estado de Sonora
(HIES), solicité a investigadores de CIAD apoyo para la preparacion de una formula
enteral para la recuperacion de la desnutricion, de acuerdo a los lineamientos de la
Organizacion Mundial de la Salud. Para dimensionar el problema, se inicio analizando
los expedientes para cuantificar y tipificar los casos de desnutricion infantil, a lo largo de
la historia del hospital. A continuacién, se sometid a concurso un protocolo de
investigacion: "Tratamiento hospitalario de la desnutricion infantil con proteina de soya
enzimaticamente modificada”, para obtener recursos en apoyo del proyecto en el
hospital. Esto porque se estaba finalizando con una evaluacion en modelos animales
de desnutricion, de la proteina modificada antes mencionada.

El protocolo resulté ganador y fue asi como se inicié esta tesis, con el mismo
objetivo general de la propuesta: disefiar y preparar una formulacion enteral
hospitalaria, cuya base proteica fuera la soya modificada enzimaticamente. Asi mismo,
evaluar su eficiencia terapéutica en un grupo de infantes con desnultricion de segundo
o tercer grado, en comparacion a proteinas lacteas. Por esto, la primera etapa de este
trabajo incluyé poner en marcha una sala de preparacion de formulas enterales en el
HIES. Esta parte forma el Capitulo | de esta investigacion y ha derivado en un articulo
que ya esta en revision editorial en la Revista Panamericana de Salud Publica de la
OPS.

Cuando se consideraron los indicadores para evaluar el estado nutricio de los
nifios al inicio y durante la rehabilitacion, nos gano el laboratorio clinico sobre nuestro
magisterio en nutricion. Por esto, se decidié usar como herramienta los niveles de
prealbumina sérica. En el Capitulo Il de la tesis se presenta el manuscrito sobre el
desarrollo de un ensayo de laboratorio para cuantificar prealbumina. Se pretende
enviar este articulo a Clinical Chemistry, para su evaluacion y posible publicacion.
Aunque se aplico el ensayo a lo largo de todo el estudio, solo al final hubo tiempo para
trabajar los detalles de la publicacion.

El Capitulo Ill, presenta el desarrollo de 2 de los objetivos especificos del
proyecto. a) Obtener la proteina de soya enriquecida enzimaticamente con metionina,
para su uso como ingrediente proteico en una formulacion enteral y b) evaluar la
eficacia de la formula enteral en el tratamiento clinico de la desnutricion, en el ambito
intrahospitalario, en comparacién con una férmula enteral elaborada con proteinas de
leche de vaca.



para su evaluacion y posible publicacion. Aunque se aplico el ensayo a lo largo
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INTRODUCCION

La desnutriclon  energetico-proteica (DEP) es el resultado de la
disponibilidad inadecuada de energia y nulrimentos a las celulas y tejidos del
organismo (Secretaria de Salud, 1988). Aungue puede presentarse a cualguier
edad, los niftos menores de 5 afos y especiaimente durante el primer afio de
vida, tienen mayor riesgo. Esto, debido a que sus reguerimientos nulricios son
mas altos duranie esta etapa de crecimiento acelerado (Plazas, 2001).

En México, BOO mil nifos menores de 5 anos padecen de desnutrician
severa, afectando principalmente a los estados del sur del pais (INSP, 2001).
En el estado de Sonora los Indices de desnutricion son de alrededor de 8%
(Avila y col., 1997). Los casos gue se presentan a nivel hospitalario, son
principaimente de nifios de familias jornaleras que migran del sur del pals en
busca de trabajo en los campos agricolas, En el Hospital Infantil del Estado de
Sonora (MIES), un centro de atencion y concentracién regional, un 3.6% de los
ingresos son a causa de la desnutricion, 42% del tipo primario (Bolafos, 2004).

.os productos utilizados en los hospitales para el apoyo nutricio, son
formulas especiales comerciales para pacignies hipercatabolicos o formuias
infantiles comerciales a las que se afiaden aceile y glucosa. Las fdrmulas
comerciales mas adecuadas son de alto costo y la poblacion que los requiere
no es precisamente la mejor posicionada econdmicamente, Por esto, la OMS
recomienda el uso de formulas modulares en el tratamienio de la desnutricion
grave (WHO, 1899). Estas se preparan con ingredientas comerciales de bajo
costo v utilizando proteinas de leche de vaca desnatada,

En algunos casos, las proteinas de leche o de fuentes vegetales Inlegras
pueden causal reacciones de alergia o malabsorcion en los niios con
desnutricion grave, cuyo sistema gammimmﬂ,tirml gsta vulnerable. Por eslo,
algunas férmulas para alimentacion especial son preparadas con proteinas de

Vi



leche ¢ soya predigeridas o hidrolizadas. Tal es el caso de las férmulas para
pacientes hipercatabdlicos, que se usan como alternativa para los desnutridos
cuando no da buen resultado el uso de formulas con proteinas cormpletas.
Ademas del alte costo, las formulas con proteinas hidrolizadas por lo general
tienen sabor amargo, Este sabor se debe o |1a presencia de aminoécidos libres
gue se generan durante Jla hidrolisis o a aguellos que son anadidos

intencionaimente,

Para evitar el sabor amargo al mismo liempo que se obiiens una buena
absorcion y un perfil de aminodcidos ideal, se ha propuesto la modificacion
anzimatica de las protefnas. Esta se realiza por medio de una hidrdlisis leve,
seguida de ultrafiltracion para remover polipéplidos de poca digestion y aquetlos
muy pequefios enfre los cuales estan los de sabor amargo. Daspués, los
aminoacidos que hagan falta a los péplidos para un perfil adecuado, se unen
quimicamente por medio de enzimas. Con esta técnica, se ha podido ampliar el
espectro de uso de las proteinas vegelales. La proteina de soya modificada
enzimaticamente con metioning unida covalentemente, se ha probadoe con
excelentes resultados en un modelo animal con deshutricién, siendo Incluso
comparable con la caseina. También el sabor final de la formula es muy
aceptable (De Regil y Calderon de la Barca, 2004).

En este trabajo, se dio tratamiento nutricio a nifos con desnutricion grave
imternados en el HIES, utilizando las formulas modulares recomendadas por la
OMS, Se compard la eficiencia de la proteina de soya modificada
enzimaticamente como fuerme alternativa de la proteina de leche de vaca
durante la recuperacion. Por Ultimo, se desarrolld un ensayo de ELISA para ia
cuantificacion de prealbbimina sérica, un indicador bioguimico muy sensible a la
deficiencia e incorporacion de la proteina a la dieta (Beck y Rosenthal, 2002).
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ANTECEDRENTES GENERALES

Mangjo Distario de la Desnutricion

El objetivo del apoyo nutricio en ios casos de desnutnicidn infantil, es
inducir una replecion acelerada de los depodsilos corporales de proteinas v
enargla y favorecer con esto une recuperacion rapida. Para aplicario se deben
congiderar. 1) los requerimientos nutricios, 2) la elecoion de via nultricia vy
modalidad para infundir y; 3) la composicion de la formula a utilizar (Lagrutta,
1996).

La Organizacidon Mundial de la Salud (1999) recomienda para el
tratamiento de la desnutricion infardil el uso de dos formulas modulares, F-75
(75 keal/ml.) y F-100 (100 keal/ml). La F-75 se administra durante Ia fase inicial
del tratamiento, mientras que la F-100 se uliiza en la fase de rehabilitacion,
después de que se ha recuperado el apetito, Estas formulas se pueden
preparar facilmente a partiv de ingredientes basicos como: leche desnatada en
polvo, azucar, aceite comestible vegetal, mezcla de minerales y vitaminas
(WHO, 1999).

El nifio con desnutricion presenta apetito escaso, debilidad y estomatitis
dolorosa, por io que la via enteral es la mas adecuada para el apoyo nutrigio,
En comparacion a la via intravenosa, es mas fisioldgica v permite una funcion
intestinal normal (Bioch y Mueller, 2001). Cuando el nifio en fratamiento
recupera el apetlto y no requiere ser alimentado con sonda nasogastrica, se
considera que ha entrado en la etapa de rehabilitacion nutricia. Esto indica que
las infecciones gastrointestinales o respiratorias han sido controladas, que el
higado es capaz de metabolizar los alimentos y que las anomalias metabolicas
han mejorado. £n este momento es necesario registrar los cambios metabolicos
gue se presentan con &l fin de evaluar la eficiencia de la intervencion, baciando
uso de los métodos antropométricos y bioguimicos,
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Evaluacion de la Recuparacion Nutricia

Métodos Antropomeétricos
Las mediciongs antropométricas son Otiles para la evaluacién del

crecimiento y de la composicion corporal. Para evaluar el crecimiento se utilizan
comunmente la talla o longitud (para nifios menores de 24 meses de edad) y el
peso corporal. Ambas mediciones son rapidas y faciles de desarrollar,
Relacionando el peso, la talla, el sexo y la edad se obtienen indicadores, como:
pesoflalla, peso/edad y talla/edad; que son utilizados para clasificar el estado
nutricio. Los valores de los indicadores se comparan con clasificaciones que
tienen puntos de corte basados en desviaclones estandar (DE) de una
poblacion sana de referencia. Cuando el indicador de peso para la talia
presenta ~1 DE de la mediana de los valores de referencia del NCHS/OMS, se
considera seguro dar de alta a un nifio recuperade de desnutricion (WHO,
1989),

La circunferencia cefdlica se ha asociado directamente con el crecimiento
del cerebro, por lo que es una meadida antropométrica Otil en la evaluacion del
nino a edad temprana (Vasquez-Garibay, 1998}, Los nifios con desnutricién,
presentan valores por debajo del rango normal debido a la dieta limitada en
proteinas.

Las mediciones de composicién corporal se basan en el supuesto de que
el cuerpo se divide en dos compartimentos: grasa corporal y masa corporal libre
de grasa. lLa evaluacion indirecta de ambos compartimentos es Otil para
determinar el estado nutricio  (Gibson, 1890), Fstas mediciones son
relativamente rapidas, no invasivas y requieren de un minimo de equipo. La
grasa corporal se puede determinar por la relacion de ecuacionss empiricas con
la medicion del grosor de varios pliegues cutédneos y de la circunferencia media
del brazo. Cuando los cambios de composicion de la grasa corporal son
pequenos, no se detectan con esia Ultima técnica.



indices Bioguimicos
La evaluacion bioguimica del estado nutricio tiene ventajas sobre otros

métodos en cuanto a precision, sensibilidad y especificidad. Las pruebas de
laboratorio son usadas efectivamente para establecer una deficiencia nutricia a
nivel subclinico v denotar las reservas y homeostasis de nutrimentos. Sin
embargo, este lipo de técnicas tiene limitaciones debido a su allo cosio,
complejidad, tipo y tamano de la muestra requerida. Por lo que la evaluacion
bioguimica se ve limitada al tamano de muestra del estudio (Linder, 1951}

lL.os avances recientes en computacion, robotica e instrumentos de
analisis han sido aplicados al laboratorio clinico para mejorar y desaroliar
nuevas techicas. La introduccion de juegos de reactivos comerciales y los
microensayos han permitido reducir costos y liempos de reaccion,

Las proleinas séricas totales y la hemoglobina, han sido losg indicadores
bioguimicos de rulina en la evaluacion del grado de desnhutricion y de la
recuperacion nutricia (Vasguez-Garibay, 1998). Sin embargo, en los ultimos
afios se ha ulilizado la cuantificacion de prealbuming sérica como un indicador
bioguimico del grado de desnutricion y de recuperacion nutricia (Beck y
Resenthal, 2002). Esta proteina es mas sensible a los cambios dietarios del
paciente y sus niveles no son afectados por otras variables como la albimina,
uha profeina que se mide de rutina en la evaluacion del paciente desnutrido.

El costo del juego comercial de reactivos para la cuantificacion de
prealbuming es elevado, En Meéxico, no existe ningln estudio donde se haya
utilizado la prealbumina en la evaluacion del tratamiento nutricio, por lo que es
necesarno el desarrollo de técnicas econémicas y sensibles que permitan su

cuantificacion,
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Formulas Disponibles para el Tratamiento de la Desnutricion

Cada hospital tiene su propia forma de tratar la desnutricion y por tanto,
se usa una variedad amplia de productos para este fin, Esto debido a gue no
hay productos comerciales disefiados ex profeso, por lo gue en la clinica se
usan muchas variantes (Calderon de [a Barca y col, 20000, La OMS (WHO,
1999), recomienda &l uso de formulas modulares con leche de vaca desnatada
en polvo, como fuente de protelna dietarla en el tratamiento de la desnutricion.
En el mercado hay formulas especiates con diferente disefio {con proteina
hidrolizada o con alta densidad energetica), que se pueden usar en algunos
casos de desnutricion. Su costo es 2.3 veces mas allo gque el de las Tdrmulas
infantiles convencionales, lo que dificulta su uso en {ratamientos prolongados.
Por ello, los hospilales recurren a fa adecuacion energética de férmulas
infantiles convencionales, pero esta practica solo contempla los requerimientos
gnergéticos, viendose afectado el contenido de proteina en ta formulacion.

Fuentes Proteicas Usadas en el Tratamiento de la Desnutricién

Las proteinas de leche de vaca cumplen con el perfil de aminoacidos
recomendados para los lactantes (FAOMWHO, 1991). Sin embargo, no se
absorben facilmente y por su tamafio pueden desencadenar respuestas
alérgicas en los nifios desnutridos. Ademas, la leche desnatada en polvo, que
es la fuente mas econdmica, contiene altas concentraciones de lactosa, lo que
puede inducir diarreas en los nifios desnutridos por su osmolaridad alta. Otra
apcion, son los hidrolizados de proteinas lacteas o de soya. En el mercado hay
diversas formulas gue los conlienen y se usan mas para alimentar nifios
alérgicos, que para tratar la desnutricidén, Esto se debe a su costo alto, ademas
de que tienen problemas de sabor, especiaimente las de caselna hidrolizada

que son muy amargas.
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[.os hitdrolizados de soya son menos comunes en las formulaciones, pero
de acuerdo a diversos estudios (Kimura y Arai, 1998; Calderdn de la Barca,
2000; De Regil y Calderon de Ja Barca, 2004) podrian tener hbuena
potencialidad. Estos hidrolizados, seran mas adecuados sl se complementa su
perfll de aminoacidos enriquecténdolos con metionina unida covalentemeante.

Modificacion Enzimatica
Varios autores (Aso y col., 1885, Hussein y col,, 1995; Hajés y col., 1986

Calderon de la Barca y col, 2000), han modificade la proteina de soya
hidrolizéandola vy uniendole metionina  covalentemente, por  fratamiento
enzimatico, Tal modificacion aporta propiedades funcionales como solubilidad,
buena claridad, actividad emulsificante y capacidad espumante a las
formulaciones liguidas. Asi mismo, aumenta el valor nutriclo por adecuar el
perfil de aminoacidos y por inaclivar factores antifisioldgicos y aumentar la
digestibilidad (Hajos y col., 1986; De Regil y Calderdn de la Barca, 2004),

Kimura y Arai (1988), obtuvieron oligopéptidos de la proteina de soya por
modificacion enzimatica y los evaluaron en la recuperacion de ratas
desnutricdas, 5in embargo, su proceso es bastante complejo v carp para hacerlo |
viable industrialmente, De Regit y Calderon de la Barca (2004), probaron un
ingrediente proleico de soya modificada de disedo facil, también en un modelo
de desnutricion animal, con excelentes resultados. La calidad proteica fue
comparable a la de la caseina y mejor que el aislado de soya con metionina
libre afadida. Asi mismo, prepararon una formula modular con dicho ingrediente
proteico, acorde a las recomendaciones de la OMS (1989), para e tratamiento
de la desnutricion infantil. Esta formula que disefaron tuve mejor aceptacion
sensorlal que la de una formula infantl comercial (Peptamen Jrid) con
composicién similar, pero con proteina de leche hidrolizada, Por elio, se sugiere
la proteina enzimaticamente modificada como ingrediente alternativo en las
formulas enterales para el iratamiento de la desnutricion infantil,

xiti
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RESUMEN

Objetivos, Instalar un area para elaborar formulas modulares para la
recuperacion de ia desnutricion en un hospital infantil, Aplicar las formulas en ta
recuperacion de una muestra de nifios desnutridos, con ayuda del personal v
evaluar su recuperacion.

Metodos. E| Hospital Infantil del Estado de Sonora en México, asignd un area
para la preparacion de formulas. Se disefio e instald mobiliario tipo cocinets
incluyendo lavaplatos, refrigerador, microondas, autoclave y mezoladora. Se
adguirieron los ingredientes y utensilios para preparacion de  formulas
modulares. Se entrend al personal para elaborarlas de acuerdo a las
recomendaciones de la OMS y se trataron de enero a junio del 2004, 12 nifios
menores de 2 anos, desnutridos en segundo y tercer grados, Se evalud su
recuperacton midiendo variables antropométricas y bioguimicas, incluyendo
niveles de prealbumina seérica,

Resultados. Una asociacion empresarial financié el proyecto, incluyendo la
instalacion de la sala de preparacién. El tiempo promedio de tratamiento fue de
18 d (DE = 11 d), con una ganancia diaria de 13.7 g/kg de peso corporal (DE =
7.5 g/kg). Todas las variables antropométricas aumentaron significativamente
durante la rehabilitacion. El puntaje Z de pesoftaila al final del tratamiento fue de
~1.44 (DE = 0,82). 86lo se observaron cambios sighificativos positivos en los
indicadores bioguimicos hemoglobina y prealbumina (p < 0,05),

Conclusiones, Conlando con un drea especial de preparacion, las formulas
modulares son faciles de adecuar a los requerimienios de cada nifo,
favoreciendo asi una ganancia de peso rapide y reduciendo el tiempo de
eslancia hospitalara y los costos del tratamiento.

Palabras claves. Desnutricion infantil severa, formulas maodulares, tratamiento

intrahospitalano,



INTRODUCCION

La poblacién infanti menor de 5 afios, es la de mayor riesgo de
desnutricion energético-proteica (DEP) y representa e 10.2 % del total en
Mexico. La prevalencia de DEP en esta poblacién es contrastante entre un
norpeste, con 7.1% y un sureste con 29.2 % (1).

[Debido a la pobreza, hay migracidn de los pobladores desde el sureste
hacla el noroeste, en donde se contratan como jormaleros en los campos
agricolas. Entre los mas afectados por los cambios sociales gue conlleva la
migracion, estan los nifos, £s por eso que un 3 % de los que ingresan al
Hospital Infantil del Estado de Sonora (HIES), un centro de atencion en el
noroeste de México, padece DEP. Méas de la mitad de los mismos, a presenta
en forma grave. La mayoria de estos menores son hijos de jornaleros del
sureste mexicano, proporeion que ha ido en aumento en los Uliimos afios (2).

Hasta hace un afio, para rehabilitar a jos desnutridos, en el HIES se
utilizaban formulas infantiles convencionales enriquecidas con aceite y miel
para incrementar el aporte energético, aungue disminuia el aporte proteico. La
Qrganizacion Mundial de la Salud (OMS3), recomienda el uso de farmulas
modulares a parir de ingredientes comerciales, para este fin (3), Fl tratamiento
gs acorde al estado de cada nifio, permitiendo un mejor control y reduciendo
coslos y tiempo de estancia hospitalaria.

Asl, los objetivos de este trabajo fueron diselar y obtener los recursos
para instalar un area especial en el HIES para preparar formulas modulares
para la recuperacion de la desnutricion infantil, de acuerdo a la recomendacion
de la OMS. Ast mismo, aplicar fas formulas en la recuperacion de una muestra
de nifios con desnutricion de segundo vy tercer grado, con ayuda del personal
del hospital. Por Gltimo, dar seguimiento a la recuperacion con evaluacion

bioguimica y antropométrica.



MATERIALES Y METODOS

Risefio de la sala para la preparacion de formulas

El HIES asigné un area del piso de recuperacion nutricia para la
instalacion de la sala de praparacion de férmulas. Se selacciond mobiliario de
cocina con: lavaplatos inoxidable, repisas v mesas de trabajos de poliuretano
con anagueles y cajones. Se consideraron una autoclave digital con capacidad
para 16 vasos, un refrigerador de 15 ft°, un homo de microondas casero de 2
ft*, una mezcladora de 3 velocidades con frascos de vidrio de 1 L, una balanza
digital para pesar los ingredientes (1,200 g). También ulensilios de acero y
plastico para la preparacion v tratamiento de las férmulas.

Se incluyeron ingredientes para la preparacidn de las formulas,
considerando al menos 30 nifios y un tiempo aproximado de tratamiento de 4
semanas para cada caso. Para evaluar 1a recuperacion nutricia, se considersd un
infantometro (hasta 99 ¢m) y una balanza digital (hasta 20 kg).

Elaboracion de formulas modulares

Basandose en las recomendaciones de la OMS (3 4), se prepararon las
férmulas modulares F-75 & F-100 para cada nifio, |.os ingredientes comerciales
utilizados fueron: proteinas de leche de vaca (Alapro 4420, NZMP Limited,
Nueva JZelanda), premezcla de vitaminas (donacion de Roche México),
premezcla de minerales (Spectrum Chemical Mig Corp, E.U.A), goma tara
(donacion de Transformadora Agricola, México) y lecitina de soya liquida
(Pronat Ultra), Se usaron ademas, azdcar v acelle de maiz del mercado local,

Las cantidades de los ingredientes y el volumen de minerales y agua
utilizada se presentan en la Tabla 1. Para preparar las formulas siguiendo el
protocoio de De Regit y Calderdn de fa Barca (5), en un vaso de precipitado se
mezclaron con una cuchara el acelte y la lecitina de soya liguida basta tener



una mezcla homogénea. Después en una mezeladora (Oslerizer Clasica), se
mezclaron el agua, la goma tara v la mezcla aceite-lecilina por 1 min en
velocidad baja, Por ditimo se agregd el resto de los ingredientes y se mezclaron
por 1 min en velocidad baja también. La formula asi preparada se pasteurizé en
un hormo de microondas (Sharp Carrousel, R-420B). Fara un volumen de 250
mk se calentd por 70 s & potencia maxima, Enseguida se disminuyd a 60 s en
potencia bajp, hasta alcanzar una temperatura final de 74 "C, Se verificod la
eficiencia de la pasteurizacion por microondas, haciende un  analisis
microbioldgico para detectar mesdfilos asroblos, coliformes totales, levaduras,
hongos vy Salmonella sp (6).

La formule se distribuyd en vasos estériles dependiendo del nimero de
iomas al dla del paciente, los cuales se entregaron al banco de leches del HIES
para su distribucion, dependiendo de los horarios de toma de cada paciente.

Participacion del personal del hospital

E=n esta etapa del estudio, los responsables del proyecto trabajaron en ia
preparacion y pasteurizacidn de las formulas. El personal del hospital
encargado de la alencion de los nifios dio seguimiento a los procesos y ayudo
con su experiencia en el manejo. Este altimo, se basd en e manual del manegjo
de la desnutricion severa de la OMS (3). Antes de hacer entrega de la sala de
preparacion de formulas, se entrenard al personal del hospital para la
preparacion y pasteruzacion de las formulas,

Suijetos v tratamiento intrahospitalario

Después de gue el Comité de Etica del HIES aprobd el protocolo del
estudio, se incluyo a todos los menores de 2 afios que llegaron entre enero v
junio del 2004 para recuperacion de la desnutricidon de segundo o tercer grado,
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de acuerdo al peso para su talla. Los criterlos de inclusion también fueron la
completa estabilizacién hidrica, carencia de infeccion y de olras patologias,
Basdndose en las recomendaciones de la OMES (3) para el tratamiento de ta
desnutricion, se prepard diariamente y de manera individual 1a formula modular
F-100 6 F-75 (Tabla 2), adecuando &l contenido proteico y calérico de acuerdo
al peso corporal en kg del nitio. En todos los casos se inicid con 3 g de proteina
y 180 keallkg de peso corporal/dia (7). De acuerdo a la evolucién del paciente,
estos requerimientos se incrementaron hasta llegar a 5 g de proteina y 200
keallkg de peso corporal/dia. La vir de administracion dependit de la condicidn
clinica del paciente, pero siempre se prefirld la via enteral.

Evaluacion antropomatrica de la recuperacion

Al inicio del tratamiento vy al final de cada semana de rehabilitacion, se
midieron longltud con un infantdometro (Seca mod. 207, Vogesl & Halke GMBH &
Co. Alemania), asi como circunferencia cefalica y braguial con cinta meétrica. El
peso se midio en una balanza digital (Baby Scale mod, 8440, Cardinal Detecto,
EUA) vy se registrd diariamente. Los datos de peso y longitud se infrodujeron en
el programa Epi Info 2000 (8) para calcular el puntaje Z de peso para la talla,
utilizando como referencia los datos de NCHS/WHO de 1978 (9),

Evaluacion bioguimica de |a recuperacion

Cada semana y al final del tralamiento, se analizaron hemoglobina,
protelnas sericas totales, albumina y prealbumina sérica. Los tres primeros
fueron cuaniificados en ! laboratorio de andlisis clinicos del HIES, Para la
deferminacion de los niveles séricos de prealbtimina se desarrolld un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA). Brevemente, se utilizaron primero
anticuerpos antl-prealbumina humana preparados en conejo (A 0002 Dako.



5

Copenhague, Dinamarca), Como segundo anticuerpo se utilizd uno comercial
de percdo anti-lgG de conejo ligado a peroxidasa (P (0.399 Dako, Dinamarca),
Finalmente, como sustralo se utilizé TMB (174-1068 BIO-RAD, Hércules, EUA)
y se midio la absorbancia en un lector de microplacas (Microplate Reader 550,
BIO-RAD. Hércules, EUA) a 450 nm,

Andlisis estadistico

Se  analizaron  descriplivamente  las  variables  antropométricas v
bioguimicas. La comparacion de los indicadores iniciales y finales se realizd con
la prueba t de Student pareada para datos con homogeneidad de varianza vy la
prugba no parametrica de Wilcoxon para los datos que no  dieron
homogeneidad, utiizando el paguele estadistico NC8S (10}, con p< 0,05,

RESULTADOS Y DISCUSION

Risefo v eguipamisnto de |la sala para la preparacion de formulas

Los reciysos para la instalacion y compra de mobiliario, equipos e
insumos ya sefialados, se obtuvieron en concurso con una propusasta sobre
tratamiento hogpitalario de la desnutricidn infantil, en una convocatoria de uns
asociacion empresarial. Aungue la convocatoria solo era por 12,000 dolares por
proyecto, éstos fueron suficientes para la instalacion completa de la sala,
equipos, insumos e ingrediemes para la preparacion de las formulas. Con e
recurso obtenido y dos becarias de posgrado del Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologla, se puso en marcha el programa an el hospital,



Calidad sanitaria, funcionalidad v costo de las formulas

Con las condiciones de tratamiento de las férmulas en homo de
microondas previamente pmbadmzs {5), se logro su pasteurizacion, La cuenta
iotal de mesofilos aerobios, coliformes, hongos y levaduras fue < 10 UFC/imL y
Salmonella sp ausente en 28 ml. Asl mismo, las formulaciones se mantuvieron
en suspension sin ocluir las sondas cuando fueron usadas, como habia sido
mostrada antes su estabilidad reologica (5). Ademas, la aceptabilidad fue total,
no hubo rechazo por parte de los nifos debido al sabor o aroma, cuande fue
administrada por via oral.

En o que respecta a costos, para preparar 100 ml de cada una de las
formulas modulares de la OMS, se requieren ingredientes por un total de $0.058
dolares para la F-75 y de $0.072 dbélares para la F-100. En cambio, 100 ml. de
una formula infantil comercial convencional cuestan $0,128 dblares (mercado
mexicano al menudeo, agosto, 2004). Si en lugar de una formula convencional
se Usa una formula especial, 8 costo puede aumentar a $0.832 dolares/100 mi..
Esto porque se recurre a las especiales ya gue es practicamente imposible
adecuar una formula convencional, tal y como facimente se hace con una
formula modular como las recomendadas por la OMS,

Evaluacion antropométrica

Se inicio el tratamiento de 15 nifios y se describen aqul 12 de ellos gue
permanacigron en tratamiento al menos por 7 dlas o hasta llegar al menos a fa
DE ~1 de peso para la talia, De los 12 pacientes a los cuales se les dip
tratamiento intrahospitalario, 10 presentaron desnutricion de segundo grado y 2
de tercero al ingresar al hospital (de acuerdo al indicador pesoitalla). Estog
ultimos presentaron desnutricion grave, tipo kwashiorkor, El grupo se conformd
por 7 nifos y 5 niflas con una edad promedio de 12.5 meses (DE = 7 meses),



Once de los nifios, eran hijos de padres joraleros procedentes de los estados
del sureste de México y de nivel soclogcondmico bajo.

El tiempo promedio de recuperacion nutricis fue de 18 d (DE = 11 d), ol
cual @s menor a los 31 dias registrados en promedio en 1os anos 1985 — 2001
en el mismo hospitat (2). En este tiempo, los pacientes tuvieron Yna ganancio
diaria de peso de 13.72 g/kg (DE = 7.5 g/kg), mayor a la recomendada de 10
gfkg en la recuperacion de la desnutricion (11). La mayoria de ellos, acept6 la
formula por fa via oral. 8olo 5 sujetos iniciaron la alimentacién con sonda
nasogastrica, pero al final del tratamiento a todos se les administrd fa formula
por la via oral.

Al realizar la evaluacion antropométrica, se observaron aumentos
significativos (p<0,001) en todas las variables (Tabla 3). El peso, aungue no es
un indicador muy sensible en el corto plazo, en casos de desnutricion, su
variacion es muy notoria. Bu registro diario permitio evaluar {anto la aceptacion
como la adecuacion de la férmula para cada infante.

Al salir del hospital, 5 de los 12 infantes tuvieron un puntaje Z de
pesoftalla igual o mayor a -1, lo cual establece fa OMS como criterio para dar de
alta al paciente (3), El resto de los nifos, tuvo un valor muy cercano al deseado,
pero su egreso del hospital fue voluntario a peticion de las madres, Debido a su
naturaleza de jomaleros agricolas, los lugares de residencia de las familias
gquedan lejos del hospital (unas 2 h de viaje), Impidiendo a las madres atender a
los demas miembros mientras acompanan al nific hospltalizado, Esto indica la
necesidad de instalaciones hospitalarias cercanas a los lugares de trabajo,
Aungue idealmente lo que se requeriria es evitar la desnutricion,

Se ve la necesidad de aplicar programas de educacion nutricis
enfocados a las madres, Ademas de prevenir la desnutricion. si ésta se diera
tendrian que colaborar en la recuperacion de sus hijos hasta gque alcancen al
menos el puntaje Z de -1 en pesoftalla (12). Otro punto importante, tendria que



sel la educacion para el seguimiento de los nifos, asi se svitarian recaidas de

los ya tratados.

En general, no se observaron aumenios significativos (P<0.001) en las
proteinas séricas totales, albumina (Tabla 4), Esto puede deberse a que al igual
que los valores iniciales, los inales estuvieron dentro de fos rangos normales,
debido a la amplia variacion de estos indicadores, Sélo los nifins con
kwashiorkor presentaron profelnas plasmaticas disminuidas, Ello por la
presencia de edema gque influye directamente sobre la concentracion (13}). Por
esto, la alimentacidn inicial de eslos nifios fue con la férmula F-75 (75
keal/100ml) y menos de 4 g de protelnas/kg de peso corporal/dia. El edema
desaparecio rapidamente v se les cambid a la formula F-100. Al final dei
tratamiento los valores de protelhas totaies y atbumina de todos los nifios se
ubicaron dentro de los rangos normales,

L.a hemoglobina no cambio significativamente entre el inicio y el término
del periodo de recuperacton de los nifios. Esta protelna no es un indicador muy
sensible @ corlo plazo, al igual que la albumina. La vida media de ia
prealbimina es de 2 dias comparada con 20 deg la albumina y es mas sensible a
los cambios en la dieta (14). Por elio se desarrolld exitosamente un ensayo
inmunognzimatico (ELISA) para |la cuantificacion de esta proteina.

En Mexico, no se usa el indicador prealbumina para diagnosticar vy
evaluar la recuperacién de Ja desnutricidn. Rutinariamente se cuantifica
albumina ya gue se considera un analisis mas sencillo y econdmico. Sin
embargo, en otros paises se usa la prealbumina durante la recuperacion del
paciente desnufrido. Una de las principates ventajas de este indicador es su
sensibilidad, con lo cual se reduce el tiempo de hospitalizacion y por ende el
costo del tratamiento nutricio (15). De acuerdo a los valores de albimina, sélo
12% de 147 pacientes ingresados a un hospital canadiense se diagnosticaron
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desnuiridos, mientras que 24% lo eran al medir prealbdmina (18). De manera
similar, en el presente estudio al utilizar los niveles séricos de albumina, solo 2
de los 12 pacientes podrian haber sido diagnosticados con desnutricion. Sin
embargo, de acuerdo a sus valores de prealbumina, se confirmd que los 12
estaban desnutridos. De alll la ventaja de medir este indicador, que si se hace
@n un ensayo propio y no con juego comercial de reactivos, resulta barato.

En conclusidn, con este trabajo se muestra gue basta un poco de
voluntad y trabgjo interinstitucional para adecuar e instalar un area especial
dentro de los hospitales, para la preparacion de férmulas modulares, como ias
gque recomienda la OMS, para la recuperacion de los desnutridos. Este tipo de
instalacion, permite tener mejor control sobre el tratamiento dietario y de la
respuesia del paciente.

Las formulaciones recomendadas por la OMS no solo fienen menor costo
per se, ino que ka recuperacion se da en un tiempo menor, si e compara con
8l tratamiento con formulas infantiles comerciales convencionales. Debido a su
disefio y adecuacion Tacil, el uso de las férmulas modulares en la recuperacion
nutricia de los iantes tratados fue muy favorable. Para el seguimiento fino de
la recuperacion, se recomienda medir prealbimina ademas de tos indicadores
antropomeftricos y bioguimicos mas comunes,

A pesar de los buenos resultados que se obluvieron, es hecesario el
trabajo social con las madres. Hay que orientarlas tanto para que esperen a que
se termine la rehabilitacion del nifo por completo antes de zolicitar el alla, como
para que colaboren en el seguimiento une vez dado de alta su hijo.

RECONOQCIMIENTQS
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Tabla 1. Cantidades de ingredientes utilizados en las formulaciones F.75 y

F-100,

ingrediente F-75 F. 100
Aceite (g) 27 50
Lecitina de soya liquida (g) 5 &
Gioma tara (g) 1 1
Protainas de leche (g)* 20.09 67.59
Azvcar () 100 50
Premezcla de vitaminas (mg) 140 140
Premezcla de mineraigs (mb) 20 20
Agua hasta completar (mL) 1000 1000

" Proteinas de leche; producto comercial con 42,9 % de protelnas, 44,5% de carbohidratos, 1%

de Hpidos, 3.6 % de humedad y 8 % de cenlzas,
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Tabla 2. Contribucién de macronutrimentos a las férmulas F-75 y F-100,

Componehte F-75 F-100
Proteinas (%} 5 12
H. de carbono (%) G3 34
Liptdos (%) 32 66

Energla (keal/100 ml.) 75 100

WHO), 1688,



Tabla 3. Valor promedio de las variables antropométricas al inicio y al final

del tratamiento,

Variable Inicio Final
“Peso (kg) 8,05 5.04°
Talla (om) 63.69° 64.45"°
Pesoftalla (puntaje 2) 2570 144 °
Circ, Cefalica (cm) 40,71° 41.63°
Circ. Braquial (cm) 10.12° 10,637

Literates distintas entre columnas indican diferencias significativas, p=0 06
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Tabla 4. Valor promedio de las variabies bioquimicas al inicio y al final del

tratamiento,

Variable Inicial  Final

Hemoglobina (g/dl.) 10.73% 10,51"
Protelna total (g/dL)  6.44"  6.60°

Albumina (g/dl.) 3.60% 371"

Prealbumina (mg/dl.)  5.87°  18.08°

Literales distintas entre columnas indican difetenclas significativas, p=0.05
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RESUMEN

t.a albumina es el indicador bioguimico méas uilizado en la evaluacién del
estado nubricio. 5in embargo, el tiempo de vida media y los grandes depositos
corporales de la albumina no permiten detectar cambios agudos en la ingestion
deficiente de proteina. La prealbumina tiene vida media de 2 dias vy
concenfracion baja en plasma, por ello responde facimente al déficit vy
regincorporacion de proteinas a la dieta. En este estudio, se desarrolld un
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) para  cuanlificar
prealbtimina y se aplicd para evaluar la recuperacion de nifos desnutridos. Se
evaluo la viabilidad del anticuerpo comercial por inmunodifusion vy se obtuvo un
estandar de prealbtmina purificando por slectroforesis e inmunoreactividad con
anticuerpos anti-prealbiimina. Se hizo una matriz de dilucién de suero contra el
primer anticuerpo y la maejor dilucion sirvié para establecer las condiciones del
ensayo. Se construyd la curva estdndar y cuantificé el contenido de
prealblimina en nifios desnutridos. Se evalud el CV intra e inter-ensayos y el
valor minimo detectable. Las condiciones del ELISA fusron antigeno 1:500,
primer anticuerpo 1:1000 y segundo anticuerpo 12000, La ecuacion de a curva
astandar fue Iny = 1.9832 In x - 3,951 vy el valor de R? = 0.976, El valor minimo
detectable fue de 0.014 mg/dl.. Los CV intra e inter-ensayos fueron 4.65% y
3,79%, respectivamente. Los niveles séricos de prealbamina de 17 nifos
desnutridos mostraron aumentos significativos entre el inicio y el final del
tratamiento. Con el uso de este indicador fue posible diagnosticar riesgo nutricio
eh lodos los nifos, en comparacion con el uso de fa albumina donde soio se
diagnosticaron 4. El ensayo de ELISA desarrollado mostrd ser sencilio,

confiable y de bajo costo.
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INTRODUCCION

Los indicadores bioguimicos mas utilizados en la evaltacion del estado
nutricio son las protaeinas totales, albumina y hemoglobina, Estos parametros
forman parte de los analisis clinicos de rutina al ingresar a un hospital, debido a
la facilidad y al costo accesible de las prugbas (Vasquez-Garibay, 2000),
Normalmente, estas proteinas se almacenan en gran cantidad en el cuerpo. Por
ello, un nivel bajo de cualquiera de ellas se presenta cuando el paciente ha
experimantado periodos prolongados de ingestion deficienie de proteina.

l.as protelnas utilizadas como indicadores de la desnutricion deben ser
muy sensibles a los cambios en la dieta, tener vida media corta y un tiempo
relativamente corto de sintesis (Potler y Luxton, 2002). La albumina ha sido el
indicador bioguimico mas utilizado para evaluar ¢l estado nutricio del paciente
desnutrido, Sin embargo, el decremento en los niveles séricos de esta proteina
solo se observa después de periodos muy prolongados de disponibilidad
inadecuada de nutrientes y en nifios con desnulricidon tipo kwashiorkor
(Toussaint, 2001).

La albumina tiene una vida media de 20 dias y los depdsitos corporales
son muy grandes, casi del 60% del total de las proteinas plasmaticas (Tortora y
Grabowski, 2000). Ademas de la prolongada ingestion deficiente de proteinas,
factores como s deshidratacion y enfermedades renales pueden disminuir su
concentracion plasmatica (Beck y Rosenthal, 2002).

La prealbumina en cambio, tiene una vida media de 2 dias, es también
sintetizada en el higado pero los depdsitos corporales son muy pequerios, por
lo que responde muy faciimente a la ingestion deficiente de proteinas v a ia
incorporacion de la misma a la dieta. La funcion de la prealbumina es el
transporte de tiroxina y del compigjo retinol-RBP (proteina unida a retinol), Los
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nivelas sericos de esta profelna se ven afectados s6lo por el consumo oronico
de alcohol y una dieta deficiente en proteina (Vélez-Salazar, 2001)

Los metodos desarrollados para la cuantificacion de prealbumina en la
actualidad, Involucran reacciones antigeno-anticuerpo. L.os productos formados
de la reaccion son medidos por furbidimetria en equipos muy especializados y
de alto costo (Bernestein y Ingenbleek, 2002). En nuestro pals, el juego de
reactivos comercial para la cuantificacion de prealblmina, es caro, Por ello, se
hace necesario desarollar un métode alternative, facil y confiable que permita
la cuantificacion de los niveles séricos a un precio mas accesible.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un ensayo de ELISA facil,
economico y reproducible, para cuantificar los niveles de prealbimina de nifios
en recuperacion de fa desnutricion, Se evaluaron algunas caracteristicas del
ensayo como la dilucion dptima de antigeno y anticuerpos, las variaciones intra
& inter-ensayos y la construccion de la curva estandar.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Se usaron anticuerpos anti-prealbumina humana (ADD02) preparados en
conejo, de DAKO (Copenhague, Dinamarca). lL.os segundos anticuerpos de
cerdo anti-lgG de conejo acoplados a peroxidasa (0398) fueron de DAKO
(Copenhague, Dinamarca). El TMB y el DAB fueron de Sigma (8t. Louis, EUA),
La prealbtimina se purificé como se describe mas adelante, Todos los demas
reactivos fueron de grado analitico de Aldrich (Milwaukee, EUA).

Prueba de los anticuerpos anti-prealbumina

l-sta prueba de actividad de los anticuerpos comerciales (AD002) se
realizo por difusion radial (Ouchterlony y Nilsson, 1878), Se cubrid un
portaobjetos de vidrio con agarosa al 1%, se dejo gelificar y se hicigron
perforaciones de acuerdo con la Fig, 1A, En el pozo central se cargaron 5 pL de
suero sin diluir de un sujeto aparentemente sano y en el resto de los pozos se
colocaron 5 pl. del anticuerpo sin diluir y en diluciones 10X, 50X, 100X, 500X,
Se conservo el gel dentro de una camara himeda por 24 h. Posteriorments se
seco y lavd el cubreobjetos, se ifid con azu! brillante de Coomasie R-250 por 5
min y se destind con una mezcla de etanol/dcido acético/agua por 5 min, 3
veces. Se elimino el excedente de humedad con papel filtro y se dejé secar.

Purificacion y analisis de la prealbimina estandar

Purificacion
Para obtener la preatbimina pura se hizo una separacion de proteinas

séricas por electroforesis de zona en agarosa (Carlstrém y Johansson, 1983).
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En una placa de vidrio de 10 X 10 cm, se cargaron 15 ml. de agarosa al 1%
(0. 1M Trig-HCIGly pH 8.6) v se hicieron 5 pozos horizontales cercanos a uno
de los lados. Se dejo gelificar y se cargaron 15 ul. de suero humano filtrada, en
cada pozo. Se corrio la electroforesis durante 1 h a 10 Viem en una camara
horizontal (Bio-phoresis BIO-RAD. Hercules, EUA), Se contd un pedazo del gel y
se fijo por 10 min en una solucion de TCA (acido tricloroacético) al 10% y 33%
de etanol. Con esto se observo la posicion de ta banda mas densa que es la
albtmina y se cortd todo el gel por encima de ésta, para eliminar la mayor
cantidad de albumina y otras proteinas que migran menos, El gel conteniendo ia
prealbamina (por ser la gue migra mas rapido), con residuos de albumina
principalmente, se homogeneizd con agua en un tubo cénico de 50 mL con un
homogengizador de tejidos (Tissue Treator Modelo 885370, Biospec Products
Inc, Bartlesville, EUA). Se dejé macerande por 4 h a temperatura ambiente,
Despues, se centrifugd a 3000 rpm por 10 min y se colectd el sobrenadante.

Se midio el volumen del sobrenadante y se diluyé con un volumen igual
de buffer de dilucién (0.2 M Tris-HCI pH 8.6). Una tira de nitrocelulosa
impregnada con 50 L. de anticuerpo anti-prealbimina humana (A0002 DAKO,
Copenhague, Dinamarca), secada con pistdia de aire, se colocd en una caja
petri de vidrio y se dejo incubando tods la noche con la solucidn conteniendo la
prealbumina aislada en el paso anterior. Al dia siguiente, se desechd el
sobrenadanie y se dieron 3 tavados a la membrana por 5 min con buffer de
lavado (0.1M tris-HCl pH 8.6, 1M NaCl). Se eluyd la prealbimina unida al
anticuerpo con buffer de citrato-HCI pM 3.0 por 4 min. La membrana se retird Y
lavo con buffer de lavado. El eluido se neutralizé inmediatamente con buffer de
fosfatos pH 9.3 y se concentrd 20 veces (SpeedVac SVC-100M, Savan
Instruments, Farmingdale, EUA). Por Gltimo, se cuantificd el contenido de
proteina por la técnica de Bradford (1978) v se denomind estandar de
prealbumina.
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Deteccidn por ensayo de manchas
Se hicieron diluciones 1X, 10X, 100X, 1000X y 10,000X del estandar de

prealbumina en buffer de incubacton y lavado de membranas (0.05M Tris-HCI
pH 7.2, 0.15M NaCl, 0.015M NaNj, 0.05% Tween 20%). Se cortaron tres tiras
de nitrocelulosa de 5 mm X 8 cm y se marcaron 6 pozos con espacio de 1 ¢cm
entre ellos. Se cargaron 2 ul de cada dilucion por pozo en dos tiras vy en la
tercera se cargaron 2 pl del primer anticuerpo, Cuando las membranas se
secaron, se cubrieron con 1 mil de buffer de blogueo (0.05M Tris-HCI pH 7.2,
0.15M NaCl, 0.015M NaNs, 2% Tween 20%) por 2 min sin agitacion. Después,
se eliming el buffer y se incubé con 1 ml del primer anticuerpo 1;1000 en la
membrana de prueba. La tira de nitrocelulosa que era el control negativo y la
gue tenla fijo el primer anficuerpo se incubaron con 1 mbl de buffer de
incubacion cada una. La incubacion se realizé por 2 h a temperatura ambiente y
con agitacion constante suave,

Trangcuirido este tiempo, se digron 3 lavados de § min con buffar de
lavado y se cargd 1 ml. del segundo anticuerpe ligado a peroxidasa 1:1000
(anti-lgG de conejo-HRP 0398 DAKO, Copenhague, Dinamarca) por tira, la
incubacion durd 1 h bajo las mismas condiciones que la anterior. Después de
este tiempo, se dieron 3 lavados con buffer de lavado y 2 con agua destilada
por & min,

Se preparé una solucion de DAB, disolviendo una pastilla de 3,3
Diaminonbenzidina (D-5905, St. Louis, EUA) en 15 mL de buffer de incubacion,
Se anadio la solucion de DAB a las tiras juntas en una caja petri de vidrio y en
el mismo momento se agregaron 12 pl. de perdxido hidrogeno como sustrato
para revelar, La reaccion se detuvo a los 30 min con lavados de agua deslilada.
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Construccion de una matriz de dilucion

El meétodo se desarrolld utilizando el suero estandar vy el primer
anticuerpo en diferentes diluciones para construir una matriz de dilucion. Una
placa de ELIBA se cubrié con 100 pl de buffer de carbonatos 0.1M pH 9.8. Se
cargaron 100 pl. del antigeno 1:250 en todos los pozos de la fila A y se hicieron
diluciones dobles seriadas con una micropipeta multiple, Se dejo incubando
toda la noche a 4 *C, Al dip siguiente, se aspird la placa con una bomba de
vacio para ELISA (ELISA Plate Washer, Corning 430473, EUA) v se bloqued la
placa con 100 ul. de proteinas de teche al 1% en buffer de lavado (Tris 0.1M
HCI pH 7.4, 0.05% Tween 20, 0.05% de rojo de fenol y 5 mM de NaNa) por 1 h.
Pasado este iempo, se aspird la placa v se digron 4 lavados x 3 min con buffer
de lavado. Se cubrié la placa con 100 ul de bufier de lavado y se cargaron 100
pl del primer anticuerpo 1:250 en todos los pozos de la columna 1. Se diluyd
seriadamente y se dejd incubar por 2 h.

Se aspird la placa y se dieron 4 lavados x 3 min con buffer de iavado. Se
incubd con un segundo anticuerpe (IgG de cerdo anti-lgG de conejo unido a
peroxidasa 0388 DAKO, Copenhague, Dinamarca) diluido 1:1000 por 1 h, Sa
aspiro la placa y se dieron 3 lavados x 3 min con buffer de lavado y 1 x 3 min
con buffer de fosfatos. Be agregaron 100 pl. de TMB en cada pozo v se detuvo
la reaccion con H804 1 M hasta que se desarrolld un color azul intenso. Las
absorbancias se registraron en un lector de microplacas (Microplate Reader
550, BIO-RAD, Hercules, EUA) en una longitud de onda de 450 nm.

Construccion de la curva esténdar

El estandar de prealbimina purificada se diluyd 1.1 con buffer de dilucion
y se cargaron 100 ul en dos pozos. Ef ensayo, se corrid siguiendo la misma
metodologia del paso anterior. Se graficaron los valores linealizados del valor
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medio de la absorbancia, contra la concentracion del estandar, para oblener la
ecuacion del modefo y cuantificar la concentracion de las muestras problema

(Plikaytis v col,, 1991).

Variacion intra e interensayos y analisis estadistico

Se corrieron duplicados del estandar y de lag muestras problema en
diferemes placas, La desviacion estandar se dividid entre el promedio de las
madiciones y &l valor obtenido se mulliplicd por 100 para obtener el coeficiente
de variacién (CV). El CV intra-ensayo se caiculd evaluando las réplicas de una
muestra @n la misma placa y el CV inter-ensayo observando el valor de las
réplicas obtenido en diferentes dias. La linealizacion y el analisis de Jos datos
fueron realizados con el programa de estadistica NCSS version 6.0.2.



RESULTADOS Y DISCUSION

Prueba de los anticuerpos anti-prealbumina

En el ensayo de inmunoprecipitacién en gel, las proteinas se difunden
alrededor del pozo v si el anficuerpo reconoce al antigeno, se formara un
precipitado, En Ja Fig. 1B se observa que hubo un reconocimiento entre el
anticuerpo comercial ¥ la prealbumina del suero utilizada. Asi mismo, se
observa gue el mayor reconocimiento se dio cuando ambas proteinas se
manegjaron con el mismo factor de dilucion, esto es 1,1, McCarthy y col. (1987),
compararon la cuantificaclén de prealbamina por inmunodifusion, un meétodo
inmunoturbidimetrico y por nefelometria. Los valores de las muestras fueron
muy similares entre [0s tres métodos, pero por inmunodifusion se registraron
valores mas altos, En nuestro estudio, la inmunodifusion, fue una techica de
gran ayuda para evaluar el estado actual del anticuerpo utilizado vy una
aproximacion de la relacion antigeno-anticuerpo mas favorable en el ensayo de

ELIGA.

E) volumen inicial de {a solucion de prealbumina obtenida fue de 6 ml. y
se concertréd hasta un volumen final de 300 pl.. Esta Ultima solucién contenla
0.037mgiml. ¢ 3.7 mg de proteina/dl.. Esio corresponde a 11 ug totales de
prealbimina en los 300 ub obtenidos. Si se considera un valor medio de 30
my/dL de prealbumina en un sujeto saludable (Splekerman, 1985}, el maximo
posible a obtener de log 60 yl. iniciales en la electroforesis, eran 18 g, Asl, el
rendimiento en el proceso de purificacidn fue de 62%.
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En e ensayo de manchas, la tira de nitrocelulosa que tenla fijado el
primer anticuerpo (196G de conegjo anti-prealbuming) dio positive al ensayo. Con
esto, se confirmd gue sl hubo un buen reconocimignte entre el primer vy
segundo anticuerpo (1gG de cerdo anti-lgls de conejo peroxidado). La tira que
era el control negative, no presentd ninguna mancha y la tira de nitroceiulosa
con &l eslandar adherido dio ligeramente positivo en el primer pozo, donde el
estandar estaba fijado sin dilucion, Con este resultado, se presume que la
concentracion de prealbamina del estandar es suficlente para ser detectada por
ELISA, técnica con una sensiblidad al menos 10 veces mayor que |a

inmunodeteccion en mambrana,

Matriz de dilucién
En la Tabla 1 se muestran los valores de absorbancia con respecto a las

diuciones seriadas de antigeno y primer anticuerpo. El valor mas allo de
absorbancia (0.728) se observd en la dilucion 11000 del suero y primer
anticuerpo. Este resullado concuerda con la inmunodifusidn radial, donde al
utilizar un mismo factor de dilucion la respuesta es mas fuerte. Por lo tantg, con
este resullado se establecieron lag condiciones del ensayo de ELISA para
construir la curva estandar, antigeno 1:500 y primer anticuerpo 1:1000. Esto
considerando que los niveles de antigeno pueden estar disminuidos en la

desnutricidn,

Curva estandar

I ensayo de ELISA fiene un comporlamignto de tipo sigmoidal
(Deshpande, 1906), es por elio gue se tiene que hacer un ajusie o
fransformacion a los  datos del suero estandar para linealizar su
comportamiento.  Plikaylis vy col.  (1881), hicieron  varioz  fipos  de
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transformaciones a un ensayo de ELISA para cuamniificar los niveles de
anticuerpo de Neisseria meiningitidis v observaron que al realizar un ajusie
logistic-log de 4 parametros, los dalos del ensayo tenian un coeficiente de
variacién menor del § % y un valor alto de R,

El Centro para el Control de Enfermedades ofrece de manera gratuita un
software para el ajuste de los ensayos de ELISA (Plikaytis, 1996), Sin embargo,
para operar el software es necesario haber capturado los dalos en un lector de
ELISA cuyo software sea compalible con el programa computacional, No se
pueden analizar datos que no hayan sido capturados de esa forma, lo cual es
una desventaja, En nuestro ensayo hicimos un ajuste lingal mas sencillo, la
linealizacion log-log de los dalos de absorbancia y de concentracion del
estandar (Fig, 2). E} ensayo tuvo un valor de R* = 0.576 y la ecuacion fue: Iny =
1.8832In x - 3.851. Con esta scuacidon fue posible obtener la concentracion de
las muestras problama.

Considerando la concentracion del estandar v las diluciones en que se
manejo, el limite minimo de deteccion fue de 0.014 mg/dl.. Este valor es mas de
300 veces mayor a los 5 mg/dL considerados ya un riesgo nutricio para el
paciente (Beck y Rosenthal, 2002),

Variacion intra e inter-ensayo
Los coeficientes de vartacion del ensayo desarrollado estuvieron por

debajo del 5 %, El CV intraensayo tuvo un valor promedio de 4.65% en 8
réplicas y en el iMterensayo se tuve una variacion del 3.79% en 8 réplicas de 4
dias diferentes, Estos valores, roflejan la precision y reproducibilidad del ensayo
de ELISA Los coeficientes de variacién son mas bajos que los obtenidos por
Vatassery y col. (10871}, en un ELISA para la cuantificacion de la misma
proteina en liguido cefalorraguideo y suero,
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Muestras problema
Se evalud la concentracion sérica de prealbumina de 17 nifios

hospitalizados por desnutricidn, En la Tabla 2 se muestra el aumenio gradual de
los valores séricos de prealbumina a traves del tiempo. Al comparar los
promedios obtenidos cada semana, se observan diferencias significativas entre
el valor al inicio del tratamiento v la segunda semana (p = 0.027). A pantir de la
lercera semana el tamafio de muestra disminuyd y no fue posible observar en
promedio ningun aumento significativo. Sin embargo, de manera individual si se
notd el cambio, Por gjemplo, en Jos casos de los nifios 1, 5, B8y 12 el aumento
fue significativo hasta la tercera semana. Pero, para la cuarta semana
solamente los nifios 8 y 12 continuaron con dicho aumento, lo cual ho sucedid
von el nifio 1.

Con este indicador bioguimico, fos 17 niflos fueron diagnosticados en
riesgo nutricio al inicio del estudio, tal y como lo hablan sido con el puntaje Z de
peso para la talla, Sin embargo, la evaluacidn basada en los niveles de
albumina solo permitid diagnosticar a 4 nifios, aguellos gue padectan
kwashiorkor, De igual forma, Potter y Luxton (2002), cuaniificaron prealbuimina y
albumina sérica a 124 pacienles que ingresaron a un hospital canadiense. £| 24
% de los sujetos evaluados con la prealbumina padecian desnutricion, mientras
que con la cuantificacion de albamina, solo el 12 % de ellos fueron detectados.

En Mexico, ne existe ningdn estudio donde se haya evaluado la
prealbimina como un indicador del diagndstico y de la recuperacion de la
deshutricion. Esto puede deberse a gue la cuantificacion de albumina es mucho
mas sencilla y econdmica que la preaibumina, ademas de que la albumina esta
establecida como un analisis clinico de rulina, Sin embargo, en olros palses
como Canada y Estados Unidos, se han hecho estudios para demostrar la
ulilidad de la prueba en la evaluacion y recuperacion nutricia. Ast mismo, con
ella se logran reducir costos de tratamiento y tiempo de hospitalizacion
(Bernestein y Ingenblesk, 2002).
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EL juego comercial de reactivos para la cuantificacion de prealbuming
(PA 2473 RANDOX) liene un costo de $4,500 pesos y permite realizar 50
ensayos. Comparado con la techica de ELISA agul desarrollada, el primer
anticuerpo utilizado en el ensayo liene un costo de §2,892 pesos y permite
realizar &l menos 1000 ensayos con tas condictones que se establecieron en el
laboratorio. El segundo anficuerpo s un poco menos carp porque no es
especifico. Asl también habria que considerar costos de los ofros reactivos vy de
las placas de ELISA. Aun asl, el ensayo de ELIBA desarrollado en el
laboratorio, resulla una alternativa economica y de facil aplicacion para la
cuantificacion de la prealbumina en nifios desnutridos.

CONCLUSION

[:I ensayo de ELISA desarrollado en este trabajo mostrd ser un método
confiable, sencillo y economico para cuantificar prealbumina en suero. La
deteccion y cuantificacion de concentraciones muy bajas de prealbimina,
convierten a esta prueba en ung buena herramienta para la evaluacion inicial v
el seguimiento de nifios desnutridos,
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Figura 1. Inmunodifusion radial en agarosa de anticuerpos anti-
prealbiimina, contra suero humano. A. arregle en que se hizo la
difusién, con los anticuerpos anti-prealbimina en el pozo central y un
suerc humano dituido a) 1:X, b} 10x, c) 50x, d) 100x y &) 100x, airededor,
B: ge! con &l inmunoprecipitado formado enfre el anticuerpo v el suero

dilvide 1:1, en el pozo a).
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Tabla 1, Matriz de dilucién de prealbiimina en suero humano y de los
anticuerpos de conejo anti-prealbimina humana,

Dilucion del suers humano

Diluecion del
primer anticuerpo 500 1000 2000 4000 8000 1GDDD 32000 64000

500 0,678 0.648 0654 0623 0497 0456 0388  0.304
1000 D721 0.Y28F Q0676 0B8 04671 0508 n43  0.332
2000 0752 Q709 0645 0603 05684 0522 0432  0.538
4000 0742 0653 D688 0886 0533 0484 0443 0325
goon D.es2  0.58 0524 0467 0473 0444 0386  0.303
16000 (L5B2 0484 0548 0416 0387 0371 0321 0275
32000 0438 0387 0373 04324 0309 0294 0.269 022

64000 0.317 0264 0259 023 0287 0198 0182  0.186
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Tabla 2. Concentracion sérica de prealbuming (mg/dl) de nifos
desnutridos durante el tratamiento nutricio con respecto al tiempo,

Semanas en tratamiento

Nifio inicio 1 2 3 4 ] ] T
1 3,24 877 7.54  14.80 1470 15.30

2 1.48 388 477

3 1.48 6.00

4 2.11 448 B.61

5 1.48 1144 1317 15.04

6 10.75 1460  18.20

7 5 28 10,77 11.86

8 12,18 1500 2700 3200 41.33

9 7.31 16,00 2500

40 13,80 25,80

11 5,85 16,79 16.74

12 541 667 1080 1281 1570 2674 2610  2B.33
13 1347 14.03  14.65

i4 13,58 567 1867

18 16.50 19,74

16 7.18 1360 1836

17 8.60 1041 13,90
promedio 757 ° 1220°  14.85° 18.63° 23.91° 2052° 261° 2833°

Literales distintas entre columnas indican diferenclas significativas, p=0.08,



o
¥y = 1.9832 Inx - 3.951
R* = 0.0766

Ln Concentracién

-1.8 2R

Ln Absorbancia

Figura 2. Curva estindar de prealbimina obtenida en el ELISA. la
prealbumina purificada en concentracion de 0.037 mg/mi se diluyo
serladamente y se incubo con los anticuerpos comerciales anti-
prealbumina (1;1000), seguidos de anticuerpos de cerdo anti-lgG de
conejo peroxidados (1.2000) v se detectd el color desarrollado por el
cromogeno de la TMB a 450 nm.
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RESUMEN

El tratamiento con farmulas modulares recomeandado por la OMS para la
recuperacion de niftos desnutridos, ha reducido la mortalidad en los hospitales,
l.a leche desnatada en polvo es la fuente proteica recomendada, sin embargo
en algunos casos los nifios no toleran la lactosa o presentan reaccion alérgica a
astas proteinas. [En asos casos, la proteina de soya medificada podria ser una
buena alternativa al uso de proteinas lacteas. Fl objetive del estudio fue
comparar la eficiencia de la proteina de soya modificada enzimaticamente como
alternativa a las proteinas de la leche durante la recuperacion intrahospitalaria
de nifios desnutridos, Se dio tratamignto con formulas modulares a dos grupos
de nifios desnutridos graves y se evaluaron parametros antropométricos vy
bioguimicos. El tlempo promedio de tratamienito en el grupo alimentado con
protelnas de leche (h = 12) fue de 18 d {DE = 11 dj, con una ganancia diaria de
13.7 g/kg de peso cotporal (DE = 7.5 giko/d) v puntaje Z de pesoftalla al final
del tratamiento fue de -1.44 (DE = 0.82). En el grupo alimentado con proteinas
de soya (n = B) el tiempo promedio de tratamiento fue de 13 d (DF = 4d), con
una ganancia diaria de 8.0 g/kg de peso corporal (DE = 3.52 g/kg/d) v pumaje Z
de pesoftalla al final del tratamiento de -1,34 (DE = 0.82). Al final de los
fratamienios, se observé un aumento significative (p<0.05) en todas las
variables antropometricas, Las proteinas totales y albimina no registraron
cambios a excepcion de los niffos con kwashiorkor. La prealbumina fue e
indicador méas sensible del grado de desnutricién y de la recuperacion. La
recuperacion de los nifios con la formula con proteina de soya fue tan eficiente
como la de los alimentados con protefnas de leche. L.a proteina de soya es una
excelente allernativa en casos de alergia o infolerancia a las proteinas lacteas.
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INTRODUCCION

El Hospital Infantil del Estado de Sonora (MIES) es un centro de atencidn
regional. En los dltimos 10 anos, un 3% de |os casos alendidos fueron nifios
con desnutricion grave, la mayoria provenientes de familias jormaleras de bajos
recursos  economices. ki tratamiento nutricio  utilizado para  recuperarlos,
consistid en férmulas infantiles convencionales con protelhas lacteas, afadidas
con migl y aceite para aumentar su contenido energético (Bolafios vy col., 2004).
Tal forma de tratamiento nutricio no es el mas adecuado, puede alargar la
estancia hospitalana y repercutir en el estado nutricio del nifio,

Aun en los palses mas desarrollados, los pacientes desnutridos
deterioran sy estado en el hospital, a veces fatalmente, debido a problemas en
su manejo clinico (Edinglon y col,, 2000, WHO, 2002). Para reducir la
morbimontalidad relacionada con desnutricion, es muy importanie mejorar el
soporte nutricio en log hospitales (De Regll y Calderén de la Barca, 2004), En
estos casos, la Organizacion Mundial de la Salud {OMS) recomienda el uso de
dos foérmulas modulares con diferente aporte energético y que pueden ser
ajustadas a los requerimientos de cada nifio. Estas formulas se preparan con
ingredientes comerciales y las proteinas provienen de leche en polvo (WHO,
1999),

La proporcién v fuente de proleinas en las formulas infantiles, juega un
papel muy importante en la recuperacion del nifio desnulrido. Ademas del
requerimiento de aminoacidos muy alto en la infancia, & nifio desnutrido
reguiere una cantidad adicional para la recuperacion rapida de los iejidos
afectados por su estado. Entre éstos, la mucosa del tracto gastroiniestinal, uno
de los tejidos corporales de mayor recambio, se ve atrofiada, limitando ho sélo
la digestion y absorcion de proteinas (Toussaint y Garcla, 20009, siho
permitiendo el transito de moléculas completas, lo que puede inducir alergias.
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Asl mismo, el uso de leche entera en polvo en las formulaciones, puede inducir
diarrea osmotica por ta presencia de lactosa {American Academy of Pediatrics,
1998).

FPara el tratamiento nutricio de nifios con malabsorcion intestinal, alergias
0 intolerancias por causas diversas, se usan las formulas enterales, En el
mercado internacional hay varias de estas formulaciones y an algunas de ellas
las fuentes de aminodcidos son proteinas de leche de vaca hidrolizadas
{Castillo y col,, 2002). Hasta Ja fecha, s6lo se han comercializado dos o tres
productos de este tipo con proteinas de soya hidrolizadas (Nestlé y Milupa),
Dichas formulaciones son para tratar diversas patologias pero no especificas
para el tratamiento de niflos desnutridos. Ademas de ser muy caras, mas de
tres veces el coslo de las formulas infantiles convencionales en los paises
desarrollados, no se producen en los paises emergentes, por lo cual se
importan, incrementandose aun mas el costo. En el caso de la desnutricion, se
requiere de ellas principalmente en estos (imos paises gue son en donde se
dan las mayores tasas de desnutricion infantil,

Las férmulas con proteinas hidrolizadas son de facil absorcion e
hippalergénicas. Bin embargo, durante la hidrdlisis, se pueden perder
aminoacidos esenciales; mas aun cuando se rata de proteinas de soya, que
son limitantes en aminoacidos azufrados. Diversos autores (Calderon de la
Barca y col., 2000, Wall, 2004, Slle y col., 1987, Kimura y Arai, 1888), después
de hidrolizar la profeina de soya también usando tecnologla enzimatica, le han
unido covalentememte metionina, en un proceso llamado  modificacion
enzimatica. La calidad de tal proteina modificada para la recuperacion nutricia,
ha side probada en modelos animales de desnutricion, con muy buenos
resultados,

De Regll y Calderon de la Barca (2004), adecuaron las formulas
recomendadas por la OMS (1898) para la recuperacién nutricia de los
desnutridos, con la proleina de soya modificada e ingredientes locales.
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Probaron esta formula en cuanio a propiedades sensoriales, funcionales y
reoldgicas, asi como calidad sanitaria, También comprobaron que su
aceptabilidad fue mejor que la de una formula infantil comercial (Peptamen JrE)
con composicion similar, pero con proleinas de leche de vaca hidrolizadas. La
calidad nutricia de la proteina de soya modificada la encontraron comparable a
la de la caselna e incluse mejor que ta del aislado de soya con metionina libre,
en la recuperacion de ratas desnutridas. Por ello, sugirieron su uso como
ingrediente alternativo en las formulas enterales para el tratamiento de la
desnutricion infantil.

En el presente estudio, se ulilizaron las férmulas modulares
recomendadas por la OMS con proteinas lacleas y las de soya modificada
propuestas por De Regil y Calderon de ia Barca (2004) para dar tratamiento
nutricio a nifios con desnutricion grave internados en el Hospital infantit del
Estado de Sonora (HIES). Se compard {a eficlencia de la proteina de soya
modificada enzimaticamente como fuente alternativa de la protelna de leche

durante la recuperacion,
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MATERIALES Y METODOS

Material & ingredientes

La protelna modificada de soya se obtuvo a partir de aislado de soya
Supro 500E (The Solae Company de México). lLas formulas modulares se
prepararon con concentrado proteico de leche de vaca (Alapro 4420, NZMP
Limited, Nueva Zelanda) o proteina modificada de soya, premezcia de vitaminas
(donacion de Roche México), premezcla de minerales (Spectrum Chemical Mg
Corp, Kansas City, E.U.A.}, goma tara (donacion de Transformadora Agricola,
D.F., México) y lecitina de soya liquida (Pronat Ultra). Se usaron ademas.
azucar, aceite de malz (La Gloria) del mercado local y saborizante artificial de
vainilla (Castells, D.F., México). Todos los reactivos para la modificacion
enzimatica de la proteina de soya y la evaluacion bioguimica, fueron de grado

analitico.

Obtencion de |a proteina de soya modificada enzimaticamente ( F1-10g)

Concentrado de enzimas
Para hidrolizar la proieina de soya, se prepard  1ih  concentrado

enzimatico de pancreas porcino (CEP). Se le hicleron modificaciones al método
antes aplicado en el laboratorio (Calderon de la Barca y col., 2000) en las
etapas de purificacion y activacion de zimbgenos.

Se partid de pancreas frescos donados por la planta procesadora Alpro,
3.A. (Hermosillo, Sonora, México). Estos se tfransportaron en higlo a! laboratorio
para mantener ia estabilidad del tejido. Para oblener el concentrado enzimatico,
& los pancreas se les retir lodo el tejido graso y el conectivo visible, Después,
se licuaron con 2 volimenes de H;S0,4 0.125 M frio y se dejaron macerando

toda la noche en un cuarto frio (4 °C).
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Al dia siguiente, & macerado se paso por up fitro hecho de varias capas
de fela. El filtrado se recuperd y el ratenido se licud nuevamente con 1 volumen
de H;50, 0125 M frio v se pasd nuevamente por el fitro, Todo el filtrado
obtenido se centrifugd a 3000 rpm y 4 °C por 30 min para eliminar la mayor
cantidad de grasa posible v se recuperd el sobrenadame. Posteriormente éste
se ultrafiltrd usando membranas en espiral con cortes de 50 y 10 kDa
(Prep/Geale TFF Milipore), Se recuperd la fraccion entre 50 y 10 kDa,
concentrandose a 300 ml/ky de pancreas procesado. Se ultradiafittrd con buffar
Tris-HCI 0.1M pH 8.0, hasta alcanzar un pH de 7.0. Finalmente, para activar el
concentrado, se agregaron nuave volumenes de solucidon Tris-HCI 0.1M pH B.0
con CaCly 0.25 My se adiciond 20% v/v de tripsina exogena (1 mg/ml). El CEP
activo se hizo pasar a través de una membrana de 10 kDa para eliminar los 9
volumenes de buffer. Este concentrado se secd mediante liofilizacion (Virtis
sentlr, Freezemobile 1251.) y se determind su actividad enzimatica de acuerdo
a la técnica de Oppert y col, (1987),

Hidrolisis enzimatica

Bl aislado de soya se hidrolizd enzimaticamente bajo las condiciones
establecidas por Calderdn de {a Barca y col. (2000). Estas fueron: aislado de
soya al 4% plv, relacton enzima/proteina en aislado de soya al 4% p/ip, pH 8
(mantenido con NaOH 2 N}, 3 hy 50 °C en bafo de agua. Una vez terminada la
hidrolisis, el proceso aplicado al hidrolizado se disefado ex profeso para esta
lesis,

El hidrolizado se ultrafilré con membranas en espiral con corles de 50,
10y 1 kDa (Prep/Scale TFF, Milipore, Bilierica, EUA} v se colects la fraccion
entre 1 v 10 kDa (F1-10), libre de enzimas. Esta se conceniré hasta
aproximadamente un 20% de sodlidos totales {principalmente proteina), gue
corresponden a 20 "Bx en un refractometro (ABBE refractometer American
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Optical Corporation, Bufalo, EUA). La F1-10 se aimacendé en frascos plasticos a
-20 °C hasta el proceso de enriguacimiento enzimatico con metionina,

Sintests enzimatica, ultrafiltracion y secado

Al volumen total de la fraccion liguida (F1-10) se le anadid glicerol hasta
tener una concentracion final de 3 M y 0.0566 g de metil-éster de melionina
(Sigma Chemical Co. 5t Louis, EUA) por gramo de hidrolizado, de acuerdo a la
recomendacion de Calderon de te Barca y col. (2000). La enzima quimiotripsina
{Sigma Chemical, Co, 8T Louis, EUA,) se afadid en una relacidn con el
sustrato 1/100 p/p. La reaccion se llevd a cabo a pH 7 y 37°C durante 3 h en
baio de agua con agitacion constante. Transcurrido el tiempo de reaccion, se
inactivo la enzima en bafio de agua a 80 "C por 30 min. La fraccion enriquecida
(F1-10g) se ultrafitradialfiltré (Prep./Scale TFF Milipore, Billerica, E.LJA) con
membrana en espiral de corle de 1 kDa para eliminar el glicerol, los
aminoacidos libres escindidos y ef metiléster de metionina que no se unid.
Finalmente, la fraccion se secd en un liofilizador (Virtis Sentir, Freezemobile
1281, Nueva York, E.LLA.),

Analisis proximal
El analisis proximal, se realizé de acuerdo a los metodos aprobados por

la AOAC (1880), para humadad (met. 4.934.01), cenizas (met. 842.05) v grass
(met. 4.820.39). & contenido de nitrdgeno se cuantificd con un analizador de
nitrogeno (LECO PF 528, 8t Joseph, E.U.A)), de acuerdo al método $90.03, de
la ADAC (1980). Este ultimo se registrd como proteina total o cruda, usando el
tactor 6,25,
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Composicion de aminoacidos

El analisis de aminovacidos se hizo por cromstografia liquida de alta
resolucion (Vazquez v col., 1985). Para la hidrolisis &cida se pesaron entre 2y 3
mg de muestra en tubos capllares para microondas. Se les agregaron 30 pl. de
HCI 6 N vy se colocaron en chaguetas de digeslion (Vapor Phase Myrdolisis Kit,
CEM Co., Mathews, E.UA). A éstas se les afiadié 5 mL de HCL 6 N y se
Introdujeron a un horno de micreondas CEM model MDS-2000 (Microwave
Sample Preparation System, CEM Co., Matthews, E.U.A). La digestién por
microondas se hizo en cinco atapas. Las condiciones de presion y tiempo en
cada etapa fueron de 20 psi por 10 min y 100 psi por 8 min. Despueés de
digeridas, las muestras se secaron en ambiente de nitrégeno por 10 min.

Las muestras digeridas se resuspendieron en 1 mL de buffer de citrato
de sodio 0.2 M pH 2.2 vy se almacenaron a 4*C hasta su uso. De esta solucion
s tomaron 100 ul y se mezclaron con 40 pl de estadndar interno, llevandose a
1 mL con el buffer de citrato de sodio. Para la inyeccion de las muestras en el
cromatografo se mezclaron 260 pl de la solucidn anterior vy 250 ul de OPA
(Orto-oftaldehido) como agente derivatizante. Esta mezcla se hizo pasar a
traves de un Tiltro acuoso (Millipore, Billerica, £.U.A) de 0.22 pm, Despuds de 2
min de reaccion, la muestra se inyectd en el cromatdgrafo (Varian mod, 9010,
Palo Alto, E£,U.A.).

Para la separacion de los aminoacidos a los diferentes tiempos de
retencion se empled una columna en fase reversa Microsorb Shortone Tm-1007
de 10 cm de largo y 4.6 mm de diametro. Como fase movil se utilizd un
gradiente de buffer de acetatos/metanol. Para cada muestra se utilizd un
estdndar de aminoacidos y un estandar interno de acido w-arninobutirico,
ambos en una concentracion de 0.05 pM/mi. La deteccidén de los aminoacidos
derivatizados se realizd mediante un detector Varian Fluorichrom Il con tampara
de deutetio, a una velocidad de 1.5 ml/min. La corrida de las muestras se
realizé a 25-27°C por 30 min y el analisis de los cromatogramas se hizo con el
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programa computacional Star Chromatography Software 4.0 (Varian Associates
Inc, Palo Alte, E.UA)

Pollacion
Se trabajd con dos muestras independientes de nifios desnutridos

internadas en el HIES. En ambos casos los nifios debian cumplir con los
siguientes criterios de inclusion: ser menores de 2 anos, tener un diagnostico
clinico de desnutricidn en segundo o tercer grado de acuerdo al indicador
pesoftalla, presentar un balance hidrolitico adecuado e infeccion controlada.

Protocolo de alimentacion

Un grupo de infantes fue alimentado con formulas modulares preparadas
con proteinas de teche y el ofro grupo con proteina de soya modificada
enzimaticamente, preparada ex profeso para este estudio como se describié
anteriormente. Para ambos grupos se siguid el mismo protocolo  de
alimentacion. En base a las recomendaciones de la OMS (1989) para el
tratamiento de la desnutricion y al trabajo combinado con el personal médico del
hospital, se prepard diariamente y de rmanera individual la formula modular F-
100 6 F-75, En cada caso se adecud el conlenido proteico y caldrico en base al
peso corporal en kilogramos del infante. En fodos los casos se inicié con 3 g de
proteina y 160 keallkg de peso corporal/idia, De acuerdo a la evolucion del
paciente y la ganancia de peso, estos requerimientos se fusron incrementando
hasta llegar & un maximo de 5 g de proteina y 200 keal/kg de peso corporal/dia.
Este estudio fue aprobado por los comités de ética del Centro de Investigacion
en Alimentacion y Desarrollo, AC y del Hospital Infantit del Fstado de Sonora,



Ingredientes de las formulas
Para las formulaciones se utilizaron: proteinas de leche en polvo o

proteinas de soya modificadas enzimaticamente (F1-10g), azlcar, aceite
comestible de maiz, leciling de soya, goma lara, premezcla de vitaminas,
premezcla de minerales y agua purificada. La via de administraciéon de la
formula dependio de la condicidn clinica del paciente, pero siempre se procurd

la via enteral (sonda nasogastrica u oral).

Preparacion in situ de la formula modular

n la sala de preparacion de férmulas disenada y equipada en el HIES
{(Calderon de la Barca y col., 2004) se elaboraron las férmulas modulares F-100
6 F-76. Estas se prepararon de acuerdo a las condiciones descritas por De
Regil y Calderon de la Barca (2004). Las cantidades de los ingredientes
utilizadas se muestran en la Tabla 1. El contenido energético de ta formuia -
100 con proteinas de soya modificada, fue 20% menor que el aportado por la
formula  con  concentrado de protelnas  ldcteas. La  eficiencia de la
pasterurizacion por microondas se probé haciendo un andlisis microbioldgico
para detectar mesofilos aerobios, coliformes totales, levaduras, hongos y
Salmonella segin la norma NOM-131-85A1-1985 (Secretaria de Salud, 1997).

La formula se distribuyd en vasos estériles dependiendo del nimero de
tomas al dia del paciente. Estos se efiquetaron con el nombre del pacignte,
numere de cama y hora de administracion y se dejaron en el banco de feches
del HIES para que el personal los entregara a cada paciente.

Osmolalidad
En un osmometro (Vapro Wescor, Logan, E.U.A) se determind la

osmolalidad de las dos formulas F-100 preparadas en el hospital y de otra
formula preparada bajo las mismas condiciones pero utilizando leche entera
desnatada en polvo. Los valores se reportaron en mOsm/kg.
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Evaluacion antropométrica
Al inicio de cada semana y al final del tratamiento, se midieron las

variables antropométricas de peso, talla, circunferencia cefdlica v de brazo
(Gibson, 1980). Con el peso y |a talla se calculd el puraje Z del indicador
pesoftalla en el programa Epl tnfo 2000, utilizando como referencia los datos
publicados por el NCHS/WHO (WHO, 1978). De acuerdo al valor obtenido v a
los puntos de corte indicados por {®8 norma oficial NOM-031-85A2.1999
{(Secretaria de Salud, 2001), se clasificd el grado de degnutricidn del nifio.

Evajuacion biogquimica
Al inicio de cada semana y al final del tratamiento se cuantificaron los

indicadores  bioguimicos:  hemoglobina, proteinas totales, albOmina vy
prealbOmina. Los tres primeros fueron analizados por el laboratorio de andlisis
clinicos del HIES y ia prealbOmina se cuantificd por un ensayo de ELISA
desarrollado ex profeso (Ruvalcaba y Calderon de la Barca, 2004).

Analisis estadistico
Se realizaron estadisticas descriptivas de las variables antropomeétricas v

bioguimicas cuantificadas. La comparacion de las variables antropométricas y
bioguimicas al inicio y final del tratamiento para cada grupo se realizd con la
prueba de t de Student pareada para datos parameétricos y la prueba de
Wilcoxon para no paramétricos. Para ello se utilizd el paguete estadlistico NCSS
version 6.0.2 con una probabilidad de error menor o igual a 0.05,
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RESULTADOS Y DISCUSION

Modificacion enzimatica

Obtencion del concentrado enzimatico

Se obtuvo un concentrado enzimatico de pancreas porcing con actividad
de tripsina de B.65 x 10° y de guimotripsina de 4.09 x 107 g p-
nitroanilida/min/mg. Estos valores fueron mayoras que o oblenido previamente
an el laboratorio (Calderdon de la Barca y col., 2000). Dicho aumento, se debid a
las modificaciones realizadas a los procesos de purlficacién y activacion. kEn el
primero, se sustituyeron las etapas de precipitacion con sulfato de amonio y
diafiltracion por centrifugacion y ultrafitracion. Con ello se redujo el tiempo de
obtencidbn v los zimogenos resultaron poco afectados por estar menos
expuestos a la temperatura ambiental vy a menor ndmero de etapas de
extraccion.

En el procese de activacion de zimogenos el calcio actta como un
cofactor. Se une al sitio active y modifica la estructura de los zimogenos. Se ha
observado en experimentos in vivo que a concentraciones extracelulares allas
de este ion, el tripsindgeno se activa dentro del pancreas amnles de ser
excretado vy produce la degradacion del iejido muscular (Kruger y col., 2000), Es
por esto que al aumentar la concentracion de cloruro de calcio de 0.10 M a 0.25
My diluir en 8 volumenes mas durante la activacion de zimogenos, se obtuvo

Una mayor actividad proteolitica final.

Obtencion de la proteina de soya modificada enzimaticamente

La composicion proximal del concentrade proteico de soya enriquecido
con Met, en base hameda fue: 87.25% de proteina, 3.24% de hidratos de
carbono, 2.0% de lipidos y 1.48% de humedad. La cantidad de proteina del
aislado inicial era de B4.83%. LLa modificacidn enzimatica la aumentd en un
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2.42%. Hasta ahora, la modificacion enzimatica en el laboratorio se habia hechp
a partir de pasta de soya (Calderon de la Barca, 2000, De Regil y Calderén de
la Barca, 2004, Wall y col. 2004). Con este trabajo, se observé que al utilizar
aislado comercial como materia prima inicial, aunque se incrementan los costos,
los rendimientos son muy buenos (20% de la fraccién F1-10) y se espera mejor
calidad nutricia debido a gue no contiene carbohidratos complejos de digestion
dificil. Asi, cuando se trabajaba con pasta, se llegaba a un producto con 688% de
proteina, muy por debajo del 87% obtenido en este estudio.

En la Tabla 2 se presenta el perfii de amincacidos de la fraccion
enriquecida y se compara con la recomendacion para lactantes basado en
leche materna (FAQ/MWHO, 1991), con la composicion de aminoacidos de la
leche de vaca y la del aislado de soya sin modificar. La concentracién final de
aminodécidos azufrados en el ingrediente proteico modificado fue de 5.08 g/100
g de proteina, con lo cual se cubre el requerimiento de 4.2% de los lactantes
(FAOMWHO, 1981). La concentracion de los aminodcidos Phe, Tyr vy Leu
disminuyo en la fraccion enriquecida con respecio al aislado de soya sin
modificacion, Sin embargo, el valor de la calificacion quimica de la proteina de
soya s& mejord de 60 a 80%.

El porcentaje de metionina unido fue de 3.85% y resulté menor al 5,05%
reportado por De Regil y Calderdn de fa Barca (2004). Esto probablemenie se
debio & que el hidrolizado se concentrd por ultrafiliracion sin Hegar a secarse,
sino que se hizo la sintesis con un 20% de susirato, en lugar del 30% usado
antes. £l no haber obtenido un porcentaje tan alto de union de metionina, se
compensa con el ahorro en tiempo, costos de secado y rendimiento mayor. Asi
mismo e elimind el riesgo de hacer menos biodisponibles los amino4cidos
come la lising, que se altera por las altas temperaturas empleadas en el
secador de espreas. kn otro estudio, Calderdn de la Barca y col, (2000),
lograron la union de un 3.2% de metionina, valor muy similar al del presente
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trabajo, sin embargo utilizaron una mayor concentracion de metil éster de
metionina por gramo de solido {0.076 g Met/y).

Tratamiento intrahospitaiario de nifos desnulridos

Caracteristicas de la poblacién
Se incluyeron 17 nifios en total, 12 fueron alimentados con proteinas de

leche y b con proteina de soya modificada. El tamaiio de muestra enire grupos
no pudo ser igualado debido a que en el perlode comprendido entre junio v
octubre del 2004, se observd una notoria disminucion en el ingreso de nifos
desnutridos al HIES, De hecho a fravés del tiempo los casos de desnutricion en
hifios menores de 2 afies ha disminuido v la poblacion a la que se atiende en el
hospital ha cambiado.

En los oltimos afos se han tratado en el HIES principalmenie hijos de
padres jornaleros migranies (Bolafios y col., 2004). Actualmente, la baja
asistencia de eslos nifos se debe al cambio en las condiciones de contrato de
los jornaleros. Los duefos de algunos campos (como los de Pesqueira)
prefirieron contratar hombres sin famifias. Sin embargo, con estos cambios se
presentaron problemas de violencia y alcoholismo en los campos, por lo que
algunos de los patrones estan contratando nuevamente a jornaleros con familia
(comunicacion personal, Dra. Isabel Ortega, CIAD). La escasa afluencia de
nifos desnutridos al HIES, no solo podria explicarse por lo mencionado
anteriormente sino que ademas en algunos campos agricolas, se implemento el
programa social de abasto OPORTUNIDADES. Este programa brinda apoyo en
educacion, salud, nutricion e ingreso a las familias gque viven en extrema
pobreza (wwwprogresa.com.mx). FPor todas estas limitantes, se amplio al

P

criterio de inclusion y se trabajo con nifios que fueron hospitalizados por
desnutricion primaria y con cualquier grado del padecimiento, para el
tratamiento con proteina de soya modificada.



El grupo de infantes alimentados con proteinas de leche se conformé de
7 nifies y 5 nifias con una edad promedio de 12.5 meses (& 7 meses), De
acuerdo al indicador de pesoftalla, 10 de ellos presentaron desnutricion de
segundo grado y 2 de tercer grado, tipo kwashlorkor, al ingresar al hospital.
Todos los nifios pertenecian a familias de bajo nivel sociceconomico. Los
padres de 11 de ellos eran jornaleros empleados en campos agricolas de la
Costa de Hermosillo y sdlo 1 de ellos originario de Hermosillo se dedicaba a la

albanileria,

Tratamientos
k| tiempo promedio que el grupo de infantes alimentados con proteinas

lacteas estuvo en rehabilitacion fue de 18 dias (¢ 11 dias). Este tiempo fue
menor que los 31 dias que permanecian antes para tograrlo, de acuerdo con (os
registros en los afios 1985 - 2001 del mismo HIES (Bolafios y col., 2004), Los
pacientes tuvieron una ganancia promedio de peso de 13.72 g/ko/d (+ 858
g/kg/d), mayor a la sefalada por Bhan y col. (2003), de 10 grkg/d. La mayoria
acepto la via oral sin ningan problema. Solamente 5 infantes iniciaron la
alimentacion con sonda nasogastrica, pero al final del tratamiento todos eran
alimentados por via oral. Es Importante que se maneje la via enteral cuando el
niflo no acepta la alimentacion oral y se evile la alimentacion parenteral para
que el sistema digestivo no sufra atrofia. Por la via enteral se conserva la
capacidad de digestion y absorcion del tubo digestive, las funciones
inmunologicas y gastrointestinales (Bloch y Mueller, 2001).

El grupo de nifios alimentados con proteinas de soya modificada
enzimaticamente se conformo por & infantes; 3 nifos y 2 niflas con una edad
promedio de 10,2 meses (+ 9.2 meses). Cuatro de ellos eran hijos de padres
jornaleros provenientes del sur del pais que trabajaban en los campos agricolas
de la Costa de Hermosillo y uno de padres originarios de Hermosillo dedicado a



la albafiileria, Solamente un nifio presentd desnutricion grave, tipo kwashiorkor,
&l resto cursaban con desnutricion leve,

El tiempo promedio que el grupo alimentado con 2 formula de soya
estuvo en rehabilitacion fue de 13 dias (+ 4 dias), lo cual fue menor a los 18 d
registrados en el grupo de niflos alimentados con proteinag de leche. Esto se
debio mas al grado de desnutricion de los nifios de este grupo, que a la calidad
de las proleinas de soya modificadas. Se ha observado que los nifios con
desnutricion severa, tienen un crecimiento mas acelerado que los nifios de la
misma edad pero sanos, por io tanto la ganancia de peso sera mayor (Vasquez-
Garibay, 2000). En este estudio, aunque los nifios no estaban sanos, el grado
de desnutricion de los alimentados con protelnas de soya fue menor al igual
que su ganancia de peso de 9.0 g/kg/d (+ 3.52 g/kg/d) cormparada con la del
otro grupo. Todos los nifios iniciaron 1a alimentacidon con sonda nasogasirica,
pere al final del tratamiento todos aceptaron la formula por via oral sin rechazo
al sabor,

Tambien hay que hacer natar, que por un error de caloulo, la formula a
base de proteina de soya modificada no aportaba las 100 kcal/100 ml. de una
F-100, sino BE keal/100 mL, Este aporle es mucho mayor a las 67 kcal /100 mL
que aporta una formula infantil convencional como la Nan 1. 8in embargo, su
proporcion de proteina (12% del aporte energélico) si era la adecuada para la
recuperacion de la desnutricion, comparable a la formula modular lactea y mas
del doble de una formula convencional comercial. Es por esto que se logrd una
recuperacion efectiva,

Es importante sefialar, que aungue nho se realizd un estudio de
aceptacion sensorial en los nifos, se observd que la fdrmula con proteinas de
soya tuvo mayor aceptacion que la formula con concenirado de proleinas de
leche. Esto guizas tamblén se relaciona al mejor estado nutricio, ya que los
hifios & medida que se van recuperando muastran mejor apetito.
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Los peptidos de bajo peso molecular vy los aminoacidos libres tienen
sabor amargo y poca aceptacion, De Regil y Calderén de la Barca (2004),
compararon la aceptacion sensorial de la formula con protefina modificada de
soya con la de una férmula comercial conteniendo un hidrolizado de proteinas
lacteas. El panel de evaluacion tuvo una marcada aceptacion por el hidrolizado
de soya. Con esto se confirma la aceptabilidad por nifos pequefos, ya que el
estudio citado fue en aduitos.

Osmolalidad de las férmulas

En el manual de la OMS, la férmula F-100 elaborada con leche
desnatada en polvo tiene un valor de 419 mOsm/kg; sin embargo, el valor
determinado en el presente estudio para dicha formula fue de 773 mOsm/kg. La
formula elaborada con concentrado de protelnas de leche tuvo una osmolalidad
de 426 mOsm/kg y la que contenia la £1-10g de 406 mOsm/ky.

En nifios sanos alimentados con proteinas lacleas, la carga renal de
solutos no representa un problema, sin embargo en nifios desnutridos que
generalmente presentan deshidratacion se debe tener mucho cuidado con fa
osmolalidad de las formuias, £l limite maximo de carga renal para estos nifios
es de 33 mOsm/100 keal (LSRQO, 1998). La férmula F-100 preparada con
proteinas de leche, tenla un aporte de 100 keal/100 ml, por Jo tanto su
osmolalidad fue de 42.6 mOsm en 100 keal. La farmula F-100 con proteina de
soya modificada tiene un aporte energético de 89 keal/100ml, por lo que la
osmolalidad de esta preparacion fue de 45.61 mOsm en 100 keal. Uno de los
criterios de inclusion de los nifios al tratamiento, era el balance hidrolitico
adecuado y la infeccion controlada. Por esto tal vez una carga mayor de solutos
no les afecto, ya que no presentaron diarrea osmotica.

Un grupo de investigadores (Diop y col., 2003), redisefic la formula
modular recomendada por la OMS para la recuperacion de la desnutricion
infantil. Sustifuyeron la formula liquida para evitar contaminacion en el



transporté ¥y @n sU uSD casero, por una bara solida. Para formularla,
reemplazaron el 25% del contenido de leche desnalada en polvo de ta F-100,
con mantequilla de cacahuate, un producto comin de la dieta de Senegal,
donde la evaluaron. El alimento presentd una osmolalidad muy baja, debido al
bajo contenido de agua y a gue los componentes solublgs en agua estan
protegidos por grasas. De esta manera lograron un producto 5 veces mas
gnergetico que la formula F-100.

En este estudio no serfa recomendable modificar las dos formulaciones
F-100 para asemejar el aporte proteico de la barra nutritiva mencionada
anteriormente. Esto porque son formulas liquidas y se considera que aquellas
con densidad energética mayor a 100 kcal/100 ml. son hiperosmotares (Koo,
1991). Sin embargo, cabe resaltar que al utilizar un concentrado de proteinas
de leche en lugar de leche desnatada en polvo, se redujo la osmolatidad.

Evaluacion antropométrica durante ia recuperacién

En los nifios tratados con proteinas de soya, se observaron aumenios
{p<0.05) en las variables de peso, talla y circunferencia cefalica (Tabla 3),
Aungue el aumento de peso fue significativo, no fue tan grande como para
incucir un cambio notable (p>0.05) en el indicador peso/talla. Todos los nifios
finalizaron el tratamiento con un puntaje Z de este indicador muy cercano a —1
con un rango de -1.42 a -0.85, Tampoco se observé un incremento significativo
&n la circunferencia bragulal.

n el grupo de nifios tratados con proteinas de Jeche, se observaron
aumentos significativos (p<0.05) en todas las variables antropométricas. Este
grupo inicid con un grado mayor de desnutricion. El valor inicial del puntaje Z de
pesoftalla fue -2.57 (rango: -3.3 a -1.43). La OMS (WHO, 1999), considera
como criterio para dar de alta a un Infarte en recuperacion, cuando éste
aleanza un puntaje Z de -1 en este indicador. Cinco de los 12 nifios, fueron
dados de alta cuando presentaron valores entre +1.07 y 0.1, Cuatro nifos



tuvieron en promedio un valor de -1.88 y solamente 3 finalizaron el tratamiento
con un valor Z de -2.3, debido a que su alta se olorgd a peticion de las madres.

Lo anterfor indica que se necesilta trabajar en programas de educacion
nutricia dirigidos especificamente a las madres, para que no interrumpan la
recuperacion de sus hijos por lo menos hasta que alcancen el puntaje 7 de
pesoftalla de -1.

En el estudio antes citado (Diop y col., 2003}, en la evaluacion de la barra
sblida que sustituye a la Tormula liguida con proteinas de leche, discuten
tambien el problema de que las madres retiran a sus hijos del fratamiento, antes
de lograr la rehabilitacion completa. De hecho, por eso disefiaron la barra, para
que pueda administrarse faclimente a nivel casero. También, dieron de alla a
los nifios con un puntaje Z de peso para la talla de -1.5, a fin de lograr la
agvaluacion de un mayor nimero de nios,

Evaluacion bioguimica

=n general no se observaron aumentos significatives (p>0.05) entre el
inicio y final del tratamiento, en los valores promedios de hemoglobina,
proteinas séricas tolaies y aibumina de los nifios en ningln grupo (Tabla 5). A
pesar del grado de desnutricion, los valores se encontraron dentro del rango
normal. 5o0lo los nifios con kwashiorkor de ambos grupos presentaron proteinas
séricas y atbumina disminuidas. La hipoalbulinemia es una caracteristica de los
nifios con esie padecimiento y esta relacionado con la presencia de edema
(Toussaint y Garcla, 2001). En estos casos, la allmentacion se inicid con |a
formula F-76 (75 kcal/100ml.) vy el edema desaparecit rapidamente. Después
se continuo Ja alimentacion con la férmula F-100, Al final de! tratamiento, los
valores séricos de protelnas totales y albimina de los nifios se encontraban
dentro de los rangos normales (proteinas totales; 5.6 & B.5 g/dL., albomina: 3.0 a

6.0 g/dl).
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En los hospitales, la cuantificacion de albumina se encuentra entre los
analisis de rulina. Sin embargo, el anallsis de la prealbhimina, es un indicador
mas sensible para evaluar 1a recuperacion de los nifios, debido a2 que la vida
media de la albdmina es de 20 dias, comparada con 2 de la prealbUmina. Asi
mismg, los depositos de albomina en el cuerpo son mayores a los de
prealbuminag (Beck y Rosenthal, 2002). Hasta ahora, no existe ningun estudio
en Mexico donde se haya evaluado la prealbimina como un indicador del
diagndstico y recuperacion de la desnutricion. Quiza porgue la cuantificacion de
albimina es mas sencilla y economica que la prealbuimina. Sin embargo, en
otros patses como Canada y Estados Unidos, sl se han hecho estudios para
demostrar la utilidad de la prueba en la recuperacion y reduccion del tiempo de
hospitalizacion, Pero sobre todo en la disminucion de los costos de tratamiento
nutricio (Bernestein y Ingenbleek, 2002). Por ello, en este estudio se considerd
de mucha ayuda e importancia desarrollar un método ex profeso para su
suantificacion,

En ios dos grupos de infantes de este estudio, se observé gue el nivel
inicial de prealbomina aumentd significativamente al final del tratamiento (Tabla
4). Potter y Luxton (2002), cuantificaron prealbimina y albumina sérica a 124
pacientes que ingresaron a un hospital canadiense. De acuerdo al analisis de
preatbumina, el 24% de los sujetos sufrian desnutricion, mientras que con la
cuantificacion de albimina sdlo 12% la padecia. En aste estudio se llevé a cabo
una clasificacion simitar y al utiizar los niveles de prealbimina, los 17 nifiog
mostraron desnuiricion o riesgo nutricio al iniciar e! estudio. De acuerdo al
analisis de albamina, sdlo 4 nifios podrian haber sido diagnosticados con
desnutricion y éstos fueron los que presentaban kwashiorkor,

Durante el periodo de trabajo en el hospital, ningune de los nifos
desnutridos gue recibio el tratamiento nutricio fallecio. La implementacion de las
recomendaciones de la OMS para la recuperacién de esta enfermedad ha
lenido en este vy en otros estudios un efecto positive en la reduccion de la



moralidad infantil, Ashworth y col. (2004), hicieron un seguimiento de los casos
de mortalidad de dos hospltales sudafricanos que implementaron las
recomendaciones de la OMS para el manejo de la desnutricion severa, Durante
el periodo en el que personal del hospital recibid instruccidn basada en el
manual de la OMS, los cases de mortalidad infantil se redujeron del 46 al 21% vy
del 25 al 18% en el ofro hospital. Cuando se Hevo a cabo ia rotacion de personal
nuevo, los Indices de mortalidad aumentaron nuevamente. Esto demusstra que
el manejo de la desnutricioh mejora con la implementacion del protocolo
promovido por la OMS y s muy convenienle que se establezca como un
programa permanenie en todos ios hospitales, principaimente en ios de

cohcentracion regional.



CONCLUSIONES

Las formulas modulares basadas en proteina de leche de vaca, bajo las
recomendaciongs de la OMS, son un excelente tratamiento dietario para la
recuperacion de la desnutricion infantit en un plaze corto. Por su parte, las
formulas  modulares con  protelna se soya modificada, cubrieron  los
requerimientos de ios nifios desnutridos, induciendo una ganancia de peso
adecuada y un aumento significativo del indicador bloguimico prealbdmina.

La comparacion entre una formula basada en proleinas lacteas y la otra
en proleina de soya modificada, en cuanto a tiempo de recuperacion y ganancia
de peso diaria durante la misma, no fue posible porgue el fipo de desnutricidn y
el nimero de nifios en cada grupo, fue diferente. Sin embargo, se logrd un
primer ensayo de la proteina de soya modificada en nifios desnutridos,
demostrando posgibilidades de utilizarse como una allernativa a las proteinas
lacteas en casos de intolerancia o alergias. Esto en base a la eficiencia nutricia
y la completa aceptacion al sabor,
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Tabla 1. Ingredientes utilizados en las formulaciones F-75 y F-100

INGREDIENTE F.76 F-100
Aceite (g) 27 60
Lecitina de soya liquida (g) 5 5
Goma tara (g) 1 1
Proteinas de leche* 6 F1-10¢ (9) 20,09 610.03 B7.69 6 33.26
Azncar (o) 100 50
Premezcla de vitaminas (mg) 140 140
Fremezcla de minerales (mL.) 20 20
Agur hasta completar (ml.) 1000 1000

* Proteinas de leche: producto comercial con 42,8 % de proteinas, 44.5% de carbohldratos, 1%
de lipidos, 3.6 % de humedad y 8 % de cenizas.
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Tabla 2. Perfil de aminoacidos esenciales de proteinas de leche de vaca,

aislado de soya y Fy.qE

AA g/100g Recomendacién  Proteinas de Alslado Fia0E

proteina para lactantes” leche de vaca™ de soya™

Thr 4,30 315 2.80 4.80
Phe + Tyr 7.20 8.96 8.50 6.68
Met + Cys 4.20 4.2 2.54 5.08
Val 5.60 G.54 5,26 5.67
He 4.60 5.80 5.47 5.560
Leu 8,30 .73 8.38 7.75
lys 6.60 7.68 6,33 5.88
His 2.60 2.18 2,03 3.01
Calificacion 100 73 60 83

quimica (%)™

FAOMKIME (18981)

*Laboratorio de Froteinas, CIAL,

**La calficacion guimica (%) es el cocieme del valor mas bajo de cada amincacido presents en
l@ fuente proielca entre iz recomendacion del mismo aminoacido para un grupn de edad,
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Tabla 3. Promedio de variables antropométricas al inicio y final del

tratamiento
Proteinas de leche Proteina de soya Fq.qE
Variable Inicio Final Inicio Final
Peso 508 (x2.10)" 594 (;L~2,”It’:“>)h 5.64 (£2.18)" 6.21 (x2.18)°
(kg)
Talla 63,60 (£7.B5)" 6445 (:1:7'.533)" B5.16 (£10.70)° 6578 (10,33)"
{crm)
Pesoftalta 257 (20717 -1.44 (+0.82)"  -1.76 (+0.67)° -1.34 (+0.50)"
{puntaje Z)
Circ, cefalica  40.71 (£4.31)° 41.63 {:J;:?».&?».?,)“‘ 40.60 (x£3.90)°  41.70 (i:i&.@())“
{Gm)
Cire, bragulal 1012 (£2.07)° 1063 (x1.84)"  11.70 (+2.77)"  12.60 (+2.25)
{om)

Literales distintas entre columnas indican diferencias significatives, p<0.08.



Tabla 4. Promedio de variables bioguimicas al inicio y final del tratamiento
de amhos grupos

Proteinas de leche Proteina de soya Fq.4E

Variable inicial Final Inicial Final

Hemogiobina 10,73 (£1.58)"  10.51 (1.08)"  11.28 (£2.16)* 11.16 (£1.64)"

{a/dl.)
Proteina total  6.44 (11.05)" (.60 (x0.58)" 5,30 (x0.76)"  5.64 (£0.69)°

{o/dl)
Albrimina 3,60 (£0.78)" 3,71 {£0.38)" 3.42 (#0.79)"  3.64 (x0.57)°

{gfdL)

Prealburmnina 587 (£4.36)*  18.08 (£10.55)" 1147 (+4.35)" 17.08 (£2.61)°
{mp/dl.)

Literates distintas entre columnas Indican diferencias significativas, p=0.05,





