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RESUMEN 

 

 

La deficiencia de vitamina A (DVA) es un problema que se presenta principalmente en 

países en desarrollo, la cual afecta principalmente al crecimiento y salud de los niños 

que la padecen, llegando incluso a causarles la muerte. Ante estos problemas se han 

buscado métodos para combatir la DVA como por ejemplo el promover el consumo de 

alimentos ricos en VA. En este caso al estudiar las propiedades de la planta Moringa 

oleifera (MO), se observó que las hojas tanto frescas como secas, tienen un alto 

contenido de β-caroteno (pro-vitamina A) sin embargo, se desconoce cuánto se 

transforma a retinol. El objetivo de este estudio fue determinar el factor de 

bioconversión del β-caroteno a retinol en hojas frescas de MO intrínsecamente 

marcadas con deuterio, mediante un estudio cinético. Participaron 15 niños entre 1 y 2 

años, previo consentimiento informado de sus padres, sin infecciones, parásitos 

intestinales, anemia (< 110 g/l) o desnutrición (score z < -2). La dosificación de los 

niños se realizó empleando como vehículo una preparación de puré de manzana 

adicionada con 7g de hojas de MO intrínsecamente marcadas (1mg de β-caroteno), al 

finalizar se administró oralmente 1mg de 13C2 –acetato de retinilo como dosis de 

referencia. Cada participante se le tomó dos muestras de sangre venosa en distintos 

tiempos de muestreo, de forma que por cada punto de la curva se contó con 2-3 niños. 

Las muestras de suero fueron analizadas por LC-APCI-MS, y distribuidas según el 

modelo del súper niño para crear una sola curva cinética. Los datos fueron introducidos 

en el software KaleidaGraph ®, donde se obtuvo el área bajo la curva (AUC), del total 

de retinol formado a partir del β-caroteno marcado, y el AUC de la dosis de referencia 

de acetato de retinilo, las cuales se usaron para calcular el total de retinol formado por 

la dosis de β-caroteno, y se calculó el factor de bioconversión el cual fue de 1.4689 

factor de β-caroteno por peso. A su vez demostrando que el modelo del súper niño nos 

brindó una curva cinética acertada con respecto a la asimilación de la VA. 

Palabras clave: Súper niño, β-caroteno, bioconversión, vitamina A, Moringa oleifera. 
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ABSTRACT 

 

 

Vitamin A deficiency (VAD) is a problem that occurs primarily in developing countries, which 

mainly affects the growth and health of children, often leading to death. Given these problems 

have sought methods to combat VAD such as promoting the consumption of foods rich in VA. 

In this case when studying the properties of Moringa oleifera (MO) plant, it was found that 

both fresh and dried, leaves have a high content of β-carotene (pro-vitamin A), however, is 

unknown how much is converted to retinol . The objective of this study was to determine the 

bioconversion factor β-carotene to retinol MO in fresh leaves of intrinsically labeled with 

deuterium, with a kinetic study. Involved 15 children between 1 and 2 years, prior informed 

consent of their parents, no infections, intestinal parasites, anemia (<110 g / l) or malnutrition 

(z score <-2). The dosage for children was performed using it as a vehicle preparation of 

applesauce added with 7g leaves MO intrinsically labeled (1 mg of β-carotene), at the end of 

orally administered 1mg of 13C2-acetate, retinyl as reference dose. Each participant took two 

venous blood samples at different sampling times, so that for each point of the curve is told 

with 2-3 children. Serum samples were analyzed by LC-APCI-MS, and distributed according to 

the model of super kid to create a single kinetic curve. Data were entered into the 

KaleidaGraph ® software, where the area was obtained under the curve (AUC) of total retinol 

formed from β-carotene marked, and AUC of the reference dose of retinyl acetate, which were 

used to calculate the total dose retinol consisting of β-carotene, and the bioconversion factor 

which factor was 1.4689 β-carotene by weight was calculated. At the same time demonstrating 

that the model of super kid gave us a kinetic curve regarding the successful assimilation of the 

VA. 

Keywords: Super child, β-carotene, bioconversion, vitamin A, Moringa oleifera.
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INTRODUCCION 

 

 

La vitamina A cumple diferentes funciones en el desarrollo de las personas, es por esto 

que ha ido tomando importancia con el paso de los años. Para el año del 2009 según 

las encuestas realizadas por la Organización Mundial de la Salud, 5.2 millones 

preescolares sufrían de DVA clínica. Dentro de este mismo estudio, se observó que de 

1995 a 2005, se presentaba un aumento en la DVA, que va de 45 a 122 países 

afectados, dicho estudio se basó en la prevalencia de ceguera nocturna y de DVA 

subclínica (concentraciones de retinol sérico <0.7 µmol/L). 

Al observar el aumento en los casos de DVA, se han buscado diferentes métodos para 

combatirla, como son intervenciones dietarias, suplementación con megadosis de 

vitamina A y en el algunos países en desarrollo, se utiliza la promoción del consumo de 

alimentos locales o de fácil obtención, ricos en vitamina A, ya que es una forma más 

económica y accesible para la población. 

El presente estudio centra su atención en la planta Moringa oleifera, pues se ha 

utilizado para tratar problemas de desnutrición especialmente en niños y mujeres en 

países como África (Jed W., 2005). La Moringa oleifera es una planta de fácil 

crecimiento en climas secos, no necesita mucha agua o cuidados, lo cual la convierte 

en una planta muy accesible (Khawaja, 2010). Además se han realizado análisis a las 

hojas tanto secas como frescas de la Moringa oleifera, que han mostrado un alto 

contenido de β-caroteno (Garavito, 2008), molécula precursora de la vitamina A. 

Con base en lo anterior y aunado a las evaluaciones realizadas por nuestro grupo de 

trabajo en los laboratorios de CIAD, donde se observó un contenido de β-caroteno en 

las hojas frescas de Moringa oleifera, se buscó como objetivo principal Identificar el 

factor de bioconversión del β-caroteno, contenido en las hojas de Moringa oleifera 

intrínsecamente marcada, a retinol en niños de uno a dos años. 
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ANTECEDENTES Y JUSTIFICACIÓN 

 

 

Vitamina A 

 

 

La vitamina A también conocida como retinol se encarga de realizar diferentes 

funciones en el desarrollo de las personas, como por ejemplo ayudar a mantener una 

visión saludable, la regeneración de células y tejidos, y además cumple con la función 

de antioxidante. La vitamina A de fuentes vegetales, se forma a partir de la separación 

de las moléculas llamadas carotenoides provitamina A, siendo el β-caroteno el más 

conocido, ya al ser absorbido por el organismo la mayor parte de tiempo se divide 

formando dos moléculas de vitamina A. La provitamina A se encuentra en vegetales de 

pigmentación verde obscuro o naranja (Mataix y Carazo, 2005) 

Para que la molécula de β-caroteno forme 2 moléculas de vitamina A el idividuo debe 

consumirla para después ser absorbida en el intestino delgado. Una vez asimilado el β-

caroteno, se une a la enzima beta-caroteno-15.15-dioxigenasa, se lleva a cabo un 

proceso de oxidación, y se forman 2 moléculas de retinal que posteriormente se 

reducen a retinol a través de la enzima retinol-deshidrogenasa (Urtúbia, 1999). 

Las moléculas de vitamina A formadas mediante este proceso, se metabolizan para 

cubrir el requerimiento básico del organismo. Cuando no se presenta DVA y se han 

cubierto todas las funciones básicas de nutrición, la vitamina A se almacena en el 

hígado en forma de ésteres de retinilo, el cual constituye más del 90% de la vitamina A 

en el organismo (FAO/OMS, 1991). 
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Función y Efectos Asociados a la Deficiencia de Vitamina A 

 

 

Dado que el retinol participa en el desarrollo de los pigmentos de las células oculares, 

afectando a las células encargadas de captar la luz tenue, un signo clínico 

característico de la DVA es la pérdida de la visión nocturna, y se puede presentar 

cuando la deficiencia aún no es muy severa (Roberts, et al., 2003). 

La vitamina A participa en la regulación del crecimiento, la regeneración de la mucosa 

intestinal y del tracto respiratorio y la diferenciación de tejidos, Se recomienda que las 

mujeres embarazadas tengan un consumo moderado de vitamina A sin sobrepasar las 

recomendaciones, ya que al ser precursor de la diferenciación de tejidos, un alto 

consumo de vitamina A durante los primeros meses del embarazo podrían provocar 

alguna malformación embrionaria (Biesalski y Grimm, 2009). Así juega un papel 

importante en el sistema inmune ya que participa en el mantenimiento  de los tejidos 

epiteliales y de la mucosa, lo cual previene la generación de daños en los tejidos, 

evitando así las infecciones (Sanchez, 2001). 

 

Signos de Deficiencia de Vitamina A 

 

 

El incremento de la DVA en los recientes años ha creado una preocupación creciente 

en las personas. Como se mencionó antes, en el año 2005 se calculó que 5.2 millones 

de niños en edad preescolar presentaron DVA clínica, cifra que continua aumentando 

con el paso del tiempo (WHO, 2009).  

Cuando la DVA está presente, puede tener manifestaciones clínicas, sin embargo sólo 

se manifiestan cuando la deficiencia es severa. Algunos ejemplos de signos clínicos 

incluyen la queratinización del tejido epitelial en ojos, pulmones, vías gastrointestinales 

y genitourinarias, acoplada con la reducción de la secreción de mucosa (Melo y 

Cuamatzi, 2006). Otros signos que se presentan cuando la deficiencia es menor, es 

una mayor predisposición infecciones y lesiones cutáneas a causa de la resequedad 

en la piel (Melvin, 2002). 
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La hiperqueratosis de la piel aparece 4 a 6 semanas después de que la reserva de 

retinol disminuye. Este signo es seguido por la xeroftalmia, en la cual se puede 

observar una opacidad en el ojo formando una mancha de Bitot. Cuando la DVA es 

severa se presenta la queratomalacia, la cual consiste de un reblandecimiento y 

deformación de la córnea acompañada con úlceras, en casos graves se presenta la 

ceguera total del paciente (Prodhom, 2002). 

Otra forma de detectar los problemas de DVA es empleando los métodos bioquímicos, 

en los cuales se toma y analiza una muestra de sangre, para  clasificar el estado de 

vitamina A. Se presenta deficiencia leve cuando la concentración séricas de vitamina A 

van de 0.7 – 1.05 μmoñ/L, deficiencia moderada cuando se sitúan entre 0.35 y 0.7 

μmol/L y deficiencia severa cuando <0.35 μmol/L (West, 2002). 

Con el fin de prevenir que se presente la DVA, se han establecido dosis diarias 

recomendadas dependiendo de la etapa de desarrollo de la persona. El presente 

proyecto contempla el trabajo con niños entre uno y dos años de edad, en quienes la 

ingesta diaria recomendada es de 300 μg/día, (Instituto Nacional de Salud, 2013). 

El abordaje de la DVA debe considerar los diversos factores que pueden afectar su 

asimilación. La absorción de la vitamina A disminuye en el caso de síndromes de 

malabsorción de lípidos (por ser una vitamina liposoluble), infección de parásitos 

intestinales, diarrea y colestasis. Al igual que en las infecciones, particularmente las 

que se acompañan de fiebre, aumentan el catabolismo de la vitamina A y reducen la 

concentración plasmática de retinol (FAO/OMS, 1991). 

La deficiencia de hierro va acompañada de una disminución de todos los pigmentos 

como lo es el β-caroteno (precursor de la vitamina A), (Lopez Gorge, 1991). Estudios 

más recientes han demostrado que en niños deficientes de vitamina A y en hierro la 

suplementación de vitamina A moviliza el hierro existente en reserva, ayudando a 

incrementar la eritropoyesis (Zimmermann et al., 2006). 
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Moringa oleifera 

 

 

La Moringa oleifera es la más conocida de la especie moringaceae, es nativa de la 

India, Pakistán, Bangladesh y Afganistán. El cultivo de la Moringa oleifera data de la 

época de los antiguos romanos, griegos y egipcios, los cuales le daban usos 

medicinales. Recientemente, se le ha utilizado como biocombustibles, forraje y en 

algunos casos como agente de limpieza doméstico (Jed, 2005). 

Las hojas de Moringa oleifera son ricas en diversos nutrientes: vitamina A (1,130mg), 

vitamina C (220 mg), calcio (440 mg), potasio (259 mg) y proteína (6.7 g), (Gravito, 

2008). Dichas cualidades se aprovechan para ayudar a combatir la desnutrición y las 

estrategias se  enfocan principalmente en infantes y en mujeres en periodo de 

lactancia (Jed, 2005).  

Así mismo se han identificado 24 ácidos grasos en la planta de la Moringa oleifera, 

entre los cuales se encuentran el palmítico y oleico, además de, 13 minerales como el 

selenio, el zinc y el calcio (Busani et al., 2011) 

Moringa oleifera, es una planta de fácil cultivo ya que no requiere de muchos cuidados 

y se desarrolla principalmente en zonas desérticas (Khawaja et al., 2010). 

 

Moringa oleifera en México 

 

 

Con el fin de combatir problemas de desnutrición en algunas regiones como Sonora, 

Michoacán y Oaxaca, algunas organizaciones civiles, indígenas y ONG´s han 

promovido el cultivo de traspatio de árboles de Moringa oleifera, pero al carecer de 

apoyo gubernamental se ha dificultado la ejecución de estos programas (Gonzales, 

2006; Montoya, 2006; León, 2007). 

En Sonora fue requerida la investigación sobre la composición fisicoquímica y de 

impacto de los niveles de VA en las personas que la consumen (FAI, 2006). En base a 

esta petición se derivó un estudio sobre el impacto en el estado nutricio de vitamina A, 
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hierro y zinc en preescolares, el cual se llevó a cabo dentro de esta misma institución 

CIAD (Fernández, 2010). Además de un estudio sobre el efecto del consumo de las 

hojas deshidratas de Moringa oleifera sobre los niveles de retinol y carotenoides 

provitamina A séricos en escolares (Bracamonte, 2014). 

 

Bioconversión 

 

 

Al hablar de vitamina A en las plantas es importante resaltar que ésta no se encuentra 

de forma libre, sino que está como carotenoides pro-vitamina A (β-caroteno, α-caroteno 

y β-criptoxantina). El proceso por el cual los carotenoides pro-vitamina A  se 

transforman en retinol se denomina bioconversión. 

El proceso de bioconversión comienza cuando el β-caroteno entra al organismo y es 

absorbido a través de la pared intestinal, una vez que esto ocurre la molécula de β-

caroteno puede pasar por 2 posibles rutas de bioconversión. Una de ellas es la ruptura 

central, en la cual la molécula se corta justo por la mitad formando dos moléculas de 

retinol. La otra ruta de bioconversión es la excéntrica, en donde la molécula de β-

caroteno se corta en un doble enlace lateral lo cual produce otros derivados del β-

caroteno dando como resultado diferentes compuestos, que a su vez al unirse entre 

ellos pueden llegar a formar una molécula de retinol (Figura 1) (Allen, 1988). Con el 

avance tecnológico se han desarrollado nuevas técnicas que se emplean isótopos 

estables como marcadores biológicos. Para la cuantificación del factor de 

bioconversión del β-caroteno a retinol, se cuenta con información para algunos 

alimentos como por ejemplo el maíz dorado, la espinaca de india, zanahoria, camote, y 

alga espirulina. Se ha determinado un factor de bioconversión del β-caroteno dietario 

con un rango de eficiencia de 10 a 28.1 µg β-caroteno: 1 µg retinol (Van Poppel, 1995). 
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Figura 1.- Posibles transformaciones del β-caroteno en mamíferos basadas en el 

diagrama de Allen, 1988. 
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Isótopos Estables 

 

 

Las técnicas de dilución isotópica para la determinación de vitamina A se han ido 

perfeccionando y diversificando. Es una técnica aplicable en seres humanos ya que no 

representa un riesgo para la salud de los individuos. Los isótopos estables se 

presentan de forma natural en los alimentos de origen vegetal y son químicamente 

idénticos a los elementos naturales (Miján, 2002). Un isotopo estable son elementos 

que existen en la naturaleza en dos o más formas estables y solo difieren en su 

número de protones, esto aumenta el radio de la molécula lo cual facilita su detección y 

cuantificación (Peter D. Klein y E. Rroseland Klein, 1987). En la Figura 2 podemos 

observar un ejemplo en el que se compara una molécula normal, un isotopo estable y 

un isotopo radiactivo de Hidrogeno. 

Diversas técnicas se han desarrollado para el cálculo del factor de bioconversión del β-

caroteno a retinol como son la detección por absorción de IR (radio del isótopo) y las 

técnicas de espectrometría de masas, en la cual la cuantificación se lleva acabo al 

separar los núcleos atómicos en fusión a la masa y la carga del elemento. Al hacer uso 

de estos métodos analíticos, se puede tener un análisis del deuterio en líquidos 

biológicos, como sangre, orina, saliva y agua precedente del tracto respiratorio (Lura E, 

y Mechele M., 2004). 
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Figura 2.-Diferencias de isotopos estables y radiactivos
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Técnicas de Dilución Isotópica: Vitamina A 

 

 

El uso de las diversas técnicas de dilución isotópica como retinol marcado, comenzó a 

implementarse al buscar una forma menos invasiva para la cuantificación de las 

reservas corporales, ya que el “estándar de oro” para evaluar la reserva de retinol era a 

partir de una biopsia de hígado, la cual difícilmente consigue y sólo en casos extremos 

de deficiencia. Así el uso de las técnicas de dilución isotópica con retinol marcado, 

permite cuantificar la reserva intercambiable de vitamina A en el organismo de la 

persona (Haskell, et al., 2005). Asimismo, el uso de los isótopos estables y nuevas 

metodologías permiten cuantificar el factor de bioconversión del β-caroteno en algunos 

alimentos a retinol, además de emplearse para verificar la eficacia de algunas 

intervenciones dietarias.  

Otros factores a considerar para el uso apropiado de las técnicas de dilución isotópica 

con vitamina A marcada, es que se debe comprender el funcionamiento y asimilación 

de la vitamina A y a su vez el funcionamiento del equipo a utilizar para el análisis de las 

muestras (Vitamin A Tracer Task Force, 2004). 

Al conocer algunas de las técnicas que empelan isótopos estables para la evaluación 

del estado de vitamina A, podemos hablar de usos adicionales para la técnica de 

dilución isitópica como vitamina A marcada, por ejemplo para medir los cambios de 

retinol sérico en almacén después de una intervención dietaria en personas con un 

estado de vitamina A de marginal-normal (Tang, 2010). Ribaya-Mercado et al. en el 

2000 realizaron una intervención dietaria a un grupo de escolares filipinos, a los cuales 

se les dió una dosis de vitamina A marcada al inicio del estudio para poder cuantificar 

su reserva de retinol antes de la intervención y ésta se comparó con la evaluación final, 

encontrando que la reserva de vitamina A en los niños, aumentó después de la 

intervención. 

Como ya se había mencionado antes los isótopos estables se han usado para calcular 

el factor de bioconversión del β-caroteno contenido en algunos vegetales a retinol. De 

forma general tenemos que se ha estimado el factor de bioconversión del β-caroteno 

como 2:1, es decir por cada dos moléculas de β-caroteno obtenemos 2 de retinol. Sin 

embargo dicho factor de bioconversión también depende de otros factores como es la 
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bioaccesibilidad y grado de absorción, lo cual provoca que por lo general el factor de 

bioconversión de algunos alimentos sea menor al estimado, (Russell et al, 2003 y West 

et al., 2003). 

Con base en lo anterior se ha calculado del factor de bioconversión del β-caroteno al 

retinol en diferentes alimentos. En la Tabla 1 se muestra en resumen el factor de 

bioconversión, el estudio y el vegetal en que se realizó. En base a todo lo anterior, 

podemos confirmar que el uso de isótopos estables es totalmente seguro para las 

personas, siendo de gran ayuda para calcular el factor de bioconversión del β-caroteno 

al retinol en los alimentos, ya que en ninguno de los estudios anteriores se presentó 

algún problema de salud o efectos secundarios en los sujetos que participaron en los 

estudios. 

 

Tabla 1.-Publicasiones de factores de bioconversión de alimentos calculado a partir de 
las técnicas con isótopos estables en diferentes años. 

Fuente Vegetal Factor de bioconversión del 

β-caroteno a retinol (µg β-

caroteno: µg retinol) 

Haskell MJ et al., 2004 Camote 

Espinaca 

13.4:1 

5.5:1  

Parker RS. et al., 1999 Zanahoria (cruda) 13:1 

Tawanda Muzhingi et al., 

2011 

Maíz amarillo 1.5-5.3:1 

 

 

Importancia de Medir el Factor de Bioconversión en Alimentos 

 

 

Como ya se ha mencionado la pro-vitamina A no se encuentra libre en la naturaleza 

sino que es necesario que se dé una ruptura del β-caroteno para que éste se divida en 

una o dos moléculas de retinol (Allen, 1988). Es por esto que se realizan experimentos 

para conocer el factor de bioconversión del β-caroteno en algunos alimentos y así 
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poder conocer su aporte de vitamina A en el humano. Esta información será de gran 

ayuda para la organización de futuras intervenciones dietarias, así como promover el 

consumo de algún alimento en poblaciones  DVA. 

En el presente estudio se busca evaluar el factor de bioconversión de β-caroteno 

contenido en las hojas de Moringa oleifera para conocer la cantidad apropiada que se 

debe añadir a un suplemento alimenticio que será usado para combatir la DVA como 

problema de salud pública mundial. 
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OBJETIVO 

 

 

 

Determinar el factor de bioconversión del β-caroteno a retinol, contenido en las hojas 

de Moringa oleifera intrínsecamente marcada con deuterio,  en niños entre 1 y 2 años 

de edad. 

 

Objetivos Específicos 

 

 

Desarrollar plantas de Moringa oleifera intrínsecamente marcadas con deuterio. 

Cuantificar el nivel de marcaje en el β-caroteno contenido en las hojas de las plantas 

marcadas. 

Evaluar el estado de vitamina A (retinol sérico) en un grupo de niños de 1 a 2 años. 

Realizar el cálculo del factor de bioconversión usando el modelo del Súper niño.
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SUJETOS Y MÉTODOS 

 

 

 

Desarrollo de las Plantas de Moringa oleifera en Ambiente Hidropónico rico en 

Deuterio. 

 

 

Las plantas de Moringa oleifera se desarrollaron en un medio de hidroponía como se 

muestra en la figura 3. Las semillas fueron germinadas en papel filtro. Hasta desarrollar 

sus primeras raíces, para después ser trasferidas a contenedores plásticos con una 

solución nutritiva, y con aireación continua de micronutrientes y una vez comenzada la 

floración fueron trasplantadas en una nueva solución nutritiva en la que se encontraba 

el agua marcada (2H2O), con aireación constante para purgar el vapor de agua 

producido en el ambiente. 

 

Figura 3.- Plantas de Moringa oleifera en ambiente rico en deuterio (Baylor College of 
Medicine Texas, USA). 
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Determinación de β-caroteno en las Hojas de Moringa olefera 

 

 

Para determinar el porcentaje de enriquecimiento del β-caroteno marcado, la fracción 

de β-carteno fue extraída y recolectada HPLC (usando el mismo procedimiento de 

recolección de retinol descrito anteriormente), el residuo de los carotenoides fue 

resuspendido en 200 μL de cloroformo y colocados una columna abierta NH2 – propyl 

Strata (500mg/3ml; Phenomex, Torrance, CA) acondicionado con 4mL de hexano el 

cual fue usado como eluyente. El β-caroteno en hexano fue evaporado bajo N2. Y el 

residuo resuspendido en 75 μL E:T (1:2 por volumen), y en 60 μL fueron inyectados en 

el HPLC en una columna C18. El gradiente linear del solvente comenzó en 60% 

solvente A y 40% solvente B, cambiando a los 4 minutos y manteniéndose de esta 

forma por 4 minutos en un 17% solvente A y 83% solvente B, y en los 5 minutos a los 

25 min se mantuvo en 10% solvente B y cambiando de nuevo de los 2 a 8 minutos se 

estabilizó para la siguiente inyección. El β-caroteno se lavó por 17 min, y la elución de 

16 – 18 minutos fue recolectada en cromatografía líquida  acoplada a espectrometría 

de masas (LC-MS). 

La LC- ionización química por presión atmosférica –MS (LC-APCI-MS) incluye un 

sistema Agilent 1100LC (Agilent Technologies) equipada con una columna C18 Prizm 

(Keystone Scientific, Bellefonte, PA) y un espectrómetro de masas Esquiere (Bruker 

Daltonic Inc, Billerica, MA). La fase móvil contenía 75% metanol y 25% E:M:T (75:20:5 

por volumen). El espectrómetro de masas cuenta con un scaner a m/z 530 – 560 en 

0.1 – Da con un scaner de velocidad de 5.25 scans/s.  
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Intervención 

 

 

Convocatoria  

 

 

Previo a la selección de sujetos se obtuvo la aprobación de protocolo de investigación 

por parte de comité de ética del Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo 

(CIAD), la Coordinación Estatal de Salud y Seguridad Escolar de la Secretaria de 

Educación y Cultura, y posterior a los permisos y autorizaciones necesarios se 

efectuaron 2 reuniones en los Centros de Desarrollo Infantil (CENDI) con los padres de 

niños entre las edades de 1 y 2 años donde se les habló de la importancia de la 

vitamina A en el desarrollo de los niños. 

A los padres interesados que firmaron la carta de consentimiento informado  (Anexo 

1)se  explicó el protocolo del estudio que  consistió en la toma de 2 muestras de sangre 

(5 mL), posterior a la administración de las hojas de Moringa oleifera. A los menores se 

les proporcionara una sola dosis de puré adicionado con 7gr de hojas de Moringa 

oleifera marcada con deuterio. Esto con el fin de realizar un estudio sobre el valor 

nutricional y clínico que tendrá el consumo de Moringa oleifera sobre los niveles de 

vitamina A en niños pre-escolares de 1 a 2 años. 

Los criterios de inclusión y exclusión a tomar en cuenta para poder participar en el 

proyecto fueron que no presentaran anemia (11mg/dL), no padecer de paracitos 

intestinales patógenos (Guardia lambia, Ascaris lumbricoides) y no presentar 

desnutrición (puntaje de z<-2). 
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Análisis coproparasitoscópico 

 

 

Para descartar la presencia de parásitos intestinales patógenos en los niños que 

participaron en el estudio se utilizó la técnica de Faust, al cual consiste en que la 

materia fecal se diluye en un líquido de alta densidad y los parásitos que 

proporcionalmente son más livianos tenderán a flotar en la superficie. Para esta técnica 

se utilizó sulfato de zinc al 33% con una densidad de 1.180, (Faust et al., 1939). 

 

Evaluación antropométrica 

 

 

Para conocer el estado nutricio de los niños con respecto a su crecimiento, se tomó 

peso y longitud según el protocolo de Lohman recomendado por la OMS (Suverza y 

Haua, 2010) y se registró su edad de acuerdo a la fecha de nacimiento de los niños 

proporcionada por sus padres. 

A los menores de 2 años se midió su longitud empleando un infantómetro (Figura 4). 

En los niños mayores de dos años se empleó un estadiómetro (SECA, modelo: 

2171721009). Para el registro del peso los niños que podían sostenerse de pie por sí 

mismos y podían permanecer en la posición adecuada se pesaron de forma normal 

con una balanza (SECA modelo:8721321959), en cuanto a los niños que no se 

sostenían solos, se pesaron en los brazos de una instructora de CENDI, quien 

anteriormente se pesó sola; el peso del niño se registró como la diferencia eliminando 

el peso de la instructora. 
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Figura 4.- Medición de la longitud con el uso de un infantómetro 
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El cálculo de los indicadores antropométricos para los índices de peso para la edad, 

talla para la edad y peso para la talla se realizó empleando el programa Anthro 

desarrollado por la OMS, el cual presenta descripciones a fondo con respecto a los 

patrones de crecimiento de acuerdo al sexo y la edad. Como punto de corte de 

desnutrición se tomó el score z < -2 DE (WHO, 2006).  

 

Detección de Anemia 

 

 

Se determinó la concentración de hemoglobina en una muestra de sangre venosa 

empleando el espectrofotómetro portátil HemoCue® validado contra el método de 

referencia (Neufeld et al., 2002).  

Se consideró como punto de corte para anemia valores menores a 110 g/l de 

hemoglobina (WHO, 2008). 

 

Proteína C Reactiva 

 

 

Para la detección de la PCR se usó el kit comercial de RADOX (REF CP2714). El 

reactivo de PCR contiene un partícula de látex cubiertas con anticuerpos anti – PCR 

humano. Cuando el reactivo se mezcla con una muestra de suero que contiene niveles 

de PCR mayor a 6 mg/l las partículas aglutinarán. Esto se interpreta como una muestra 

positiva. Una muestra positiva indicaría la presencia de infecciones o inflamación en los 

niños. 
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Análisis Dietario 

 

 

La dieta fue evaluada con el fin de tener un control poblacional con respecto a la 

alimentación de los niños y su consumo de nutrientes. Esto debido a que la 

biodisponibilidad del β-caroteno puede verse afectado por diversos componentes de la 

dieta como la cantidad de grasas absorbidas, la cantidad y calidad de la proteína, ya 

que suficiente cantidad de proteína de alta calidad favorece a la conversión de los 

carotenoides a retinol (Gil Hernandez et al.,2005 y Tang et al., 2003). 

También se tomó en cuenta el consumo de zinc ya que según Rahman et al., 2002 el 

consumo de zinc facilita la bioavilidad de la vitamina A, además de que existen pruebas 

de una relación entre la deficiencia de zinc y de vitamina A. 

Con el fin de conocer si el consumo de alimentos en los niños es adecuado para este 

estudio se llevó acabo un registro de pesado de alimentos en los Centros de Desarrollo 

Infantil uno y dos, en base al menú de una semana  (Figura 5). Con el fin de cubrir la 

alimentación de los niños en las horas que pasan en casa, se aplicó un cuestionario de 

frecuencia de consumo de alimentos a los padres de los niños en base a su consumo.  

 

 

Figura 5.- Registro pesado de alimentos el en CENDI  

 



21 
 

Los datos obtenidos se analizaron con el uso del diario de alimentos aprobado por la 

USDA, y comparados con las tablas de recomendaciones de consumo para niños entre 

uno y dos años que se muestras en el tabla 2 (Bourges et al., 2005) 

 

 

 

Tabla 2. Recomendaciones de consumo de nutrimentos tomado de Burges et al., 2005; 

Food and Nutrition Board, National Research Concil, NAS: Recommended Dietary 

Allowances 10th ed. National Academy Press, 1989. 

 Recomendación 

Energía 740 Kcal/dia 

Proteína 1.00 g/kg/día 

Lípidos 25-35 % 

Carbohidratos 130 g/día 

Hierro 13 mg 

Zinc 4.0 mg 

Vitamina A 300 μg ER 

 

 

 

Papilla Adicionada con Moringa Oleifera  Intrínsecamente Marcada con Deuterio. 

 

 

Cada niño recibió una dosis de 1mg de β-caroteno marcado con deuterio a partir de 7g 

de Moringa oleifera ya que 2g de hojas frescas contenia 0.2 mg de β-caroteno, de 

aceurdo al análisis por HPLC. Considerando perdidas de preparación del pure fue que 

se tomaron 7 gr de hojas de Moringa oleifera, las cuales pasaron por un proceso de 

escaldado (2.5min en agua hirvuerdo y 2 min en agua fría). Posteriormente, se 

homogenizaron en un puré de manzana de marca comercial Gerber®, elegido por no 
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contener vitamina A, y ser el de mayor aceptación entre los niños de 1 a 2 años, de 

acuerdo a una evaluación sensorial previa. 

El puré se preparó una hora antes de ser administrado, para evitar la oxidación de las 

hojas de Moringa oleifera marcadas con deuterio, y que esto no afectara al sabor o la 

imagen del puré para los niños. 

Al finalizar, se administró una cápsula con 1 mg de 13C10 – acetato de retinilo, como 

dosis de referencia. Asimismo, a fin de construir la curva cinética se resgitró la fecha y 

hora exacta de la dosificación. 

 

 

Puntos de Muestreo Para la Construcción de la Curva Cinética 

 

 

A partir de la ingestión de las dosis de vitamina A marcada se organizaron los puntos 

de muestreo, a partir de las 7.5 hrs post-dosis hasta el día 35.  

La construcción de las curvas se realizó siguiendo la cinética de absorción de vitamina 

A, lo cual permitió se cuantificar el retinol marcado tanto por la dosis de referencia 

como el retinol formado a partir de la dosis de β-caroteno marcado (13C y deuterio, 

respectivamente), construyendo una gráfica en la que es posible observar el punto 

máximo de asimilación de la vitamina A, el tiempo que pasa en reserva hasta el 

momento de su decaimiento al día 35. 

Por cuestiones éticas no es posible recolectar 10 muestras de sangre de cada pre-

escolar, por lo que se decidió emplear el modelo del “súper niño” (Figura 6) como 

estrategia para evaluar el factor de bioconversión del β-caroteno a retinol, en una 

población infantil. Así, cada niño proporcionó dos muestras de sangre en diferentes 

tiempos de muestreo, de forma que por cada punto en la curva se encontraban 2 -3 

niños. Una vez cubiertos los 10 puntos de muestreo, se calcularon los promedios por 

punto y se analizaron para obtener una sola curva cinética. Con base en el área bajo la 

curva (AUC), tanto de la dosis de referencia (13C) y el retinol formado con la dosis de 
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β-caroteno, se calculó el factor de bioconversión a partir del β-caroteno en hojas de 

Moringa oleifera. 

Dado que la toma de muestra de sangre se realizó en los hogares de los niños 

participantes, la ubicación de los mismos en los tiempos de muestreo se realizó por 

conveniencia, de acuerdo a la cercanía entre viviendas de cada niño, para poder cubrir 

los muestreos en el tiempo adecuado. 

Las muestras de sangre tomadas por cada punto se procesaron para determinar la 

concentración de retinol y carotenos por HPLC (Wang et al 2008). La relación isotópica 

se midió por el método electron capture negative chemical ionization desrito pro Tang 

et al., 2009 

 

Los datos obtenidos por HPLC y GS – MS fueron analizados por el programa 

KaleidaGraph ®, buscado obtener la curva de retinol marcado para estimar el factor de 

bioconversión. 
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Figura 6.-Modelo del Súper Niño, Haskell et al, 2003. 

  

1          2          3         4         5 

6        7          8          9       10 

11      12         13        14      15 

Tamaño de muestra 

 

 

 Tiempo  Niño

 7hr  1-2-3

 9.5 hr  4-5-6

 12hr  7-8-9

 1 Día  10-11-12

 3 Día  13-14-15

 5 Día  1-2-3

 6 Día  4-5-6

 14Día  7-8-9

 21 Día  10-11-12

 35 Día  13-14-15

 

 

Día 0 
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Cálculos de Equivalencia de Retinol 

 

 

El área bajo la curva  (AUC sus siglas en inglés) fue calculada con el uso del programa 

KaleidaGraph de Synergy Software, (http://www.synergy.com), para el total de [2H] 

retinol en suero en respuesta de cada dosis de retinol marcado con deuterio (μmol / 

tiempo), y se comparó con la AUC de la dosis de referencia de vitamina A (1 mg de 

acetato de retinilo [13C10]; masa molecular = 338). Los cálculos realizados se muestran 

en la siguiente fórmula (Tang et al., 2012). 

 

Retinol plasmático total marcado del β-caroteno o del [13C10] retinyl acetato= 

enriquecimiento isotópico x concentración de retinol x peso corporal x 0.0497 

 

Donde el peso corporal x 0.0497 = volumen total del suero en el cuerpo. 

El total de [2H] retinol formado de la dosis de β-caroteno se calculó con la siguiente 

formula. 

 

[2H] retinol formado de la dosis de β-caroteno (μmol)= (AUC de [2H] retinol / AUC de 

[13C10] retinol) x ([13C10] acetato de retinyl (mg) / 338) x 1000 

Donde 338 es el peso molecular del retinol. 

 

 

 

 

 

http://www.synergy.com/
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Cálculo del Factor de Bioconversión 

 

 

La cantidad de β-caroteno marcado contenido en las hojas de Moringa oleifera 

comparado con la cantidad de vitamina A generado a partir de la dosis de β-caroteno 

es definido como factor de bioconversión, y fue calculado con el uso de la siguiente 

fórmula (Tang et al., 2012) 

Factor de bioconversión del β-caroteno por peso = (β-caroteno en las hojas de Moringa 

oleifera (μmol) x 536) / ([2H] retinol formado de la dosis de β-caroteno (μmol) x 286) 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

 

Caracterización de las Hojas de Moringa oleifera Marcadas con Deuterio 

 

 

Contenido de Carotenoides 

 

 

Al caracterizar las hojas de Moringa oleifera se encontró, Luteina, Trans β- caroteno, 9 

cisβ- Caroteno (Figura 7). Para obtener la β-Equivalencia (158.65 ± 9.50 µg/g) se tomó 

la suma de la concentración de cada uno de estos carotenoides  (tabla 3). 

 

 

Figura 7.-Perfil de carotenos presente en las hojas de Moringa oleifera marcada con 
deuterio. 
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Tabla 3.- Contenido de carotenoides pro-vitamina A en hojas frescas de 
Moringa oleifera marcada con deuterio.  

 
 

Luteína 186.58  ± 22.37 

Trans β-caroteno 147.41 ± 8.76 

9cis-β-caroteno 22.49 ± 1.49 

Β-caroteno 158.65  ± 9.50 

 

 

 

Enriquecimiento Isotópico 

 

 

El perfil de iones en moléculas de β-caroteno marcado con deuterio en las hojas 

de Moringa oleifera fueron evaluados por LC-APCI-MS, se muestran en la 

Figura 8, y se observa que la molécula contiene 10 átomos de deuterio, 

representado por relación masa carga de 547.5 de mbc + 10.  Observando el 

perfil de 537.4 de la masa molecular del β-caroteno sin marcar y una masa 

molecular del β-caroteno marcado con 547.5 esto mostró la abundancia más 

alta de enriquecimiento, indicó un marcaje efectivo con deuterio sobre el β-

caroteno en las hojas de Moringa oleifera.  
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Figura 8.- Perfil de enriquecimiento isotópico del β-caroteno de Moringa oleifera, 
determinado usando cromatografía líquida – ionización química por presión 
atmosférica – espectrometría de masas. 

 

Análisis Nutrimental 

 

 

Adicionalmente, se realizó un análisis proximal de las hojas de Moringa oleifera 

el cual se muestra en el Tabla 4. Los porcentajes de proteína, grasa, humedad, 

cenizas, fibra cruda, extracto libre de nitrógeno y sodio fueron determinados. 

Estos resultados al ser comparados con trabajos previos (Pérez et al., 2010 y 

Garavito 2008) se pudieron observar resultados similares indicándonos que la 

composición de las hojas de MO se mantienen dentro de los mismos rangos de 

composición.
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Tabla 4.- Caracterización proximal de hojas frescas de Moringa oleifera  

 Resultados 

Proteína 26.20% 

Grasa 5.16% 

Humedad 9.94% 

Ceniza 11.7% 

Fibra cruda 5.73% 

Extracto libre de nitrógeno 41.27% 

Sodio 295.57 mg/100 gr 

 

 

Características de los Participantes 

 

 

Este estudio como se mencionó con anterioridad fue llevado a cabo en los 

CENDI, en Hermosillo Sonora, los niños participantes estuvieron dentro de un 

rango de edad de 1 a 2 años, libres de paracitos intestinales patógenos (Giardia 

lamblia, Ascaris lumbricoides), no presentaron infecciones respiratorias graves 

como influenza, y nos aseguramos de que los niños participantes no estuvieran 

recibiendo antibióticos o consumiendo algún tipo de suplemento vitamínico. 

También se les llevó acabo un conteo de glóbulos blancos, con el uso de 

HemoCue ®, para verificó que no se presentaran casos de anemia (11mg/dL) 

dentro del grupo de los participantes. Otro factor que se tomó en cuenta fue que 

los participantes no padecieran de desnutrición, esto basado en los parámetros 

establecidos por la OMS (score z < -2). 

Las muestras de sangre se separó el suero y se analizó con el uso de HPLC 

con el fin de conocer las concentraciones de retinol y carotenoides presentados 

en la Tabla 5. Donde se observa una concentración de retinol y carotenoides 

entre normal y con deficiencia moderada. 
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Tabla 5.  Promedio de las concentraciones de retinol y carotenoides en suero 

de los participantes. 

 Promedio (μg/dL) 

Luteína 11.15 ± 3.68 

Zeaxantina 2.44 ± 1.05 

Criptoxantina 13.69 ± 8.99 

α-Caroteno 3.56 ± 1.95 

β-Caroteno 14.22 ± 6.50 

Retinol 1.34 ± 0.36 * 

α-Tocoferol 298.71 ± 118.93 

Licopeno 0.96 ± 0.44 

*Retinol μmol/L 

 

Evaluación Dietaria 

 

 

La dieta de los participantes fue evaluada de acuerdo a su consumo de vitamina 

A, energía, proteína, lípidos, carbohidratos, hierro y zinc. En la Tabla 6 

podemos observar que en la mayoría no se cumple con el requerimiento de 

consumo para los niños de entre 1 y 2 años, siendo importante mencionar que 

solo se tomó en cuenta la cantidad de una porción de la comida y la cena, y que 

en la mayoría de los casos los niños repetían un segundo plato. Además se 

realizó un cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos con el fin de 

cubrir la alimentación de los niños fuera de los Centros de Desarrollo Infantil en 

los que pudimos ver un alto consumo de energía y proteína, considerando las 

limitaciones de este cuestionario que tiende a sobre estimar algunos nutrientes. 
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Tabla 6. Ingesta de energía y nutrientes dentro de CENDI 1 y 2. 

 

CENDI 1 CENDI 2 

Energía (kcal) 331.54 ± 117.50 260 ±  133.90 

Proteína (g) 15.41  ±  6.23 12.63 ±  7.91 

Lípidos (g) 11.15 ±  3.47 9.92 ±  5.83 

Carbohidratos (g) 43.82 ±  21.67 31.61 ±  19 

Hierro (mg) 4.09 ±  3.63 2.24 ±  1.44 

Zinc (mg) 2.42 ±  1.98 2.18 ±  1.58 

Vitamina A (RAE) 124.97 ±  116.11 159.07 ±  135.85 

 

 

Retinol Sérico Total y Cálculo del Factor de Bioconversión 

 

 

Se colectaron un total de 29 muestras de sangre (2 por niño a excepción del 

sujeto número 15 de que no fue posible obtener la segunda muestra de sangre), 

de las cuales se cuantifico el nivel de retinol de dosis de referencia de [13C10] 

retinol, y del retinol formado a partir de las hojas de Moringa oleifera. Se realizó 

un promedio de las muestras de sangre por cada punto de muestreo la cual se 

puede observar en el tabla 7. 
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Tabla 7. Respuesta de los participantes a la dosis de referencia de [13C10] 

acetato de retinilo y del [2H] retinol formado a partir del β-caroteno en las hojas 

de Moringa oleifera. 

Tiempo de muestreo 
(Días) 

[2H] retinol (nmol) [13C10] retinol (nmol) 

0.31* 7.24 88.32 

0.375* 52.06 179.67 

0.5* 5.79 84.94 

1 0.00 28.74 

3 3.49 11.38 

5 12.68 14.23 

6 4.27 2.53 

14 4.70 2.80 

21 2.24 2.00 

35 6.52 2.91 

Media ± DS 9.90 ± 15.19 41.75 ± 58.74 

*Fracción de día 

 

Los datos obtenidos de retinol de la dosis de referencia y el generado a partir 

del β-caroteno marcado en las hojas de Moringa oleifera, fueron introducidos en 

el programa KaleidaGraph (Synergy Software, Reading, PA), para ser 

comparados y obtener el área bajo la curva (AUC) de retinol de la dosis de 

referencia, con el retinol formado a partir de [2H] β-caroteno (eje de las y), 

contra el tiempo en que se tomó la muestra de sangre (eje de las x) (Figura 9), 

obteniendo que el AUC de la dosis de referencia fue de 59293.78 ng y el AUC 

del [2H] retinol fue de 45412.6 ng. 
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Figura 9. Curvas respuesta del suero a la dosis de [2H] retinol proveniente de 

las hojas de Moringa oleifera (ng2H) y [13C10] de acetato de retinilo (ng13C), 

calculada en base a la cinética de asimilación de vitamina A 

 

El AUC de  dosis de referencia y del retinol formado a partir de [2H] β-caroteno, 

estos fueron comparados para obtener el total de [2H] de retinol formado a partir 

de la dosis de β-caroteno obteniendo un total de 2.3129 µmol.  

Al comparar la cantidad de [2H] β-caroteno que se les dio a comer a los niños 

participantes, con la cantidad formada de [2H] de retinol, fue posible calcular el 

factor de bioconversión por peso del β-caroteno el cual fue de 1.4689, que al 

redondearlo nos dice que por cada 1.5 moléculas de β-caroteno contenido en 

las hojas de Moringa oleifera se forma una molécula de retinol.  

En este estudio fue posible observar que el factor de bioconversión del β-

caroteno contenido en las hojas frescas de Moringa oleifera muestran una 

bioconversión eficiente en niños de 1 a 2 años de edad con niveles de retinol 

sérico normales y con deficiencia moderada, para el caso. Para poder tener 
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datos más acertados sobre grupos con niveles marginales de vitamina A sería 

necesario un estudio de mayor duración y número de muestra, para de esta 

forma poder comprobar la existencia de cambios séricos de concentración de 

vitamina A. 

Además un factor importante a considerar con respecto a la eficiencia de 

conversión del β-caroteno de las hojas de Moringa oleifera, en su composición 

nutricional, ya que el ser rica en proteína como se muestra en los resultados 

referentes a la caracterización de las hojas, y que además se ha demostrado 

que es proteína de buena calidad (Makkar y Becker 1997), ayudando a una 

mejor biodisponibilidad del β-caroteno. Además, estudios in-vitro realizados por 

Pullakhandam y Falla (2007) mostraron que el contenido de β-caroteno en las 

hojas de MO presentaron una buena biodisponibilidad y estabilidad durante la 

simulación gástrica y la digestión en el intestino. 

Otro factor que se consideró fue la ingesta de grasa y otros nutrientes antes 

mencionado, para asegurarnos que estos no interfirieran en la biodisponibilidad 

de la dosis administrada a los niños participantes (Gil et al., 2005), cuidando 

que no tuvieran un consumo alto de vitamina A. 
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CONCLUSIONES 

 

 

 

El modelo del “súper niño” nos brindó una curva cinética acertada con respecto 

a la asimilación de la vitamina A de manera menos invasiva en niños sanos. 

Se obtuvo un factor de bioconversión de 1.5:1 es decir que por cada 1.5 

moléculas de β-caroteno en las hojas de Moringa oleifera obtenemos una 

molécula de retinol. Lo cual nos dice que el β-caroteno en las hojas de Moringa 

oleifera está obteniendo una conversión efectiva y casi completa. 
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ANEXOS 

 

 

 

Anexo 1. Carta de consentimiento informado 

 

 

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 

 

  Yo, ________________________________________________________ he sido 

informado(a) del proyecto “Eficiencia de bioconversión del β-caroteno de hojas de 

Moringa oleifera marcadas con deuterio como fuente de vitamina A en niños en edades 

de 1 a 2 años”. Este estudio tiene como objetivo conocer que beneficios tendrá el 

consumo de la planta Moringa oleífera sobre los niveles de vitamina A en preescolares.  

También se me ha solicitado la participación de mi hijo(a) en dicho estudio.  

 

Se me ha informado que la participación de mi hijo(a) consistirá en lo siguiente:  

 

1. Una preselección inicial que se basará en: 

a) La medición de su peso, estatura y edad,  

b) La toma de 3 muestras de sangre (5 mL) de las cuales serán una para la 

preselección, y de ser seleccionado se tomaran 2 más durante el protocolo del 

estudio 

c) La entrega de 3 muestras de heces fecales.  

 

De ser mi hijo(a) seleccionado(a) se realizará un registro en donde se pesarán 

los alimentos que consuma o no durante el día. Posteriormente y de manera aleatoria 

recibirá o no, una dosis que consistirá en 6 g de hojas cocidas de Moringa oleifera 
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marcada con deuterio en una porción de puré de papa. Esta dosis será administrada 

por única ocasión después de que mi hijo(a) sea seleccionado(a). Esto con el fin de 

realizar un estudio sobre el valor nutricional y clínico que tendrá el consumo de 

Moringa oleifera sobre los niveles y distribución de vitamina A en niños en edad 

escolar.  

 

  Con la firma de la presente carta autorizo la participación de mi hijo(a) 

_______________________________________ en dicho estudio en el entendido de 

que únicamente se realizarán las pruebas aquí descritas. También se me ha informado 

que los datos proporcionados por mi hijo(a), así como sus resultados serán guardados 

en la más estricta y absoluta confidencialidad, en ningún momento, se utilizarán ni 

serán proporcionados a terceras personas con fines diferentes a los especificados.  

 

 Beneficios que obtendrá mi hijo(a) al participar en el estudio:  

Conocer su estado de nutrición, haciendo énfasis en sus niveles de vitamina A, de ser 

necesario recibir un tratamiento antiparasitario y si fuese el caso, ser canalizado a un 

centro de salud.  

 Los estudios que se realizarán serán totalmente gratuitos.  

Por último, se me ha explicado que la participación de mi hijo(a) en este estudio es 

totalmente voluntaria pudiéndose retirar cuando desee. A su vez, tengo derecho a 

recibir todas las explicaciones necesarias para comprender los procedimientos a los 

que será sometido(a) por parte del investigador responsable. 

 

 
 
 
 
 
 
 

______________________________ 
Firma del Padre o Tutor 

 
 
 
 
 
 

________________________                                                         
________________________ 
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               Testigo 1                                                                                              Testigo 2 
 

 

 

Domicilio_______________________________________________________________

___     

_______________________________________________________________________

__Teléfono___________________________________ 
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Anexo 2. Cuestionario de Frecuencia de  consumo de alimentos. 
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