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PROLOGO

El OIEA lleva muchos afios promoviendo un uso mas extendido de
las técnicas de isdtopos estables para determinar la composicién corporal en
distintos grupos de poblacion y de este modo abordar en los Estados Miembros
una serie de temas prioritarios de nutricion en el ambito de la salud publica. El
objetivo del OIEA se cifra en prestar apoyo a proyectos nacionales y regionales
relativos a la nutricion a través de su programa de cooperacion técnica y sus
proyectos de investigacion coordinados. En particular, de unos afios a esta
parte la mayor facilidad de acceso a los andlisis de enriquecimiento en deuterio
por espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR, por sus
siglas en inglés) ha acrecentado la aplicacion de esta técnica en Africa, Asia y
América Latina.

La presente publicacion, elaborada por un grupo internacional de expertos,
responde al objetivo de ofrecer una guia practica y concreta sobre el uso de
la técnica de dilucion de deuterio en contextos en que vaya a emplearse la
espectrometria FTIR para analizar el enriquecimiento en deuterio de muestras
de saliva. Va dirigida a cuantos estén empezando a utilizar esta técnica, ya sean
nutricionistas, analistas quimicos o profesionales de otros campos. En el N° 3
de la Coleccion de Salud Humana del OIEA, Assessment of Body Composition
and Total Energy Expenditure in Humans by Stable Isotope Techniques, hay
informacion mas detallada sobre los fundamentos teoricos y la aplicacion
practica de los métodos mas actuales para seguir de cerca la evolucion de la
composicion corporal.

El OIEA expresa su agradecimiento a los principales redactores de esta
publicacion por haber puesto a disposicion del lector sus conocimientos técnicos
y su vasta experiencia en la aplicacion de técnicas de isdtopos estables al &mbito
de la nutricion: L. Bluck (Reino Unido), C. Slater (Reino Unido) y M.E. Valencia
(México).

El funcionario del OIEA responsable de esta publicacion fue L. Davidsson,
de la Division de Salud Humana.



NOTA EDITORIAL

Aunque se ha puesto gran cuidado en mantener la exactitud de la informacion contenida
en esta publicacion, ni el OIEA ni sus Estados Miembros asumen responsabilidad alguna por
las consecuencias que puedan derivarse de su uso.

El uso de determinadas denominaciones de paises o territorios no implica juicio alguno
por parte de la entidad editora, el OIEA, sobre la situacion juridica de esos paises o territorios,
sus autoridades e instituciones o el trazado de sus fronteras.

La mencion de nombres de determinadas empresas o productos (se indiquen o no como
registrados) no implica ninguna intencion de violar derechos de propiedad ni debe interpretarse
como una aprobacion o recomendacion por parte del OIEA.

El OIEA no es responsable de la continuidad o exactitud de las URL de los sitios web
externos o de terceros en Internet a que se hace referencia en esta publicacion y no garantiza
que el contenido de dichos sitios web sea o siga siendo preciso o adecuado.
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1. INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES

El OIEA lleva muchos afios promoviendo un uso mas extendido de las
técnicas de isOtopos estables para determinar la composicion corporal en distintos
grupos de poblacion y de este modo abordar en los Estados Miembros una serie
de temas prioritarios de nutricién en el ambito de la salud publica. El objetivo
del OIEA se cifra en prestar apoyo a proyectos nacionales y regionales relativos
a la nutricion a través de su programa de cooperacion técnica y sus proyectos
de investigacion coordinados. En particular, de unos afios a esta parte la mayor
facilidad de acceso al analisis de enriquecimiento en deuterio por espectrometria
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés) ha
acrecentado la aplicacion de esta técnica en Africa, Asia y América Latina.

1.2. OBIJETIVO

Esta publicacion fue elaborada por un grupo internacional de expertos
con animo de ofrecer una guia practica y concreta sobre el uso de la técnica de
dilucion de deuterio en contextos en que vaya a emplearse la espectrometria
FTIR para analizar el enriquecimiento en deuterio de muestras de saliva.

1.3. ALCANCE

Este manual va dirigido a cuantos estén empezando a utilizar esta técnica,
ya sean nutricionistas, analistas quimicos o profesionales de otros campos.
En el N° 3 de la Coleccion de Salud Humana del OIEA, Assessment of Body
Composition and Total Energy Expenditure in Humans by Stable Isotope
Techniques, hay informacion mds detallada sobre los fundamentos tedricos y la
aplicacion practica de los métodos mds actuales para seguir de cerca la evolucion
de la composicion corporal.

1.4. ESTRUCTURA

Esta Introduccion va seguida de la Seccion 2, en la cual se definen los
principales términos y conceptos. En la Seccion 3 se presenta a grandes rasgos la
técnica de equilibrio para estimar el agua corporal total por dilucion de deuterio,



y en la Seccién 4 se exponen en detalle los pasos y procedimientos para aplicar
el método de dilucion de deuterio a esa estimacion. En la quinta seccidon se
describe el analisis del enriquecimiento en deuterio por espectrofotometria FTIR,
y en la sexta se explica como determinar a partir de ahi la composicion corporal.
La Seccion 7 versa sobre cuestiones de control de calidad, y en la Seccion 8 se
resumen los pasos esenciales para obtener datos de buena calidad. En la novena y
ultima seccion se formulan y responden una serie de preguntas frecuentes. En el
Apéndice I se ofrece informacion general sobre la seguridad del 6xido de deuterio,
en el Apéndice II se describen los principios de la espectrometria FTIR, en el
Apéndice III se presenta un modelo de ficha de datos para la estimacion del agua
corporal total por la técnica de dilucion de 6xido de deuterio y en el Apéndice IV
se ofrece una lista del material necesario. Por tltimo, en el Apéndice V se explica
el fenomeno del fraccionamiento isotopico.

2. FUNDAMENTOS

2.1. COMPOSICION CORPORAL

En si mismo, el peso del cuerpo es un indicador relativamente deficiente
del estado de salud y nutriciéon. Un indicador mas importante a este respecto es
la composicion corporal, que describe la relacion entre los componentes que
forman el cuerpo (y por ende el peso) de una persona. A menudo se subdivide
el cuerpo humano en dos grandes componentes: la masa grasa (MQG) y la masa
libre de grasa (MLG), o masa magra. Esta aproximacion es lo que se denomina
“modelo de dos compartimentos” (o bicompartimental).

2.2. AGUA CORPORAL TOTAL

El agua es el componente mas abundante del cuerpo. Al nacer, este contiene
de un 70 % a un 75 % de agua, proporcion que va menguando a medida que el
cuerpo madura hasta llegar a un 50 %—60 % del peso corporal en adultos delgados
y a menos de un 40 % en adultos obesos. El agua se encuentra exclusivamente
en la MLG, en un porcentaje que en el adulto es de alrededor de un 73,2 %.
El agua corporal total (ACT) comprende tanto el liquido intracelular como el
extracelular. Habiendo estimado el ACT, después se puede calcular la cantidad de



MLG, y a partir de ahi la masa grasa corporal, que serd la diferencia entre el peso
del cuerpo y la MLG.

Cuando una persona dispone de alimento y bebida suficientes, el
compartimento hidrico del cuerpo se encuentra en estado de flujo constante, esto
es, las moléculas de agua entran y salen continuamente del organismo. El sistema
circulatorio es responsable de hacer llegar un suministro regular de nutrientes a
todas las células del cuerpo y de retirar de ellas los productos de desecho. Cada
vez que bebemos un liquido, comemos alimentos con mas o menos humedad
o sintetizamos una molécula de agua como subproducto de la oxidacion de
un sustrato para obtener energia, estas nuevas moléculas de agua pasan al
reservorio hidrico del cuerpo. Al mismo tiempo el agua abandona el organismo
continuamente por vias diversas, lo que incluye pérdidas insensibles en forma de
vapor de agua por los pulmones y la piel, asi como el agua perdida por la orina
y las heces. En el adulto, el tamafio del compartimento hidrico del cuerpo es
relativamente constante y rara vez oscila en mas de un pequefio porcentaje a lo
largo de un mismo dia o de un dia para otro. Durante un dia normal las entradas
y salidas de agua son aproximadamente iguales, por lo que el contenido hidrico
total permanece relativamente constante [1].

Una técnica para cuantificar el ACT sobre el terreno es la de dilucion de
oxido de deuterio, que presenta la ventaja de que puede servir para determinar
cambios longitudinales en la composicion corporal antes y después de determinada
intervencion. Otros métodos aplicables sobre el terreno para estimar el ACT son
el analisis de bioimpedancia eléctrica o la realizacion de predicciones basadas
en parametros antropométricos (peso, estatura, sexo, edad...). Estas técnicas son
menos exactas y obligan a adaptar previamente las ecuaciones predictivas a cada
grupo de poblacion en particular, procediendo por comparacion con un método
de referencia (en general el calculo del ACT por dilucion de deuterio) aplicado a
una muestra representativa [2, 3].

2.3. DEUTERIO

Las técnicas de isotopos estables se vienen utilizando en los estudios
sobre nutriciéon humana desde hace mas de 50 afios. El deuterio es un isétopo
estable (no radiactivo) del hidrogeno que se expresa con el simbolo *H. Tras su
administracion por via oral como 6xido de deuterio (*H,0), se mezcla con el agua
del cuerpo y después se elimina por la orina, la saliva, el sudor y la leche. Dentro
del organismo el 6xido de deuterio se comporta como el agua, y en cuestion de
horas se diluye en los compartimentos hidricos del cuerpo. En el Apéndice I se
ofrece mas informacion sobre el 6xido de deuterio.



2.3.1. Anadlisis del enriquecimiento en deuterio del agua corporal

Tras obtener muestras del agua corporal en forma de saliva, orina, plasma
o leche, se puede medir su enriquecimiento en deuterio por espectrometria de
masas de relacion isotopica (IRMS) [4] o por espectrometria FTIR [5]. Esta
ultima no es tan sensible como la IRMS, por lo que exige una dosis mas elevada
de 6xido de deuterio (aproximadamente diez veces mayor). La espectrometria
FTIR no es apropiada para el analisis de orina o leche humana, pero requiere un
instrumental mas facil de utilizar y mantener y mas barato que el de la IRMS, y
ademas el analisis es menos oneroso. Por ello resulta especialmente til cuando
se dispone de escasos recursos. (Para mas informacion sobre la espectrometria
FTIR, véase el Apéndice I1.)

En este manual se describe la estimacion del ACT por dilucion de deuterio
con empleo de la técnica de equilibrio, o “de meseta”, obtencion de muestras de
saliva y analisis de su enriquecimiento en deuterio por espectrometria FTIR.

2.4. EL METODO DE EQUILIBRIO COMPARADO CON
EL DE EXTRAPOLACION RETROGRADA PARA
ESTIMAR EL AGUA CORPORAL TOTAL

La técnica de equilibrio se puede utilizar en adultos y nifios, pero cuando
la persona presenta una tasa elevada de renovacion del agua, como ocurre en
lactantes o en adultos con una intensa actividad fisica, la técnica de extrapolacion
retrograda ofrece resultados mas exactos. La composicion corporal se determina
por extrapolacion retrégrada como parte de la técnica del agua doblemente
marcada para estimar el gasto energético total [6] y también, en madres lactantes,
como parte de la técnica de “dosis a la madre” que sirve para calcular la ingesta
de leche humana de bebés amamantados [7]. Con la técnica de extrapolacion
retrograda se mide la renovacion del agua en un periodo de dos semanas (en el
adulto) o siete dias (en el lactante), lo que supone 3 a 4 ciclos de renovacion del
agua. La técnica de equilibrio presenta la ventaja de que la obtencion de muestras
empieza y acaba en un solo dia.



3. TECNICA DE EQUILIBRIO PARA ESTIMAR EL AGUA
CORPORAL TOTAL POR DILUCION DE DEUTERIO

3.1. RESUMEN
A continuacion se resume brevemente la técnica de dilucion de deuterio.

— El reservorio hidrico del cuerpo contiene de forma natural una pequeiia
cantidad de deuterio (*H), que es la abundancia natural de *H en el agua del
organismo y suele rondar los 0,015 atomos por cien (at. %) de *H.

— Previa recogida de una muestra basal, el sujeto ingiere una cantidad
conocida (30 g en los adultos) de 6xido de deuterio (99,8 0 99,9 at. % *H).
El 6xido de deuterio se expresa también como D,0.

— En pocas horas el *H,0 se habrd mezclado con el agua del organismo
(figura 1). La cantidad de deuterio presente en el agua corporal por encima
del nivel natural es lo que se denomina “enriquecimiento” de esta agua. Al
cabo de 2 a 5 horas el enriquecimiento alcanza una “meseta” en el agua
del cuerpo.

Diluciéon de deuterio

m Agua corporal

Deuterio

Nivel basal Tras estabilizacion de la dosis

Fig. 1. Estimacion del ACT por dilucion de deuterio.



— Se recomienda obtener sendas muestras de saliva post-dosis al cabo
de 3 y 4 horas de administrar el 6xido de deuterio. En personas de edad y
pacientes con una tasa lenta de renovacion del agua conviene recoger las
dos muestras de saliva al cabo de 4 y 5 horas de la ingestion de la dosis.

— Los participantes deben abstenerse de beber durante la fase de
estabilizacion. Cuando ello no sea posible hay que anotar el volumen de
todos los liquidos ingeridos.

— La concentracion de “H en las muestras de saliva medida por espectrometria
FTIR corresponde de hecho al enriquecimiento, puesto que la actividad de
fondo es sustraida automaticamente en el curso de la medicion.

3.1.1. Calculo del ACT

Cuando se mide el enriquecimiento en deuterio de la saliva por
espectrometria FTIR los resultados vienen expresados en mg de *H,O por kg
de H,O (ppm):

ACT (kg) = Dosis *H,O (mg)/enriquecimiento en *H de la saliva (mg/kg).

3.2. PREMISAS DE LA TECNICA

La técnica de dilucion de deuterio para estimar el ACT reposa en una serie
de premisas [1]:

— el 6xido de deuterio se incorpora Unicamente al agua del cuerpo;

— el 6xido de deuterio se incorpora por un igual a todos los compartimentos
hidricos del cuerpo (como saliva, orina, plasma, sudor, leche humana...);

— el 6xido de deuterio tiene una tasa de estabilizacion rapida;

— durante la fase de estabilizacion no se pierden ni 6xido de deuterio ni
agua corporal.

Cuando no se cumplan estas premisas habra que incluir un factor de
correccion en el calculo del ACT, o en su defecto extremar las precauciones para
reducir al minimo los efectos de la distorsion. A continuacion se examinan las
premisas una por una.



3.2.1. Premisa 1. El 6xido de deuterio se incorpora tinicamente al agua
del cuerpo

Esta premisa no se cumple. El deuterio contenido en el agua corporal
pasa a otros compartimentos del cuerpo, en un proceso llamado “intercambio
no acuoso’:

— el deuterio se intercambia con los dtomos de hidrégeno intercambiables
presentes en las proteinas del cuerpo, a saber, los hidrégenos de los grupos
amino (-NH,), hidroxilo (-OH) y carboxilo (-COOH) de los aminoacidos;

— las grasas y proteinas también captan atomos de deuterio al ser sintetizadas.

Por ello el volumen de distribucion (V), llamado a veces espacio de dilucion,
del deuterio es ligeramente mayor que el ACT. Concretamente, el espacio de
dilucion del *H (V) equivale a 1,041 veces el ACT.

Esto se tiene en cuenta dividiendo por 1,041 el espacio de dilucién (V)
calculado, para obtener asi el ACT (kg).

Por lo tanto, la ecuacion

ACT (kg) = Dosis *H,O (mg)/enriquecimiento en *H de la saliva (mg/kg)
debe transformarse en:

V,, (kg) = Dosis *H,0 (mg)/ enriquecimiento en *H de la saliva (mg/kg)

ACT (kg) = V, (kg)/1,041

Es importante sefialar que el calculo del ACT a partir de los datos obtenidos
por espectrometria FTIR es distinto del célculo del ACT que se efectlia con los
resultados de la IRMS (véase el Apéndice II).

3.2.2. Premisa 2. El 6xido de deuterio se incorpora por un igual a todos los
compartimentos hidricos del cuerpo

Esta premisa se cumple en el agua corporal, pero no en el agua que deja
el cuerpo como vapor de agua, que estd sujeta al fraccionamiento isotopico. No
hay fraccionamiento en la orina, el agua fecal o el sudor. El sudor se excreta por
las glandulas sudoriparas en forma de agua liquida y su evaporacion tiene lugar



una vez que ya se ha separado del agua corporal, por lo que no se fracciona al
abandonar el organismo. En cambio, el agua que deja el cuerpo como vapor de agua
en el aire espirado o en la evaporacion transdérmica esta sujeta a fraccionamiento.
La evaporacion transdérmica es una pérdida insensible de agua a través de la piel
por vias distintas de las glandulas sudoriparas. Cuanto mayor sea el volumen de
pérdidas insensibles de agua (provista de menos deuterio que el agua corporal),
mas se concentrara el 6xido de deuterio que quede en el cuerpo, lo que llevara
a subestimar el ACT vy, por consiguiente, a sobreestimar la grasa corporal. Es
importante evitar el ejercicio fisico durante el periodo de estabilizacion para que no
aumenten el ritmo respiratorio y los niveles de evaporacion transdérmica.

3.2.3. Premisa 3. El oxido de deuterio tiene una tasa de estabilizacion
rapida

Esta premisa se cumple en participantes sanos, pero el agua se renueva
con mayor lentitud en personas de edad, mujeres embarazadas y pacientes con
un exceso de agua extracelular (como nifios malnutridos con edema). Para este
tipo de participantes, por lo tanto, conviene prever un periodo de estabilizacion
mas largo.

— La estabilizacion es el proceso por el cual el D,O se mezcla de modo
homogéneo con toda el agua corporal. Tras la estabilizacion, todos los
compartimentos hidricos del cuerpo tendran la misma concentracion de
deuterio.

— La estabilizacion entre la dosis enriquecida y el agua corporal no es
instantdnea. El agua corporal se equilibra rapidamente con la saliva, pero
en el caso de la orina, sobre todo en personas de edad que presenten orina
residual tras la miccion, el proceso puede requerir varias horas. La cuestion
es: “;cuanto tarda en completarse la estabilizacion?”

— Los participantes sanos suelen llegar al estado de equilibrio después
de 2 a 5 h (figura 2), con lo que cabe obtener muestras de saliva a las 3 y
a las 4 horas. En general, las tasas de renovacion del agua son mas rapidas
en los nifios que en los adultos, y mas lentas en personas de edad que en
adultos mas jovenes. También pueden influir diversas enfermedades. Por
ello, antes de dar comienzo al estudio propiamente dicho es importante
efectuar un pequefio estudio piloto para determinar los tiempos de muestreo
necesarios. Quizéa sea preciso obtener muestras de saliva al cabo de 4 y 5
horas de administrar la dosis, o tal vez se requiera incluso mas tiempo.
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Fig. 2. Estabilizacion del oxido de deuterio en el agua corporal. Hay una primera fase de
exceso, en la que el enriquecimiento rebasa el nivel que al final correspondera a la meseta
porque el oxido de deuterio no se ha mezclado completamente con el liquido intracelular.
La meseta de enriquecimiento se prolonga varias horas.

3.2.4. Premisa 4. Durante la fase de estabilizacion no se pierden ni 6xido de
deuterio ni agua corporal

Es probable que esta premisa no se cumpla, pero conviene tomar
precauciones para reducir al minimo las pérdidas. El agua del cuerpo no forma
un simple sistema cerrado, sino un sistema dindmico con diversas entradas
(bebida, alimentos y agua metabolica) y salidas (orina, heces, sudor, respiracion,
etc.). En climas templados, cada dia se renueva aproximadamente un 8 % del
agua corporal de un adulto. En climas tropicales esta tasa de renovacion es entre
un 50 % y un 100 % mayor, porque aumentan las pérdidas insensibles de agua
por los pulmones y la piel.

Cuando se utiliza la técnica de equilibrio aqui descrita para cuantificar el
ACT, que dura de 3 a 4 horas, se puede pedir a los participantes que vacien la
vejiga antes de ingerir la dosis y se abstengan de consumir alimentos o liquidos
y de hacer ejercicio fisico durante el periodo de estabilizacion, lo que reduce al



minimo la pérdida de deuterio por la orina y el sudor y permite obviarla en los
calculos.

Cuando el participante no pueda ayunar durante la fase de estabilizacion
habra que ir anotando el volumen de liquidos consumido y después restar este
volumen del ACT resultante de los calculos.

3.3. DETERMINACION DEL ACT EN LACTANTES

Para determinar el ACT en lactantes es preferible emplear el procedimiento
de extrapolacion retrograda [8]. Ademas, se aconseja pedir ayuda a un experto,
pues conviene adoptar precauciones especiales para tener la seguridad de que el
lactante consuma la dosis correctamente. En bebés de menos de tres meses de
edad es muy dificil obtener muestras de saliva.

3.4. HIDRATACION DE LA MLG

El modelo bicompartimental de composicion corporal divide el cuerpo
en masa grasa (MG) y MLG. La hidratacion de la MLG es la proporcion de
agua contenida en la MLG. Se parte del supuesto de que este porcentaje es de
un 73,2 % en los adultos (de 21 afios en adelante).

MLG (kg) = ACT (kg)/0,732

En todos los mamiferos, la hidratacion celular esta sujeta a un control que la
mantiene dentro de estrictos limites. El coeficiente de hidratacion que en general
se utiliza, que es de 0,732, proviene de un trabajo clasico de Pace y Rathbun [9].
De los estudios realizados in vivo con adultos se desprende que el envejecimiento
no influye en esta constante hasta los 70 afios de edad [10, 11]. Wang et al. [12]
han descrito los factores que pueden inducir variaciones individuales en la
hidratacion de la MLG, que en adultos sanos puede oscilar en un porcentaje de
entre el 2 % y el 3 % (desviacion tipica) [13, 14]. Dado que estos valores incluyen
tanto los errores de medicion como la variacion fisiologica, si no se conocen los
errores de medicion no es posible estimar la verdadera variacion fisiologica de
la hidratacion de la MLG en adultos sanos. Schoeller cifra el error de medicion
promedio en un 1 %. Se estima que en condiciones de laboratorio la desviacion
tipica en la medicion de la hidratacion in vivo es de un 1,1 % y que la variacion
fisiologica es de un 0,5 %, esto es, un valor pequefio [1].
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3.4.1. Variacion de la hidratacion de la MLG durante la lactancia y
la infancia

El coeficiente de hidratacion de 0,732 en el adulto no se puede aplicar
a los nifios y lactantes, pues se sabe que la hidratacion de los tejidos magros
va cambiando a medida que el cuerpo se desarrolla durante la lactancia. Los
recién nacidos tienen relativamente poca masa muscular en relacion con el peso
corporal. Durante la infancia, al ir aumentando la proporciéon de masa muscular,
disminuye la hidratacion de la MLG [15, 16]. Lohman proporciona una serie de
coeficientes de hidratacion en nifios y adolescentes (cuadro 1). En el caso de los
lactantes, para convertir el ACT a MLG se aplican a menudo los coeficientes de
hidratacion de Fomon (cuadro 2) [17]. Butte ef al. [18] también ofrecen datos
sobre la composicion corporal de los lactantes, y aunque Fomon y Nelson [19]
analizaron la hidratacion de la MLG en el lactante, faltan datos equivalentes sobre
los bebés nacidos prematuramente. Por ello, mientras no se disponga de mas
informacion, para determinar la grasa corporal de lactantes prematuros se deben
aplicar modelos de composicion corporal de tres o cuatro compartimentos [20].

CUADRO 1. HIDRATACION DE LA MLG (%)

EN NINOS Y ADOLESCENTES
Edad (afos) Varones Féminas
1 79,0 78,8
12 78,6 78,5
34 77,8 78,3
5-6 77,0 78,0
7-8 76,8 77,6
9-10 76,2 77,0
11-12 75,4 76,6
13-14 74,7 75,5
15-16 74,2 75,0
17-20 73,8 74,5
Referencia [16].

3.4.2. Variacion de la hidratacion de la MLG durante el embarazo y
el amamantamiento

El contenido en agua de la MLG (coeficiente de hidratacién) aumenta
durante el embarazo [21]. Actualmente no hay consenso en torno a los
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coeficientes de hidratacion que reflejan con mas exactitud las distintas etapas del
embarazo. Por ello no se recomienda aplicar la técnica de dilucion de deuterio
para determinar la composicion corporal con arreglo al modelo bicompartimental
en el caso de mujeres que estén en el segundo o tercer trimestre de gestacion.

En general, para mujeres que amamantan o que estan en el primer trimestre
de gestacion se utiliza el coeficiente de hidratacion convencional de 0,732.

CUADRO 2. HIDRATACION DE LA MLG (%)

EN LACTANTES

Edad (meses) Varones Féminas

Al nacer 80,6 80,6
1 80,5 80,5
2 80,3 80,2
3 80,0 79,9
4 79,9 79,7
5 79,7 79,5
6 79,6 79,4
9 79,3 79,0

12 79,0 78,8

18 78,5 78,4

24 78,1 78,2

Referencia [17].

4. PROCEDIMIENTOS

En las lineas que siguen se ofrece una detallada descripcion de los pasos y
procedimientos que conforman el método de dilucion de deuterio para estimar el
ACT. Se trata de los siguientes:

— planificacion del estudio;

— preparacion y conservacion de las dosis de 6xido de deuterio;

— procedimiento para cuantificar el ACT, comprendidas las mediciones
antropométricas de los participantes;

— obtencidn de muestras de saliva;

— resultados.
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El andlisis del enriquecimiento en deuterio de muestras de saliva por
espectrometria FTIR esta descrito en la Seccion 5.

4.1. PLANIFICACION DEL ESTUDIO

En cualquier estudio es indispensable una cuidadosa planificacion para
obtener buenos resultados. Lo mas importante es determinar la finalidad del
estudio, centrandolo en una cuestion principal. ;Cudl es la hipotesis que se
somete a prueba? Y ademas:

— ¢ Cuantos participantes se necesitan para dilucidar la cuestion? Es preciso
calcular el tamafio de la muestra, y para ello pedir asesoramiento a un
bioestadistico.

— ¢ Cbémo se van a procesar los datos? ;Qué pruebas estadisticas se realizaran?
Conviene recabar la opinion de expertos en la etapa de planificacion, y no
una vez obtenidos los datos.

— ¢ Qué pasos hay que seguir para obtener la aprobacion ética?

4.1.1. Deontologia

Todos los estudios practicados con personas deben ser objeto de examen
y aprobacion por parte del comité de ética local. La mayoria de las revistas
importantes rehusaran publicar un articulo que no se acompaiie de la pertinente
declaracion de aprobacion por parte de dicho comité, que en general estd integrado
por médicos, cientificos y legos en la materia, como dirigentes religiosos o
comunitarios, ademas de un jurista, por ejemplo un abogado. Este comité puede
estar adscrito al Ministerio de Salud, el Ministerio de Ciencia o la universidad
local. Conviene ponerse en contacto con ¢l en las primeras fases del estudio a
fin de determinar el proceso que hay que seguir para solicitar aprobacion ética y
obtener copia de los documentos necesarios.

Los participantes deben ser informados de la finalidad del estudio en un
lenguaje adaptado a las circunstancias locales, deben dar su consentimiento
informado y voluntario para participar y se les debe comunicar que son libres de
retirarse del estudio en cualquier momento.

A continuacién se ofrece un ejemplo del tipo de informacion que exigen los
comités de ética, aunque los detalles diferirdn en funcion de las circunstancias
locales.
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— Clara exposicion de la finalidad del estudio propuesto.

— Resumen de las caracteristicas y metodologia del estudio, con informacion
detallada sobre el tamafio muestral previsto e indicaciones sobre los
calculos utilizados para determinarlo.

— Sucinta exposicion de las cuestiones de caracter ético que la propuesta
pueda suscitar.

— Explicacién detallada del proceso que se va a seguir para obtener el
consentimiento, que debe incluir una ficha informativa redactada en
términos sencillos y no técnicos.

— Quién tendra acceso a los datos y qué medidas se adoptaran para proteger el
derecho a la confidencialidad de los participantes.

— Quiénes son los investigadores (incluidos los ayudantes) que llevaran a
cabo el estudio, y qué cualificaciones y experiencia poseen.

— Localidad(es) donde se llevara a cabo el proyecto.

— Fechas de inicio y conclusion previstas.

En el Apéndice I hay informacion sobre la seguridad del 6xido de deuterio que
puede ser ttil a la hora de preparar solicitudes de aprobacion ética.

4.1.2. Preparacion de la ficha de datos del participante

Los datos correspondientes a cada participante deben registrarse de modo
adecuado. Una forma poco onerosa de proceder consiste en ir registrando la
informacion en papel mientras se trabaja sobre el terreno, para después transferirla
a una hoja de calculo electronica. En el cuadro 3 se muestra la informacion
minima necesaria, pero ademas se requeriran otros datos ligados especificamente
al estudio, por ejemplo sobre el estado de salud de los participantes. La ficha de
datos debe elaborarse en la fase de planificacion, de modo que pueda ser evaluada,
y de ser preciso modificada, en el curso del estudio piloto. Para ello cabe utilizar
un procesador de texto o una hoja de calculo, que permiten reproducir la ficha
tantas veces como convenga. En el Apéndice III se muestra un ejemplo de ficha
de datos del participante.

4.1.3. Estudio piloto

Cuando sea la primera vez que se utilice esta técnica serd aconsejable
realizar un estudio piloto antes de empezar. Tal estudio es importante para:

— practicar y ensayar los procedimientos, sobre todo los de obtencién y
analisis de muestras y los de procesamiento de datos;
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— formar a todas las personas que vayan a intervenir;
— desarrollar el trabajo sistematico y en equipo;
— concebir estrategias para superar dificultades practicas.

CUADRO 3. INFORMACION MINIMA QUE DEBE CONSTAR EN LA
FICHA DE DATOS DEL PARTICIPANTE

Nombre/codigo del proyecto

Identificacion del participante
Nombre o iniciales del investigador
Fecha

Peso del participante (kg)

Numero de la dosis

Peso de la dosis (g)

Hora de obtencion de la muestra basal
Hora de ingestion de la dosis

Hora de la primera muestra post-dosis
Hora de la segunda muestra post-dosis

Volumen de agua consumido (1)

El estudio piloto se suele llevar a cabo con un niimero relativamente pequefio
de participantes. Puede servir para determinar el tiempo de estabilizacion en las
circunstancias especificas del estudio, pues la renovacion del agua se ve afectada
por la condicion fisiologica de los participantes y también por factores como la
edad, el estado de salud o el clima. Por ello es preciso obtener muestras de saliva
alas 3,4 y 5 horas de ingestion de la dosis en el caso de los adultos, y a las 2, 3
y 4 horas cuando se trate de nifios. Aunque en el estudio final solo se precisaran
dos muestras de saliva post-dosis, se habrd determinado empiricamente el
momento idoneo para recogerlas en las circunstancias concretas que rodean el
estudio.

4.1.4. Calculo del tamaiio de la muestra

En cualquier estudio hay que asegurarse de contar con el nimero de
participantes necesario para obtener una respuesta fiable al interrogante
planteado. Los célculos del tamafio muestral o de potencia de la prueba son un
paso importante en la concepcion de todo estudio, ademas de un dato que exigen
los comités de examen ético y los organismos de financiacion. A la hora de
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determinar el tamafio de la muestra requerido para obtener una respuesta fiable
cabe emplear el calculo de la potencia estadistica. Conviene asimismo pedir
asesoramiento a un bioestadistico. Los calculos de potencia pueden realizarse
con programas informaticos de estadistica.

Para calcular el tamafio muestral necesario hay que conocer la desviacion
tipica (SD, por sus siglas en inglés) que presentan los parametros de composicion
corporal en una poblacion similar a la estudiada, y definir la diferencia entre
grupos de estudio que se va a considerar significativa (5). Antes de consultar
al bioestadistico conviene proceder a un estudio bibliografico para reunir esta
informacion. En un contexto de salud publica, en el que las mediciones se
efectuan en instalaciones sobre el terreno, haran falta mas participantes que
cuando las mediciones tienen lugar en las condiciones estrictamente controladas
de un laboratorio de investigacion.

La “potencia” de un estudio suele expresarse como el porcentaje de veces
en que el estudio detectara un resultado significativo cuando haya una diferencia
real. Por lo comin se trabaja con una potencia del 80 %, lo que significa que,
suponiendo que haya una verdadera diferencia y que un estudio se realice
100 veces, en 80 de ellas se obtendra un resultado estadisticamente significativo
y en otras 20 no (estos 20 estudios arrojarian un falso resultado negativo). El
nivel de significacion (), esto es, la probabilidad de obtener un falso resultado
positivo, se fija en un valor bajo (por lo general 0,05).

4.1.4.1. Ejemplo

Suponiendo que se vayan a estudiar los efectos de una intervencion
nutricional sobre la composicion corporal de adultos con VIH, sera preciso
determinar la desviacion tipica que presenta el ACT en la poblacion y la magnitud
del cambio que tendria relevancia clinica (3 ). En un reciente estudio efectuado en
Africa con una muestra de 150 adultos seropositivos para el VIH, se calculé que
el ACT de los sujetos presentaba una SD (o) de 5 kg (comunicacion personal). El
peso corporal medio de los participantes era de unos 60 kg. Se podria considerar
clinicamente significativo un aumento de la MLG equivalente a un 5 % del peso
corporal. Un total de 3 kg de MLG corresponde a 2,2 kg de ACT (3 x 0,732).
Por lo tanto, si se presupone que 6 =5 kgy 6 = 2,2 kg de ACT, con una potencia
del 80 %, un nivel de significacion de 0,05 y dos grupos de estudio (grupo de
control y grupo experimental), se puede calcular el tamafio muestral (n) requerido
empleando la siguiente ecuacion:

2
g
3

n=2x7,85x%x
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donde 7,85 es el factor multiplicador f* (o, potencia) extraido de las tablas
estadisticas que corresponde a una potencia del 80 % y a o = 0,05. Por
consiguiente:

2

> =81

n=2x7,85x%x

]

Para obtener resultados estadisticamente significativos se requieren como
minimo 81 participantes en cada grupo. Si se necesitara mas potencia o un mayor
nivel de significacion harian falta mas participantes en el estudio. Asimismo, es
aconsejable anadir un factor para tener en cuenta eventuales abandonos, cuyo
valor se fijard en funcion de los precedentes locales. Si presuponemos un indice
de abandonos del 25 %, habria que constituir dos grupos de unos 110 participantes
cada uno.

4.2. PREPARACION Y CONSERVACION DE LAS
DOSIS DE OXIDO DE DEUTERIO

La correcta preparacion de la dosis es una etapa fundamental de este
método, que influird en la calidad de los datos obtenidos.

4.2.1. Material

Todo el material utilizado para preparar las dosis debe estar perfectamente
seco, a fin de evitar la contaminacion por agua. En el Apéndice IV se presenta
una lista del material necesario. Para evitar pérdidas o toda contaminacion por la
humedad ambiental, las dosis deben conservarse en frascos estancos con tapon
de rosca (p.ej., frascos de polipropileno de 60 ml de boca ancha, estancos y
autoclavables). No es preciso autoclavarlos, pero estos frascos no deben fisurarse
ni sufrir filtraciones si pasan cierto tiempo en el congelador.

La balanza empleada para pesar la dosis debe ofrecer un rango de pesaje
adaptado tanto a la cantidad como al recipiente que se vayan a pesar. Se
recomienda utilizar una balanza capaz de pesar hasta 0,01 g. El pesaje de la dosis
debe ofrecer una precision de cuatro cifras significativas, por ejemplo: 30,05 g
para un adulto o 6,034 g para un niflo.

4.2.2. Preparacion de dosis para adultos

Para estimar el agua corporal total de un adulto, con independencia de
cuanto pese, la dosis estandar de o6xido de deuterio es de 30 g. Las dosis deben
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pesarse con una precision de al menos 0,01 g. En un cuaderno de laboratorio se va
anotando lo siguiente: nimero de lote de la soluciéon madre de 6xido de deuterio
utilizada para preparar las dosis, fecha de preparacion de las dosis, numeracion de
las dosis, peso del frasco, peso del frasco mas la dosis y peso de la dosis. Después
se puede transferir toda esta informacion a una hoja de calculo. Las dosis deben
prepararse en un lugar limpio, por ejemplo una zona destinada a la manipulacion
de alimentos. No es aconsejable preparar las dosis para consumo humano en un
laboratorio quimico porque la balanza puede haber servido anteriormente para
pesar compuestos toxicos.
En la figura 3 se ilustra el procedimiento de preparacion de las dosis.

Fig. 3. Preparacion de las dosis — No deben prepararse en laboratorio, sino en una zona
destinada a la manipulacion de alimentos.

Cuando se utilice una balanza electronica habra que:

— tarar el frasco mas el tapon;

— verter en el frasco 30 ml de D,O con una probeta y tapar el frasco;

— anotar el peso exacto de D,O presente en cada dosis;

— el peso de D,0O no sera exactamente de 30 g, pues la densidad del 6xido
de deuterio es superior a la del agua (la densidad del D,O a 25°C es
de 1,105 g/ml y la del H,O es 1,000 g/ml), pero esto no es importante
siempre y cuando se registre el peso exacto y se utilice esta misma cifra en
los calculos subsiguientes.
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Téngase en cuenta que, cuando sea la primera vez que se aplique esta técnica,
se deberan conservar unos pocos mililitros de la soluciéon madre de D,O para
preparar un patrén de calibracion que se analizard junto con las muestras de
saliva. En la Seccion 5.2 se describe la preparacion del patron de calibracion.

4.2.3. Preparacion de dosis para nifios

En los nifios se utiliza una dosis de aproximadamente 0,5 g de D,O por
kg de peso corporal. En estudios de gran envergadura resulta mas sencillo
administrar una misma dosis a todos los participantes, en cuyo caso es posible
preparar una dosis estandar atendiendo al peso promedio de los nifios, o bien
varias dosis normalizadas cuando en el estudio participen nifios de diferentes
edades y pesos corporales. En el cuadro 4 se exponen las dosis recomendadas.

Para nifios de menos de 30 kg de peso se puede preparar una dilucion del
D,O para no tener que trabajar con volumenes pequefios, mas expuestos a las
pérdidas por evaporacion. Para preparar una dilucion 1 a 5 del D,O se deben
mezclar 800 g (800 ml) de agua potable local y 200 g (180 ml) de D,O (figura 4)
y registrar ambos pesos (0xido de deuterio y agua potable) con una precision
de 0,01 g. Para nifios de mas de 30 kg de peso corporal se empleara D,O
no diluido.

CUADRO 4. DOSIS NORMALIZADAS DE D,0 PARA ESTIMAR EL ACT
EN NINOS

Peso corporal (kg) Peso de D,O necesario (g) Volumen aproximado
de dilucion 1 a 5 (ml)

<10 3 15

10-20 6" 30

20-30 10 50

30-50 20 No se aplica

>50 30 No se aplica

a

Si se prefiere también es posible administrar esta cantidad no diluida empleando una jeringa
desechable de plastico, que habra que pesar antes y después de administrar la dosis para
determinar la cantidad exacta de dosis ingerida.

Se pueden preparar dosis con la cantidad correcta de D,O repartiendo

fracciones alicuotas del D,O diluido en frascos con tapén de rosca previamente
pesados (o tarados), como se explica a continuacion y se muestra en la figura 5.
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Tarar (o pesar) un gran frasco
de vidrio + tapdn (0,1 g de precision)

l

Verter 180 ml de D,0.
Anotar el peso (0,1 g de precision) A

l

Agregar 800 ml de agua potable local.
Anotar el peso (0,1 g de precision) B

l

Repartir las dosis individuales
como se muestra en la figura 5

Fig. 4. Preparacion de una dilucion 1 a 5 de D,O.

4.2.3.1. Preparacion de una dilucion 1 a 5

Esta dilucién se puede preparar con agua potable local. Se necesita un
frasco limpio y con tapdn de rosca de borosilicato de 1 litro (o mas) de capacidad,
por ejemplo un frasco de reactivos nuevo de borosilicato con tapon de rosca
acompanado de una junta de PTFE (teflon). No debe emplearse un recipiente
que haya contenido reactivos quimicos. Se requiere una balanza capaz de pesar
de 2 kg a 0,1 g. Téngase en cuenta que la densidad del D,O es de 1,105 g/ml
a 25°C, por lo que un volumen de 180 ml pesa 200 g. La densidad del agua (H,O)
a25°C es 1,000 g/ml, y por lo tanto 800 ml pesan 800 g.

A fin de evitar pérdidas por evaporacion se deben pesar los frascos con el
tapon puesto.

Cuando se utilice una balanza electrénica habra que:

— tarar, o en su defecto pesar, el frasco mas el tapon;

— verter en el frasco 180 ml de solucion de 99,8 0 99,9 at. % de D,O y tapar
el frasco;

— anotar el peso de D,O presente en el frasco (A, aproximadamente 200 g);
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Pesar o tarar el frasco
de dosis (0,01 g de precision)

l

Verter el volumen necesario
de D,0O diluido (cuadro 4)

l

Anotar el peso C
(0,01 g de precision)

l

Calcular la cantidad D
de D,O presente en la dosis

Fig. 5. Preparacion de dosis individuales para nifios.

— afadir al frasco 800 ml de agua potable local, tapar el frasco y después
anotar el peso de D,0 mas agua potable que contiene el frasco (B,
aproximadamente 1 000 g).

4.2.3.2. Preparacion de dosis individuales para nifios

Las dosis individuales deben ser pesadas con una precision minima
de 0,01g. Cuando se utilice una balanza electrénica habra que:

— tarar, o en su defecto pesar, el frasco mas el tapon;

— empleando una probeta o una pipeta, verter en el frasco el volumen
necesario de la dilucion 1 a 5 de D,O y tapar el frasco;

— anotar el peso exacto de D,0 (o D,0 mas agua) presente en cada frasco de
dosis (con 0,01 g de precision: C);

— calcular, segtn las proporciones utilizadas, la cantidad de D,O presente en
cada dosis (D).
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Asi, el peso de D,O presente en la dosis (g) = peso de agua presente en el
frasco de dosis (g) X peso de D,O en la dilucion 1 a 5 (aprox. 200 g)/peso de D,O
mas agua potable en la dilucién 1 a 5 (aprox. 1 000 g):

D (peso de D,O en la dosis) = C X A/B (g)

donde D es el peso que se debera utilizar para calcular el ACT, previa conversion
a miligramos.

En las figuras 4 y 5 se resume el procedimiento de preparacion de dosis
individuales para nifios.

4.2.4. Conservacion de las dosis

Es posible preparar las dosis por lotes y conservarlas en la nevera hasta que
sea necesario.

Para garantizar las debidas condiciones de higiene y evitar toda
contaminacion cruzada, las dosis no deben conservarse en el mismo lugar
que las muestras de saliva. Estas presentaran un enriquecimiento en D,O de
hasta 1 000 mg/kg (ppm de D,O), mientras que las dosis estdn enriquecidas
aproximadamente en 999 000 mg/kg (ppm de D,0). Una dosis, por lo tanto,
contendrd aproximadamente mil veces mas deuterio que una muestra biologica.
Otra razon para no conservar las dosis junto con las muestras de saliva es la de
evitar la contaminacion cruzada de caracter microbiano.

Al transportar las dosis hacia o desde las localidades sobre el terreno se
deben utilizar cajas distintas para las dosis y las muestras de saliva.

4.3. PROCEDIMIENTO PARA CUANTIFICAR EL ACT

En la figura 6 se resume el procedimiento de cuantificacion del ACT por
dilucion de deuterio.

La vispera de la estimacion del ACT el participante debe ingerir con
normalidad liquidos y alimentos y abstenerse de hacer ejercicio fisico intenso
tras la ultima comida, a fin de evitar la deshidratacion y el agotamiento de las
reservas de glucdgeno.

Para medir con exactitud el ACT se debe pedir a los participantes que
vacien la vejiga antes de empezar, lo que garantizara que cada pesaje se efectue
en las mismas condiciones, en el caso de estudios longitudinales, y que el agua
presente en la orina no esté incluida en el ACT.
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Pedir al participante
que vacie la vejiga

A 4

Pesar al participante, vestido con
ropa liviana (0,1 kg de precision)

A 4

Recoger una muestra
basal de saliva

Voltear el frasco de dosis
para que el contenido se
y mezcle completamente

El participante ingiere la dosis de D,0.
Verter en el recipiente 50 ml mas de agua potable
y darla a beber al participante. Después verter
otros 50 ml de agua potable y darsela de nuevo a beber

Esperar que la dosis se
+ equilibre con el agua corporal

Recoger la primera muestra
de saliva post-dosis

Esperar una hora mas

Recoger la segunda muestra
de saliva post-dosis

Fig. 6. Esquema del procedimiento para medir el ACT por dilucion de oxido de deuterio.

4.3.1. Mediciones antropométricas

Dado que la masa grasa del cuerpo se estima calculando la diferencia
entre la MLG y el peso corporal, es indispensable pesar a la persona con gran
exactitud. Hay que pedir a los participantes que vacien la vejiga (y de ser
posible los intestinos) antes del pesaje, y en el momento de pesarlos deben vestir
ropa liviana. De esta manera se generan condiciones normalizadas, hecho que
reviste especial importancia en los estudios longitudinales. Cada dia hay que
comprobar la exactitud de las basculas utilizadas para el pesaje con una pesa de
calibracioén de masa conocida. Al igual que se extrema el celo para obtener datos
isotopicos exactos y precisos, los resultados de composicion corporal se verian
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comprometidos si no se procediera con igual esmero para garantizar la exactitud
de las mediciones antropométricas.

4.3.1.1. Pesaje y medicion de la estatura de adultos y nifios
Pesaje

— Hay que pesar al participante con una precision de 0,1 kg, empleando
una béscula electronica o cualquier otra bascula que ofrezca este nivel de
precision.

— La bascula debe estar sobre una superficie horizontal, cosa que conviene
comprobar, de ser posible, con un nivel.

— Los participantes deben estar descalzos y llevar el minimo de ropa
(figura 7). Cuando el participante no quiera desvestirse demasiado durante
el pesaje cabe la posibilidad de pesar después la ropa por separado y
sustraer este peso del resultado anterior para obtener asi un peso corporal
exacto.

— Anotar el peso en la ficha de datos del participante con 0,1 kg de precision.

— En estudios longitudinales en los que se mida la evolucion de la composicion
corporal en lapsos de tiempo relativamente cortos es esencial disponer de
mediciones exactas del peso corporal, por lo que debe tenerse en cuenta el
peso de toda pieza de ropa que el participante lleve puesta en el momento
del pesaje.

Fig. 7. En el pesaje el participante esta descalzo y viste ropa liviana.
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— Cada dia se debe comprobar la exactitud de las basculas utilizando una pesa
de calibracién de masa conocida.

Medicion de la estatura

— Utilizando un estadiémetro, se mide la estatura con una precision de 0,1 cm.

— El estadidmetro debe estar sobre una superficie horizontal, cosa que
conviene comprobar, de ser posible, con un nivel. Periodicamente hay que
verificar la exactitud del estadiometro utilizando varas de medir de longitud
conocida.

— La estatura se mide sin calzado.

— El participante debe mantenerse erguido, con los talones contra la pared o
contra la escala vertical del estadiometro y las rodillas estiradas.

— Pedir al participante que mire al frente y comprobar que tenga los ojos al
mismo nivel que los oidos (figura 8).

— Hacer descender la vara corredera hasta que toque la parte superior de la
cabeza. Conviene deshacer todo peinado sofisticado. Anotar en la ficha
de datos del participante la estatura en centimetros (con una precision
de 0,1 cm). Acto seguido repetir el procedimiento, anotar igualmente el
resultado y calcular después el promedio entre ambas mediciones.

Fig. 8. Medicion de la estatura — Cabello aplanado, mirada al frente.

En el caso de los nifos, por encima de 85 cm se mide la estatura,
y por debajo de 85 cm se mide la longitud (véase la proxima seccion).
La OMS ha elaborado instrucciones detalladas sobre la forma de pesar
y medir a los nifios, que se pueden descargar del siguiente sitio web:
http.://www.who.int/childgrowth/training/es/index.html.
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Fig. 9. Pesaje de un lactante.

4.3.1.2. Como pesar y medir a lactantes
Pesaje de lactantes

— Ellactante ha de estar desnudo y debe usarse una bascula que ofrezca 0,01 kg
de precision (figura 9).

— Colocar una tela en el plato de la bascula para que el nifio no se enfrie.

— Ajustar la bascula a cero con la tela sobre el plato.

— Procediendo con cuidado, colocar al nifio desnudo sobre la tela.

— Esperar que el niflo se calme y el peso se estabilice.

— Por ultimo determinar y anotar de inmediato el peso (con una precision
de 10 g, 0,01 kg).

Es preciso estandarizar (nivelar) la bascula una vez a la semana, o cada vez que
sea desplazada.

Comprobacion de la bascula

Deben emplearse pesas (de peso conocido) de 3, 5y 10 kg, y también, de
ser necesario, de 20 kg. Cuando no se tengan pesas de calibracion se pueden
utilizar botellas llenas de agua herméticamente cerradas, que se habran
pesado cuidadosamente en una bascula calibrada y cuyo peso se comprobara
periddicamente.

Para verificar el pesaje tarado hay que colocar en la bascula una pesa
de 20 kg, tarar la bascula y después afiadir una pesa de 3 kg. La lectura debe
indicar 3 kg de peso.
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7

Fig. 10. Medicion de la longitud de un lactante.

Si los pesajes no resultan exactos se debe calibrar la bascula, cuando sea
posible, y cuando no lo sea habra que sustituirla.

Medicion de la longitud de lactantes

Para determinar la longitud de un lactante se utiliza una plancha de
medicion (llamada a veces “infantdometro”). La operacion requiere el concurso de
dos personas (figura 10).

La primera persona:

— ayuda a acostar al nifio boca arriba en la plancha, sosteniéndole la cabeza y
colocandola contra el cabezal,;

— posiciona la coronilla contra el cabezal, comprimiendo el cabello, y se
cerciora de que el niflo esté estirado y recto siguiendo la linea central de
la plancha, de que no cambie de posicion y de que los hombros guarden
contacto con la plancha y la columna vertebral no esté arqueada.

En general esta persona se coloca por detras del cabezal, de pie o arrodillada.
La segunda persona se encarga de:

— sostener el tronco del nifio al depositarlo en la plancha;

— recostar al nifio en la plancha hasta que esté completamente tendido;

— con una mano presionar con firmeza en las espinillas, por encima de los
tobillos, o en las rodillas, y con la otra mano apoyar firmemente el tope
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para los pies contra los talones, asegurandose de que los dedos de los pies
no impidan el contacto de la tabla con los talones;
— medir la longitud (con una precision de 0,1 cm) y anotarla inmediatamente.

Es preciso mantener limpia la plancha de medicion y conservarla a
temperatura normal de interior, protegida de la humedad. Hay que verificar su
exactitud una vez a la semana.

4.3.2. Administracion de la dosis

Adultos y nifios deben ingerir la dosis por lo menos dos horas después de
la Gltima comida, preferiblemente por la mafana en ayunas. Cuando ello no sea
posible se puede dar al participante una pequena colacion, sencilla y de menos
de 1250 kJ (300 kcal), una hora después de la ingestion de la dosis. De este
modo la dosis habra abandonado el estomago antes de la comida, pero a la vez
el agua presente en los alimentos se habra equilibrado con el agua corporal antes
de que empiecen a recogerse las muestras de saliva post-dosis. A los lactantes,
en cambio, se les suele administrar la dosis con una comida. En el caso de bebés
amamantados se puede utilizar una jeringa desechable para darles la dosis justo
antes de que empiecen a mamar. Al emplear una jeringa desechable hay que
determinar exactamente la dosis ingerida pesando la jeringa llena y pesandola
de nuevo una vez administrada la dosis. A los bebés alimentados con biberén se
les puede dar el 6xido de deuterio con la leche, pero si el lactante no consume la
dosis por completo no sera posible incluirlo en el estudio. Se recomienda pedir
asesoramiento a una persona avezada en la cuantificacion del ACT en bebés.

Téngase ademas en cuenta lo siguiente.

— Antes de administrar la dosis se debe recoger una muestra basal de saliva.

— Para un adulto, la dosis de D,0 (agua marcada) es de 30 g (véanse, en el
cuadro 4, las dosis para nifios).

— Si la dosis ha pasado por el congelador, debe estar completamente
descongelada antes de usarla.

— El frasco, ya salga de la nevera o esté descongelado tras pasar por el
congelador, debe ser volteado varias veces para que el vapor de agua
condensado en el tapon se mezcle bien con el resto del liquido. Esto hay
que hacerlo justo antes de que la persona ingiera la dosis. La razon de esta
maniobra es que la condensacion estd fraccionada en relacion con el resto
del liquido del frasco (véase el Apéndice V para mas informacion sobre el
fraccionamiento).

— No hay que abrir el frasco hasta llegado el momento de administrar la dosis.
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Al hablar con los participantes suele ser preferible emplear la expresion
“agua pesada” o “agua especial” en lugar de “agua marcada con deuterio” o
“agua marcada con un isétopo estable”, pues puede haber cierta confusion con
respecto al término “is6topo”, asociado a menudo con la radiactividad.

El uso de D,O no entrafia peligro alguno de radiacion.

Los pasos especificos que deben seguirse son:

— en la ficha de datos del participante, anotar el nimero de frasco y la hora de
ingestion de la dosis;

— el participante debe beber la dosis con una pajita para evitar todo
derramamiento (figura 11);

— verter en el frasco de dosis unos 50 ml de agua potable y pedir al participante
que se la beba con la misma pajita y repetir acto seguido la operacion con
otros 50 ml de agua potable, todo lo cual garantizard que no quede agua
marcada en el frasco.

Fig. 11.  Administracion de la dosis. El participante la bebe con una pajita
para que no se derrame.

4.3.3. Ingesta de bebidas y alimentos y ejercicio fisico durante la fase
de estabilizacion

En la medida de lo posible, los participantes no deben comer ni beber

durante la fase de estabilizacion. Cuando ello no sea factible, por ejemplo en el
caso de nifios 0 mujeres que amamantan, se les puede dar una pequefia colacion
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al cabo de una hora de administrar la dosis. Se debe ir anotando el volumen de
todos los liquidos que el participante ingiera durante el periodo de estabilizacion,
incluidos los 100 ml utilizados para enjuagar el frasco con la dosis, y después
restar este volumen del ACT resultante de los célculos. En general, si la persona
no ha consumido ningun otro liquido durante la fase de estabilizacion no se
tienen en cuenta los 100 ml de agua de enjuague. El participante no debe beber
ni comer nada entre las muestras de saliva tomadas a las 3 horas y a las 4 horas, a
fin de reducir al minimo todo efecto a corto plazo que pudiera tener la ingestion
de agua sobre el enriquecimiento en deuterio de la saliva.

Durante la fase de estabilizacion los participantes deben abstenerse de
hacer ejercicio fisico para reducir al minimo la pérdida de agua por la respiracion
o la evaporacion transdérmica (pérdida insensible de agua). Por efecto del
fraccionamiento isotopico, hay menos deuterio en el vapor de agua que en el
agua corporal, por lo que todo aumento de la pérdida insensible de agua inducira
a error en el calculo del ACT.

4.3.4. Obtencion de muestras de saliva

4.3.4.1. Preparacion para la recogida de muestras

Para obtener resultados exactos es muy importante prepararse
adecuadamente antes de recoger las muestras y entender cabalmente el
procedimiento que hay que explicar con claridad al participante antes de proceder.

Antes de empezar conviene asegurarse de disponer del material que se
relaciona a continuacion (figura 12).

Algodon y torundas

— Bolas de algodon para tomar muestras de saliva en adultos y nifios.
— Torundas de algodén con algodén suplementario para tomar muestras de
saliva en lactantes.

Tubos para conservar las muestras

— Deben tener tapon roscado y una junta para evitar toda pérdida,
fraccionamiento o contaminaciéon cruzada durante el tiempo de
conservacion, p.ej. criotubos de 4 ml. Es aconsejable utilizar tapones de
distintos colores para las muestras basales y las muestras post-dosis, por
ejemplo tapon azul para las primeras y rojo para las segundas.

— Deben estar completamente secos antes de su uso.
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Fig. 12. Material necesario para obtener muestras de saliva.

— No deben ser reutilizados, a fin de evitar la contaminacion cruzada entre
muestras enriquecidas (post-dosis) y no enriquecidas (basales).

— Deben etiquetarse con el nimero de identificacion del participante y la
fecha y hora de obtencion de la muestra. Para proteger la confidencialidad
no hay que escribir nombre alguno en los tubos de muestras.

Jeringas desechables de 20 ml

— Las jeringas deben estar completamente secas antes de su uso.
— No deben ser reutilizadas, a fin de evitar la contaminacion cruzada entre
muestras enriquecidas (post-dosis) y no enriquecidas (basales).

Guantes

— La persona que recoja las muestras de saliva debe llevar puestos guantes
desechables nuevos.

— Cada par de guantes debe ser desechado antes de proseguir con el siguiente
participante.

— Una vez se haya puesto los guantes, la persona que vaya a recoger la
muestra basal de saliva no debe tocar el frasco de dosis hasta haber
concluido esta operacion.
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Bolsas con cremallera

— Para cada participante se requieren dos pequeias bolsas con cierre de
cremallera: una para la muestra basal y otra para las muestras post-dosis.

— Se necesita asimismo otra bolsa con cremallera para guardar juntas todas
las muestras de un mismo participante.

— Todas las bolsas deben ir etiquetadas de forma indeleble con el niimero de
identificacion del participante.

Etiquetas

— Hay que asegurarse de que las etiquetas sean de buena calidad y no puedan
desprenderse de los recipientes.

— Al escribir en las etiquetas se debe emplear un rotulador indeleble para
que la tinta no se emborrone o desaparezca, en especial al descongelar
las muestras.

Ficha de datos del participante

— Antes de obtener la primera muestra (basal) hay que disponer de copias
impresas de la ficha de datos de cada participante.

— Para proteger la confidencialidad, en la ficha de datos no debe constar
el nombre de la persona. Los nombres de los participantes y los
correspondientes numeros de identificacion deben consignarse aparte.

En el Apéndice III se muestra un ejemplo de ficha de datos del participante.
4.3.4.2. Tiempos de muestreo

En adultos y nifios se recoge una muestra de saliva al empezar (basal) y
otras dos al cabo de 3 horas y 4 horas de la ingestion de la dosis. En el caso de
personas de edad o con un volumen excesivo de agua extracelular, se recomienda
obtener sendas muestras post-dosis al cabo de 4 y 5 horas. Dos muestras situadas
en la meseta de enriquecimiento confirman que la dosis ya se ha equilibrado
completamente con el agua corporal. En los lactantes hay que obtener dos
muestras de saliva entre 2,5 y 4 horas después de administrar la dosis, pero en
ningun caso transcurridos menos de 15 minutos desde la ultima comida.
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4.3.4.3. Obtencion de muestras de saliva con bolas de algodon

A continuacion se describe el procedimiento para tomar muestras de saliva
en adultos y nifios, ilustrado en la figura 13.

I

Fig. 13. Obtencion de muestras de saliva con una bola de algodon.

Téngase en cuenta lo siguiente.

— No hay que tocar el frasco de dosis durante todo el proceso de obtencidon
de muestras, desde el momento de enfundarse los guantes hasta una vez
recogida la muestra basal de saliva.

— Hay que usar guantes limpios para cada participante.

— Al recoger las muestras hay que asegurarse de que el participante no
haya comido ni bebido nada durante al menos la media hora anterior a la
extraccion de saliva.

A continuacioén se expone el procedimiento recomendado.

1) Dar al participante una bola de algodén para que la impregne de saliva,
pidiéndole que cierre la boca y vaya moviendo la bola en su interior
durante 2 minutos, o hasta que esté empapada. Se le puede pedir que piense
en su plato preferido, lo que incrementara la salivacion.

2)  Extraer el émbolo de una jeringa desechable de 20 ml nueva.

3)  Pedir al participante que se lleve el algodén a la parte frontal de la boca y
de alli lo haga pasar directamente al cuerpo de la jeringa (figura 13).

4)  Volver a colocar el émbolo en el cuerpo de la jeringa.

5)  Etiquetar un tubo de muestras con la identificacion del participante y la
fecha y hora de obtencion de la muestra.
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6)  Sacar el tapon del tubo y, presionando con el émbolo de la jeringa,
exprimir la bola de algodon para introducir la saliva en el tubo de muestras
(figura 13). Tapar el tubo para evitar la evaporacion y el subsiguiente
fraccionamiento isotopico.

7)  Cuando no haya al menos 2 ml de saliva habra que repetir los pasos anteriores
con una nueva bola de algodon. De ser posible conviene recoger 4 ml, para
que en caso necesario se pueda repetir el analisis.

8)  Entre un participante y el siguiente se desechan jeringas, algodén y guantes.
No hay que reutilizar ni tubos de muestras ni jeringas.

9)  Se debe etiquetar cada tubo con el nimero de identificacion del participante
y la fecha y hora de obtencion de la muestra. Ademas, hay que consignar
en la ficha de datos del participante la fecha y hora de recogida de todas las
muestras de saliva y transferir esta informacion lo antes posible a una hoja
de célculo.

Los participantes deben abstenerse de hacer ejercicio fisico hasta que se haya
recogido la Gltima muestra de saliva.

4.3.4.4. Obtencion de muestras de saliva en lactantes con torundas de algodon

A continuacién se expone el procedimiento para tomar muestras de saliva
en lactantes, ilustrado en la figura 14.

Fig. 14. Obtencion de muestras de saliva con una torunda.

— Para cada lactante se deben usar guantes limpios.

— Al recoger una muestra hay que cerciorarse de que hayan pasado al menos
15 minutos desde la Gltima comida del bebé, para que en la boca no queden
restos de leche u otros alimentos.

— En los lactantes, las muestras de saliva se obtienen con una torunda de
algodon (figura 14) envuelta en otra pieza de algodon suplementaria. Para
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D)
2)
3)
4)

5)

6)

7)

recoger la saliva se va moviendo la torunda por la boca del bebé hasta
que el algodon esté empapado. Dependiendo del bebé hara falta mas o
menos tiempo, pero el proceso exige paciencia. A veces se precisaran
varios intentos para obtener el volumen necesario (2 ml como minimo,
preferiblemente 4 ml).

El procedimiento recomendado es el siguiente.

Sacar el émbolo de una jeringa desechable de 20 ml nueva. Extraer el
algodon empapado de la torunda e introducirlo en el cuerpo de la jeringa
de 20 ml (figura 14).

Volver a colocar el émbolo en el cuerpo de la jeringa.

Etiquetar un tubo de muestras con la identificacién del participante y la
fecha y hora de obtencion de la muestra.

Sacar el tapén del tubo y, presionando con el émbolo de la jeringa, exprimir
el algodon para introducir la saliva en el tubo de muestras. Tapar el tubo para
evitar la evaporacion y el subsiguiente fraccionamiento isotopico.

Cuando no haya al menos 2 ml de saliva habrd que repetir los pasos
anteriores con una nueva torunda o bola de algodon. De ser posible conviene
recoger 4 ml, para que en caso necesario se pueda repetir el analisis.

Entre un participante y el siguiente se desechan jeringas, algodon y guantes.
No hay que reutilizar ni tubos de muestras ni jeringas.

Se debe etiquetar cada tubo con el nimero de identificacion del bebé y la
fecha y hora de obtencidon de la muestra. Ademas, hay que consignar en
la ficha de datos del participante la fecha y hora de recogida de todas las
muestras de saliva y transferir esta informacion lo antes posible a una hoja
de célculo.

4.3.4.5. Conservacion de las muestras de saliva

Un estudio de gran envergadura generara cientos de muestras de saliva,

lo que impone trabajar con la mayor atencion al manipularlas y etiquetarlas.
Procédase como sigue.

— Cerrar con firmeza los recipientes para evitar la pérdida de agua por

evaporacion o la contaminacion cruzada entre muestras.

— Para conservar juntas todas las muestras de una misma persona ¢ impedir la

contaminacion cruzada se pueden utilizar bolsas con cierre de cremallera.
La muestra basal y las muestras post-dosis se colocaran por separado en
sendas bolsas pequefias y después se introducirdn ambas en una tercera
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bolsa mas grande, de modo que todas las muestras de un mismo participante
estén juntas.

— Tanto en los tubos de muestras como en las bolsas debe hacerse constar el
numero de identificacion del participante.

— En una hoja de célculo se debe llevar un registro de las muestras.

Las muestras de saliva deben conservarse congeladas (a —20°C) hasta el
momento del andlisis para reducir al minimo el eventual crecimiento bacteriano.
Cuando no sea posible habra que guardarlas en un refrigerador o en una nevera
portatil hasta que puedan ser transferidas al congelador. Para evitar que las
muestras se contaminen:

— nunca se deben conservar juntas las muestras y las dosis;
— el tapon de los tubos de muestras debe estar bien cerrado para evitar toda
pérdida por evaporacioén o contaminacion por la humedad ambiental.

5. ANALISIS DEL ENRIQUECIMIENTO EN
DEUTERIO POR ESPECTROMETRIA INFRARROJA
POR TRANSFORMADA DE FOURIER

El enriquecimiento en deuterio de muestras de saliva se puede medir
por espectrometria FTIR [5]. En la figura 15 se muestra un ejemplo tipico de
espectrometro FTIR, y en el Apéndice II se describen someramente los principios
de esta técnica. Aunque los detalles exactos del procedimiento dependeran de
la marca y el modelo de espectrometro FTIR, hay una serie de principios y
precauciones fundamentales que se resumen en las siguientes lineas.

5.1. EL LABORATORIO DE ESPECTROMETRIA FTIR

— El espectrometro FTIR debe estar en un lugar bien ventilado para evitar
la acumulacion de CO, en el ambiente. Lo ideal es una sala dotada de aire
acondicionado con control de temperatura y humedad. El mueble en que
repose el espectrometro no debe estar expuesto a vibraciones procedentes
de otros instrumentos cercanos o de una fuente externa.
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Fig. 15. Tipico espectrometro FTIR.

— No conviene mover el espectrometro una vez instalado. Cuando sea
menester desplazarlo habrd que pedir a un ingeniero que compruebe el
alineamiento de los espejos.

— La humedad en la zona del espectrometro FTIR debe ser inferior a un 60 %.
El deshumectante del compartimento del FTIR debe ser sustituido en
cuanto el indicador cambie de color, lo que en climas himedos podria ser
una vez a la semana.

5.1.1. Limpieza del espectrometro FTIR

Para limpiar y mantener libre de polvo el exterior del espectrometro FTIR
debe utilizarse un pafio humedecido con agua. No es aconsejable pasar un pafio
por el interior del compartimento de muestras. Si se derrama liquido de la cubeta
dentro del compartimento hay que limpiarlo de inmediato con un pafio absorbente
que no suelte pelusa.

5.2. PREPARACION DEL PATRON DE CALIBRACION
Se prepara (por gravimetria) un gran volumen de solucioén de calibracion

(o patrén) de aproximadamente 1 000 mg/kg (ppm) o 1 g/, pesando la cantidad
correspondiente de 6xido de deuterio y diluyéndola en agua corriente normal de
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la region. Téngase en cuenta que la densidad del D,O es de 1,105 g/ml a 25°C.
También hay que prestar atencion a lo que sigue.
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— Es conveniente preparar 1 litro de patron de calibracion en un matraz aforado

y después transferirlo a un frasco de vidrio borosilicatado con tapén de
rosca revestido de PTFE para conservarlo en ¢l hasta que sea necesario.
También se debe conservar un segundo frasco con 1 litro del agua utilizada
para hacer la dilucién. Una buena idea es guardar el patron de calibracion
en una serie de frascos mas pequefios cerrados herméticamente (como
frascos de borosilicato de 250 ml con tapén de rosca revestido de PTFE).
Como patrones de trabajo solo se usaran cada vez un frasco de solucion
enriquecida y uno con la abundancia natural, dejando los restantes frascos
herméticamente cerrados hasta que llegue el momento de utilizarlos. Si se
conservan en un lugar fresco y oscuro los patrones de calibracién duraran
varios afios. Los frascos deben estar cerrados herméticamente para impedir la
entrada de humedad ambiental. No hay que almacenarlos en el mismo lugar
que el 6xido de deuterio.

El D,O se debe pesar con una balanza analitica que ofrezca 0,0001 g, o
aun mejor, 0,000 01 g, de precision. En el departamento de quimica de
la facultad o universidad local habra seguramente balanzas analiticas e
instrumental de vidrio convenientes. La solucidon patron debe prepararse en
dos etapas, descritas a continuacion, pero es importante determinar el peso
del 6xido de deuterio con una precision de 0,0001 g. Hay que nivelar y
calibrar las balanzas antes de utilizarlas.

Al preparar el patrén de calibracion de 1 000 mg/kg (ppm) no debe
emplearse agua destilada, porque esta sujeta a fraccionamiento, sino agua
potable local, de la que se conservara ademas un volumen parecido para
que sirva de patron cero. Cuando esta agua sea de calidad deficiente, cabe
el recurso de pasarla por un filtro estéril de 0,22 um para alargar el tiempo
de conservacion del patron.

Todo el instrumental de vidrio debe estar limpio
y seco antes de su utilizacion.

A continuacion se expone el procedimiento recomendado.

Utilizando una balanza analitica que ofrezca una precision de 0,0001 g,
pesar un matraz aforado de 50 ml, limpio y seco y con el tapon puesto, o en
su defecto otro recipiente parecido, por ejemplo un frasco de vidrio limpio,
seco y con tapon.



— Verter en el matraz un pequefio volumen (~20 ml) de agua potable. Tapar el
matraz y anotar el peso de nuevo.

— Afadir al frasco 1 g de D,0. Cuando para ello se utilice una pipeta ajustable,
el volumen seleccionado debe ser de 0,9 ml, pues la densidad del D,O es
mayor que la del agua (1,105 g/ml y 1,000 g/ml, respectivamente, a 25°C).
Tapar el frasco para evitar pérdidas por evaporacion, anotar el peso, y
calcular después el peso exacto de D,O contenido en el frasco.

— Pesar un matraz aforado de 1 litro, limpio, seco y con el tapon puesto. En
esta etapa se puede emplear una balanza que ofrezca 0,1 g de precision.

— Con ayuda de un embudo, transferir el agua del recipiente de 50 ml al
matraz aforado de 1 litro. Verter otra vez agua potable en el recipiente
pequefio y vaciarla de nuevo en el grande. Repetir la operacion por lo
menos tres veces para tener la seguridad de haber transferido todo el D,0,
extremando las precauciones para que en el proceso no se derrame nada.

— Enrasar el matraz con agua potable local hasta la marca de 1 litro, tapar el
matraz y pesar de nuevo el recipiente.

— Tras anotar el peso, transferir el patron de calibracion a un frasco de vidrio
limpio y seco con tapon de rosca revestido de PTFE.

— Conservar un volumen parecido de agua potable para que sirva de patrén
cero, o blanco, con el que se medira el espectro de la actividad de fondo.

— Calcular el enriquecimiento del patron de calibracién como se describe a
continuacion:

* SiAes el peso de D,O y B es el peso de agua potable mas D,O presentes en
el matraz de 1 litro, el peso de agua potable agregada sera B —A.

Por ejemplo:

® Peso de D,0 =1,0015 g (A)
® Peso de agua potable mas D,O en el matraz de 1 litro =1 000,1 g (B)
e Por tanto, peso de agua potable agregada =1000,1 g-1,0015¢g

=999,0985 g (B—-A)
¢ Enriquecimiento en D,0 del patrén de calibracion
=A/(B-A) x 10° mg/kg
=1,0015 /999,0985 g x 10° mg/kg
=1 002 mg/kg (ppm)

Nota: 1 mg/kg = 1 mg/l porque la densidad del H,O es de 1,0 kg/l a 25°C. Por lo
tanto, el patron de calibracion tiene una densidad aproximada de 1 000 mg/1.

Es posible verificar el enriquecimiento del patron de calibracion de
espectrometria FTIR pidiendo a un laboratorio de referencia que haga un analisis
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independiente. El valor de enriquecimiento resultante del andlisis debe estar
proximo al obtenido por gravimetria, esto es, siguiendo el procedimiento aqui
descrito.

5.2.1. Tiempo de conservacion de los patrones de calibracion

El tiempo de conservacion de los patrones de calibracion dependera de la
calidad del agua potable local. Se deben conservar los frascos en un lugar fresco
y oscuro, al abrigo de la luz solar directa, pero no en la misma nevera que el
D,O muy enriquecido. El hecho de envolverlos en papel de aluminio ayuda a
proteger de la luz el contenido. El tapoén debe tener un buen cierre y el frasco
quedar herméticamente cerrado para impedir la entrada de humedad ambiental.
Algunos laboratorios recomiendan guardar los frascos boca abajo porque en caso
de filtracion seria menos probable que hubiera fraccionamiento. Otros aconsejan
guardar el patrén de calibracion en varios frascos de 100 ml o 250 ml en lugar del
frasco de 1 litro. Ello presenta la ventaja de exponer en cualquier momento a las
condiciones ambientales solo una pequefia parte de la solucion, y el inconveniente
de que el calibrador, en el momento de ser utilizado, sera mas sensible a los
efectos del fraccionamiento. Véase el Apéndice V para mas informacion sobre el
fraccionamiento.

5.3. ELABORACION DE UNA CURVA DE REFERENCIA

Una vez instalado el espectrometro FTIR, conviene verificar la exactitud del
andlisis de deuterio en el rango de niveles de enriquecimiento que probablemente
se detectaran, utilizando para ello patrones obtenidos por gravimetria. Se pueden
preparar volimenes mas pequefios (p.ej. 100 ml) de esos patrones diluyendo
oxido de deuterio con agua potable local en un matraz aforado del modo ya
descrito. El nivel de enriquecimiento debe ir de 0 (abundancia natural en el agua
potable) a 2 000 mg/kg, esto es, un valor superior a los que presumiblemente se
observaran en las muestras de saliva.

Se preparan los patrones (en 100 ml de agua potable local) conforme a lo
indicado en el cuadro 5. Con una pipeta se vierte el D,O en el matraz aforado
(columna 2), no sin antes pesarlo cuidadosamente (columna 3). También hay que
anotar el peso del agua potable agregada para llegar al volumen final (columna 4).
A partir de los pesos se puede calcular el nivel real de enriquecimiento (mg/kg)
como ya queda explicado. En la figura 16 se ilustra el procedimiento, y en la
figura 17 se muestra un ejemplo de curva de referencia.

La balanza utilizada para preparar los patrones debe reposar en una mesa
estable, lejos de ventanas abiertas y corrientes de aire.

40



CUADRO 5. PREPARACION DE PATRONES DE ESPECTROMETRIA FTIR

Enriquecimiento ul D,O Peso de D,O (g) con Peso de agua
final (mg/kg D,0) 4 decimales de precision potable agregada (g)
0 0
100 10
200 20
400 40
600 60
800 80
1000 90
1500 140
2000 180

En la figura 16 se muestra la preparacion de patrones de calibracion con el
siguiente procedimiento:

Fig. 16. Preparacion de patrones de calibracion.

— A: pesar el matraz aforado con el tapon puesto;

— B: verter la pipeta de D,O en una cantidad de agua previamente pesada;
— C: pesar de nuevo y anotar el peso;

— D: enrasar hasta la marca;

— E: pesar otra vez;

— F: anotar el peso y calcular el enriquecimiento en D,O del patron.
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Fig. 17. Curva de calibracion del deuterio medido por espectrometria FTIR.

Si el gradiente de la curva de calibracion no esta proximo a 1, esto significa
que ha habido algun problema en el pesaje, los calculos o el analisis. En tal caso
hay que comprobar los datos introducidos y, de ser necesario, empezar otra vez el
proceso y preparar nuevos patrones.

5.4. FUNCIONAMIENTO DEL ESPECTROMETRO FTIR

Hay que encender el espectrometro FTIR entre 30 y 40 minutos antes de
empezar a usarlo para que los circuitos electronicos se estabilicen, comprobar
que tanto la interfaz como los espejos funcionen correctamente y, por ultimo,
asegurarse de que esté programado como sigue:

— Modo de medicion: Absorbancia

— Apodizacion: Square triangle

— Numero de barridos: 32

— Resolucién: 2,0

— Rango (cm™): Minimo: 2 300 Maximo: 2 900
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Se debe realizar un barrido “de fondo” utilizando agua no enriquecida
(abundancia natural), por ejemplo el agua que ha servido para hacer el patron
de calibracion (patron cero). El espectrometro debe calibrarse con el patron
de 1 000 mg/kg (ppm).

El pico del deuterio deberia presentar un maximo en los alrededores
de 2 504 cm™' (figura 18).

El espectrometro puede efectuar automdticamente una correccion de la
actividad de fondo. Al establecer la razon entre el espectro de absorcion del agua
local y el de referencia se calibra directamente el espectrometro para que exprese
mg/kg (ppm) de exceso de deuterio.

Se puede proceder de igual forma con las muestras de agua corporal, pero
en este caso hay que emplear la muestra de saliva basal (tiempo 0) para corregir
la actividad de fondo. Los programas informaticos del espectrometro incluyen el
modulo necesario para efectuar esta correccion.

El rango dindmico que ofrece el espectrometro FTIR para el andlisis de
deuterio es mucho mayor que las concentraciones que presumiblemente se
observaran en estudios de ingesta de leche humana o de composicion corporal,
pero es preciso interpretar con cautela todo nivel de enriquecimiento inferior
a 100 mg/kg (ppm) de *H, aproximadamente.

5.4.1. Espectros de FTIR tipicos

El CO, ambiental genera un pronunciado doblete en el hombro de la sefial del
D,O. Estos dos picos pueden ser positivos (figura 18) o negativos (figura 19). Se
obtienen picos negativos cuando en el momento de escanear la muestra enriquecida
la concentracion de CO, presente en el compartimento de muestras es mas baja de
lo que era al escanear la actividad de fondo.

El gran pico que se observa a 2 504 cm' es el pico del D,O. El doble pico
que aparece a 2 350 cm' corresponde al CO, presente en el compartimento
de muestras.

Conviene adoptar precauciones para reducir al minimo el tamafio del pico
de CO,en la cola del pico de D-O.

— El espectrometro FTIR debe encontrarse en una sala bien ventilada o dotada
de aire acondicionado.

— Hay que llenar cuidadosamente las cubetas como se explica en la
Seccion 5.6 para evitar la presencia de burbujas de aire.

— Cuando haya burbujas no debe analizarse la muestra, sino desalojarlas
afladiendo mas muestra.
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5.5. ELBLOQUE DE CUBETA

Para analizar la abundancia de deuterio en muestras de saliva se recomienda
emplear cubetas de fluoruro de calcio de 10* m (100 pm) de espesor (longitud
del paso de luz). Estas cubetas no sirven para analizar muestras de orina porque
el amonio y los fosfatos presentes en ella las deterioran. En la figura 20 se ilustra
esquematicamente un bloque de cubeta de espectrometria FTIR. También existen
cubetas desmontables. En la figura 21 se muestra una fotografia de la cubeta.
El procedimiento para llenarla estd descrito en la Seccién 5.6. Las cubetas de
cloruro de sodio, vendidas a menudo con los espectrometros FTIR, no son
adecuadas para analizar muestras que contengan agua.

5.5.1. Mantenimiento de las cubetas

Mientras no se estén utilizando se deben conservar las cubetas en su
embalaje de origen. Solo se pueden limpiar con un pafio que no suelte pelusa.
Es posible eliminar ligeras rayaduras y otras imperfecciones de las ventanas
utilizando alguno de los kits de pulimentacion disponibles en el mercado (que
ofrecen los propios proveedores de cubetas). Para comprobar la lisura de la
superficie tras el pulido se puede utilizar un plano optico, suministrado en general
con el kit.

5.6. LLENADO DE LA CUBETA
Para llenar las cubetas se utiliza una jeringa desechable de 1 ml (figura 21).
5.6.1. Introduccion

— Las muestras de saliva deben estar completamente descongeladas antes
del analisis.

— A fin de evitar toda pérdida de agua por evaporacion, y con ello el
fraccionamiento de la muestra, no se deben abrir los tubos hasta el momento
de llenar la cubeta.

— Centrifugar los tubos con las muestras de saliva durante al menos 10 minutos
a 1000 g (con el tapon puesto) para que la eventual condensacion adherida
al tapon se mezcle con el resto de la muestra y para eliminar posibles
burbujas.

— Es importante que al llenar las cubetas no haya burbujas en la muestra,
porque dispersan la luz y con ello distorsionan notablemente las condiciones
de partida.
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Carcasa de la cubeta

Placa posterior
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Tuerca rapida

Conector Luer

Espaciador adicional
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Fig. 20. llustracion esquemdtica de un bloque de cubeta. (© Specac Ltd. [Reino Unido].
Reproducido con autorizacion.)

Fig. 21. Cubeta de espectrometria FTIR con una jeringa de 1 ml en el orificio de llenado. Se
levanta la cubeta por uno de los costados apoydndola en cualquier objeto conveniente, por
ejemplo un lapiz.
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— Antes de empezar es preciso limpiar la ventana de la cubeta con gamuza

para lentes.

— La capacidad de la cubeta es de aproximadamente 150 ml. Al vaciar en ella

5.6.2.

1)
2)

3)
4)
5)
6)

7)
8)

9)

10)
11)

1 ml de saliva o agua de referencia se desalojard todo rastro que pudiera
quedar de la muestra anterior.

Procedimiento recomendado para llenar la cubeta

Llenar una jeringa de 1 ml con la muestra (de referencia o de saliva).
Presionar con firmeza un papel absorbente doblado contra el orificio de
salida para absorber el exceso de muestra e impedir la entrada de aire.
Llenar la cubeta empujando suavemente el émbolo o déandole firmes
golpecitos con el indice.

Con papel absorbente, eliminar el exceso o las posibles salpicaduras de
muestra del exterior de la ventana de la cubeta.

Comprobar la ausencia de burbujas observando la cubeta a contraluz
(figura 22).

Si en la cubeta hubiera burbujas visibles, agregar mas muestra, como queda
explicado, hasta haber desalojado todas las burbujas.

Medir la absorbancia de 2 300 a 2 900 cm™'.

Extraer la muestra con la misma jeringa que ha servido para el llenado, que
después se desechara.

Utilizar una jeringa nueva para cada muestra para evitar la contaminacion
cruzada.

Para la siguiente muestra empezar de nuevo desde el paso 1.

Cuando se hayan analizado todas las muestras, enjuagar la cubeta con agua
potable de calidad antes de devolverla a su embalaje.

Fig. 22, Procedimiento de llenado de la cubeta. Tras llenarla con una jeringa de 1 ml
y comprobar que no haya burbujas observandola a contraluz, se coloca la cubeta en el

compartimento de muestras del espectrometro FTIR.
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6. CALCULO DE LA COMPOSICION CORPORAL

Por efecto del intercambio de los atomos H de la dosis con atomos H
presentes en compartimentos no acuosos del cuerpo, el espacio de dilucion del *H
(Vp) esun 4,1 % mayor que el ACT:

ACT (kg) =V, /1,041
donde

¥, (kg) = Dosis de D,O (mg)/enriquecimiento en *H de la saliva (mg/kg)
Presuponiendo un coeficiente de hidratacion de la MLG del 73,2 % en el adulto:

MLG (kg) = ACT (kg) / 0,732.

En el caso de los nifios deben utilizarse los coeficientes de hidratacion de Lohman
[16] o Fomon [17] (véanse los cuadros 1y 2, Seccion 2.4.1).

La masa grasa (MG) se calcula restando la MLG del peso corporal.
MG (kg) = peso corporal (kg) — MLG (kg).
Los resultados se expresan a menudo como porcentaje del peso corporal:

MG (%) = MG (kg) / peso corporal (kg) x 100.

6.1. EJEMPLOS DE CALCULOS

En el cuadro 6 se presentan a modo de ejemplo sendas series de datos
correspondientes a dos adultos con idéntico indice de masa corporal (IMC) pero
distinta composicién corporal, asi como una serie correspondiente a un nifio.
La dosis de 6xido de deuterio ingerida es menor en los nifios que en los adultos.
En estos calculos se aplica al caso del nifio el coeficiente de hidratacion de la
MLG que corresponde a su edad.
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CUADRO 6. EJEMPLOS DE CALCULOS

Adulto 1 Adulto 2 Nifio

Identificacion del estudio A001 A002 Nifiol

Fecha del estudio 15/08/2007 15/08/2007 15/08/2007

Fecha de nacimiento 9/09/1944 29/04/1979 1/04/2000

Edad (afos) 62 28 7

Peso corporal (kg) 90 90 25

Estatura (cm) 180 180 130

IMC (kg/m?) 27,8 27,8 14,8

Peso de la dosis (g) 30,03 29,99 10,05
= Peso D,0O (g) ingerido

Peso de la dosis (mg) 30030 29990 10 050
= Dosis (g) x1 000

Enriquecimiento en “H de la saliva (mg/kg) 674 498 610

Espacio dilucion *H (V,,, kg) 44,6 60,2 16,5
= Dosis (mg)/conc. *H (mg/kg)

Factor de intercambio no acuoso 1,041 1,041 1,041

Agua corporal total (kg) 42,8 57,8 15,8
=V, (kg)/1,041

Coeficiente de hidratacion 0,732 0,732 0,776

(adultos: 0,732;

nifia de 7 afos: 0,776)

MLG (kg) 58,5 79,0 20,4
= ACT (kg)/coeficiente hidratacion

Masa grasa (kg) 31,5 11,0 4,6
= Peso corporal (kg) — MLG (kg)

Masa grasa (% peso corporal) 35,0 12,2 18,4
= MG (kg)/peso corporal (kg) X100

MLG (% peso corporal) 65,0 87,8 81,6
= MLG (kg)/peso corporal (kg) x 100

ACT (% peso corporal) 47,6 64,3 63,3

= ACT (kg)/peso corporal (kg) x 100
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7. CUESTIONES DE CONTROL DE CALIDAD

7.1. CALIBRACION DEL INSTRUMENTAL

Los resultados de todos los analisis se comparan con la abundancia natural
y con soluciones patron de agua enriquecida cuyo contenido en deuterio se
conoce. El espectrometro FTIR se calibra diariamente al empezar a analizar cada
lote de muestras. Los patrones (0 y 1 000 mg/kg) se analizan como muestras al
inicio y al término de cada jornada de trabajo. Cuando el instrumento sea nuevo
o haya pasado cierto tiempo inactivo se debera analizar la totalidad de la curva de
referencia antes de empezar a trabajar con las muestras.

7.2. PRECISION ANALITICA

La precision analitica se puede estimar analizando muestras idénticas.
Con la técnica de espectrometria FTIR deberia obtenerse sistematicamente una
precision de (CV) <1 %. CV (coeficiente de variacion) = SD/media x 100.

7.3. VARIACION DE LAS MEDICIONES O EL ENSAYO

Comparando entre si los valores de ACT obtenidos a partir de cada muestra
post-dosis se puede estimar la variacion de las mediciones o el ensayo, parametro
en el que influyen la estabilizacion, la obtencion de muestras, las manipulaciones
y la precisién analitica. Las muestras de saliva post-dosis obtenidas al cabo
de 3 y 4 horas deben arrojar valores que estén dentro de un intervalo del 2 %
alrededor de su valor promedio.

Si la diferencia es superior al 5 %, es posible que la dosis no se hubiera
equilibrado completamente con el agua corporal en el momento de obtener la
primera muestra post-dosis. El enriquecimiento de la primera muestra resultara
superior en mas de 100 mg/kg al de la segunda (figura 2), lo que se explica por
la tempranera fase de exceso en la que el enriquecimiento en deuterio de la saliva
rebasa el nivel final de la meseta porque el 6xido de deuterio no se ha mezclado
completamente con el liquido intracelular. En tal situacion es la segunda muestra
post-dosis la que debe utilizarse para calcular el ACT. Cuando ello se produzca
de forma recurrente en el estudio piloto serd aconsejable retrasar la obtencion de
muestras, por ejemplo al cabo de 4 y 5 horas de administrar la dosis.
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7.4. CRIBADO DE LOS DATOS
Para cribar los datos procédase como sigue.

— Comprobar que la primera y la segunda muestras post-dosis indiquen
niveles equivalentes de enriquecimiento en deuterio (véase supra).

— El enriquecimiento en deuterio de la saliva debe situarse entre 600
y 1200 mg/kg, dependiendo del tamafio del cuerpo. Las personas de
complexion corpulenta albergan un mayor volumen de agua que las personas
menudas. Asi pues, si todos los participantes reciben la misma dosis, esta se
encontrara mas diluida en las primeras que en las segundas, por lo que una
persona menuda presentara un mayor nivel de enriquecimiento de la saliva.

— Cuando la primera y la segunda muestras post-dosis coincidan en indicar
un enriquecimiento inferior a 600 mg/kg, es posible que haya un problema
con la dosis, a menos que el participante sea una persona excepcionalmente
corpulenta. Los calculos arrojaran un valor de grasa corporal muy pequefio,
y sera preciso descartar los datos.

7.5. DETECCION DE VALORES ATIPICOS

Con el método de Bland y Altman [22] es posible efectuar una comparacion
entre los valores de ACT medidos y un valor predicho, y a partir de ahi detectar
los datos que queden fuera de un intervalo normal para verificarlos o proceder
a un nuevo analisis. Cuando no se disponga de otros valores predictivos cabe
emplear la relacién con la estatura®: ACT = 7,4 x estatura3 (m3), validada en
nifios y adultos [23]. Cuando los valores medidos queden fuera de los intervalos
de confianza del 95 % de esta relacion habra que comprobar los datos y célculos
y, de ser necesario, analizar de nuevo las muestras. Aun asi, es de prever que
un 2,5 % de los valores medidos resulte superior a la diferencia media + 2SD
(en participantes obesos, con un indice de masa corporal [IMC] elevado) y
otro 2,5 % sea inferior a la diferencia media —2SD (en participantes con un
IMC bajo).

En la figura 23 se muestra un ejemplo. Utilizando el método aqui descrito
se determind el ACT de 120 adultos con VIH. La diferencia media entre el
ACT calculada a partir del enriquecimiento en deuterio y el ACT extrapolada
a partir de la estatura resulté de 1,4 kg. El intervalo de confianza del 95 %
correspondiente a esta diferencia iba de 9,1 kg a +6,4 kg. El participante con una
diferencia de —14 kg entre el ACT medida y la predicha tenia un IMC de 12,2.
Ante valores extremadamente bajos de IMC conviene ser prudente al interpretar
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la composicion corporal estimada a partir del ACT, pues quiza las premisas
relativas a la hidratacion de la MLG no sean vélidas.
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Fig. 23. Andlisis grafico de Bland-Altman (de variabilidad residual) del ACT medida por
dilucion de deuterio y el ACT extrapolada a partir de la estatura.

8. RESUMEN DE LOS PASOS ESENCIALES
PARA OBTENER DATOS DE CALIDAD

PREPARACION DE LA DOSIS

— Hay que pesar las dosis con la debida precision (como minimo de 0,01 g).
Es preferible que esta labor se efectiie en el laboratorio de analisis y corra a
cargo de cientificos formados.
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SOBRE EL TERRENO

— Si cuenta con la formaciéon adecuada, el personal que trabaja sobre el
terreno puede ser de ayuda en las labores de antropometria, administracion
de dosis y obtencion de muestras de saliva, pero es importante que entienda
la necesidad de pesar y medir concienzudamente a los participantes y de
registrar los datos con exactitud. La formacion del personal sobre el terreno
es, por consiguiente, crucial.

— La vispera de la medicion del ACT los participantes deben ingerir con
normalidad liquidos y alimentos y abstenerse de hacer ejercicio fisico
vigoroso después de la ultima comida, a fin de evitar la deshidratacion y el
agotamiento de las reservas de glucogeno.

— Los participantes no deben comer ni beber en los 30 minutos (15 minutos
en los lactantes) previos a la recogida de muestras de saliva.

— En el momento del pesaje los participantes deben llevar un minimo de ropa
(hasta 0,1 kg). Para obtener un peso corporal exacto, del resultado obtenido
en el pesaje habra que sustraer el peso de toda prenda que lleven puesta.

— Antes de abrir el frasco de dosis hay que voltearlo varias veces para que el
vapor de agua condensado en el tapon se mezcle con el resto del liquido.

— No se debe abrir el frasco hasta llegado el momento de administrar la dosis.

— Hay que cerciorarse de que el participante ingiera el 100 % de la dosis
afadiendo agua al frasco y dandosela de nuevo a beber.

— Tiempos de muestreo: hay que dejar tiempo suficiente para la estabilizacién
del marcador (3—4 horas). En el caso de personas de edad o enfermas
prevéanse de 4 a 5 horas.

— Hay que etiquetar los tubos de muestras con el numero de identificacion del
participante y la fecha y hora de obtencién de la muestra.

— Se debe consignar toda la informacion en la ficha de datos del paciente.

— Hay que transferir los datos a una hoja de calculo, por ejemplo Microsoft
Excel, lo antes posible.

— Como medida de seguridad se debe llevar un registro sobre papel.

EN LABORATORIO

— No hay que mover el espectrometro FTIR una vez instalado. Cuando sea
imprescindible desplazarlo un ingeniero debera comprobar el alineamiento
de los espejos.

— Hay que instalar el espectrometro en una sala bien ventilada.
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— La humedad en la zona del espectrometro FTIR debe ser inferior a un 60 %.
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El deshumectante de la sala de espectrometria FTIR debe ser sustituido en
cuanto el indicador cambie de color, lo que en climas himedos podria ser
una vez a la semana.

Las muestras de saliva deben estar debidamente descongeladas antes
del analisis.

Es preciso voltear los tubos que contienen las muestras de saliva para que la
condensacion adherida al tapon se mezcle con el resto de la muestra.

Antes del andlisis se deben centrifugar las muestras de saliva durante
10 minutos a 1 000 g para que cualquier gotita adherida al tapon se
mezcle con el resto de la muestra y para eliminar las burbujas de aire, que
interfieren con el analisis por espectrometria FTIR.

9. PREGUNTAS FRECUENTES

(Por qué obtuve un porcentaje negativo de grasa corporal?

Los valores negativos aparecen cuando no ha habido tiempo para que
la dosis de deuterio se equilibre completamente con el agua corporal o
cuando el participante no ha consumido la totalidad de la dosis. Ello da
lugar a un bajo nivel de enriquecimiento en deuterio, lo que se traduce
en una sobreestimacion del tamafio del reservorio hidrico del cuerpo
y, por consiguiente, un valor elevado de MLG y un bajo porcentaje de
grasa corporal.

(Al cabo de cuanto tiempo puedo repetir la cuantificacion?

En el adulto, para que la dosis de D,O desaparezca del agua corporal y la
concentracion de deuterio vuelva a los niveles basales se necesitan unas 5
semanas en regiones tropicales y 10 semanas en regiones templadas. Sin
embargo, puesto que el agua corporal se calcula a partir de la diferencia
entre la concentracion de deuterio en las muestras pre-dosis y en las
muestras post-dosis, no hace falta esperar tanto tiempo para repetir las
mediciones con el método de estabilizacion, que no dura mas que unas
pocas horas. Bastara con tomar una segunda muestra basal el dia en que se
repita la prueba. Cuando entre una cuantificacion y la siguiente medie poco
tiempo, la segunda vez conviene reducir al minimo la ingesta de agua entre
la administracion de la dosis y la obtencion de la tltima muestra de saliva,
pues el consumo de agua tendrad un efecto de dilucion mayor que el dia de
la primera prueba.



(Por qué es necesario obtener dos muestras durante la meseta de
enriquecimiento?

Conviene recoger dos muestras una vez que la dosis se ha estabilizado para
tener la seguridad de que se ha alcanzado la meseta de enriquecimiento.
Dos muestras con el mismo nivel de enriquecimiento (con un margen
de variacion del 2 %) confirmaran que la dosis se ha equilibrado
completamente con el agua corporal. A veces, en participantes con un ritmo
lento de renovacion del agua (como las personas de edad o quienes padecen
ciertas enfermedades), puede ocurrir que la dosis no se haya estabilizado
por completo al cabo de 3 horas. La dosis recogida a las 4 horas lo
confirmard, y se podra utilizar su nivel de enriquecimiento para calcular el
ACT. Si solo se dispusiera de una muestra post-dosis no se podria tener la
certeza de haber llegado a la meseta de enriquecimiento. Antes de realizar
el estudio propiamente dicho efectie un estudio piloto para determinar el
tiempo de estabilizacion en las condiciones locales. Cuando el tiempo de
estabilizacion supere las 3 horas convendra recoger muestras al cabo de
4y 5 horas de administrar la dosis. Para evaluar los resultados del estudio
piloto consulte con personas mas duchas en la materia.

(Es preciso ayunar durante el protocolo?

Aunque la observancia de ayuno durante el protocolo proporciona una
estimacion mas exacta del ACT, puede resultar dificil en determinadas
circunstancias, como en el caso de participantes enfermos o de madres que
amamanten. En tales situaciones se puede dar al participante una pequeia
colacion 1 hora después de la ingestion de la dosis. Lleve un registro del
volumen de liquidos ingerido por la persona y sustraiga esa cantidad del
ACT resultante de los calculos. Los participantes no deben comer ni beber
nada durante los 30 minutos previos a la obtencion de muestras de saliva.
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Apéndice I

INFORMACION GENERAL SOBRE LA SEGURIDAD
DEL OXIDO DE DEUTERIO

I.1. ISOTOPOS DEL HIDROGENO

Un atomo estd formado por un niicleo central, en el que hay neutrones y
protones, y por electrones que orbitan a su alrededor. Los protones tienen una carga
positiva de 1 y una masa aproximada de 1 unidad de masa atémica (uma). Los
neutrones son eléctricamente neutros y tienen una masa de alrededor de 1 uma.
Los electrones tienen una carga negativa de 1 y una masa de 0,00055 uma.

Los 4atomos que difieren en su numero de protones se denominan
“elementos”. Por ejemplo, el hidrégeno tiene un protén, el carbono seis y
el oxigeno ocho. Los diferentes is6topos de un elemento tienen igual nimero
de protones pero distinto numero de neutrones. Los isotopos estables no son
radiactivos y estan presentes de forma natural en el medio, incluido el cuerpo
humano, en una proporcion que se conoce como “abundancia natural” del isétopo.
La mayoria de los elementos son una mezcla de varios is6topos estables. Todos
los atomos de un elemento tienen el mismo nimero de protones en el nicleo,
mientras que el nimero de neutrones podra diferir cuando haya mas de una
posible combinacién estable. En la investigacion biomédica se han utilizado con
gran frecuencia los isdtopos estables de diversos elementos (carbono, hidrogeno,
oxigeno y nitrégeno).

El hidrégeno tiene un proton (cargado positivamente) en el nicleo y un
electron (cargado negativamente). Un protdn representa una masa de 1, y por lo
tanto la masa del hidrégeno es 1. Este is6topo estable recibe también el nombre
de “protio”. En el deuterio, que es un isétopo estable mas pesado del hidrogeno,
el nicleo posee un protén y un neutrén (que carece de carga y tiene una masa
de 1). La masa del deuterio, por lo tanto, es 2. La masa de un elemento suele
mostrarse en el d&ngulo superior izquierdo de la letra que lo representa. Asi pues,
el hidrogeno es 'H y el deuterio *H. El deuterio, que también se simboliza a
menudo como “D”, fue descubierto en 1932.

El hidrégeno tiene un proton en el niicleo 'H (is6topo estable)
Cuando hay un neutrén en el nucleo, es deuterio  *H (is6topo estable)

Cuando en el nucleo hay dos neutrones, es tritio  *H (radiactivo)
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La abundancia natural del deuterio es del 0,015 %. Ello significa que en
los 30 kg de agua corporal de una mujer adulta de 55 kg de peso habra unos 4,5 g
de deuterio.

El 6xido de deuterio es agua (*H,0) en la cual un 99,8 % 0 99,9 % de
los atomos de hidrogeno estan en forma de deuterio. Es lo que suele expresarse
como 99,8 (0 99,9) at. % de *H,0 o como D,O. El 6xido de deuterio puede
utilizarse para cuantificar el tamafio del reservorio hidrico del cuerpo (agua
corporal total) por dilucién isotdpica o la circulacion de agua de un reservorio a
otro (por ejemplo, del agua corporal de la madre a la del bebé¢ a través de la leche
materna).

1.2. SEGURIDAD DEL OXIDO DE DEUTERIO

El uso de is6topos estables para realizar estudios del metabolismo humano
tiene mas de medio siglo de historia. Aunque los isétopos estables de hidrégeno
no emiten ningln tipo de radiacion que pueda ser dafiina, la masa del deuterio
es 2 (*H) y la del hidrogeno es 1 (‘H), con lo que la diferencia de masa entre
ambos (un factor de dos) es mayor que entre cualquier otro par de iso6topos
estables de un mismo elemento. A concentraciones muy elevadas de oxido de
deuterio en los tejidos (mas de un 15 %), esta diferencia de masa puede causar
importantes “efectos isotdpicos”.

Los efectos isotopicos se deben a que la presencia de deuterio en una
molécula acorta los enlaces covalentes, haciéndolos mas fuertes y resistentes a
la ruptura. Las moléculas en las que hay deuterio, por lo tanto, presentan una
velocidad de reaccion ligeramente distinta de las que solo contienen hidrégeno.
La diferencia entre las constantes de velocidad de una reaccion en la que
participe una molécula que solo tenga hidrogeno y las de otra reaccion en la que
intervenga una molécula provista de deuterio es lo que se llama “efecto isotopico
cinético”, efecto que puede manifestarse en el curso de las reacciones catalizadas
por enzimas que tienen lugar en el cuerpo.

En estudios con animales se ha observado que los tejidos con mas de un 15 %
de agua marcada con deuterio exhiben multitud de efectos, como disfunciones
en la sintesis de proteinas y acidos nucleicos, alteraciones en la conformacion y
estabilidad de los biopolimeros, modificacion de la velocidad de las reacciones
enzimaticas, division celular defectuosa o cambios morfologicos [24]. El efecto
general del marcaje con deuterio parece ser una depresion del metabolismo tisular,
debida a la menor velocidad de reaccion que presentan in vivo los compuestos
marcados. Aunque algunos de los efectos toxicos del marcaje con deuterio son
reversibles, concentraciones muy elevadas pueden resultar mortales.
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En los mamiferos no se han observado efectos dafiinos a concentraciones
de deuterio inferiores a un 15 %. Para que aparezcan efectos negativos es preciso
mantener los niveles de marcaje en un 15 % con la administracion continua
de dosis [24]. No obstante, se han descrito efectos menores, por ejemplo
episodios transitorios de vértigo, en personas adultas que habian consumido una
cantidad de 6xido de deuterio suficiente para enriquecer el agua corporal hasta
un 0,35 %-0,65 % [24]. Algunos autores han postulado que existe un umbral,
situado en un enriquecimiento del agua corporal por encima del 0,2 %, mas
alla del cual habra efectos secundarios transitorios perceptibles. El umbral de
toxicidad del deuterio ha sido definido en un 15 %, lo que supera con creces toda
concentracion imaginable en estudios con el ser humano [24]. La cantidad de
deuterio que se administra en los estudios de produccion de leche humana o de
composicion corporal alcanza para enriquecer el agua corporal hasta un maximo
de alrededor del 0,1 % en la madre y de menos de la mitad en el bebé. A estos
niveles no se ha descrito ningun efecto secundario negativo.
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Apéndice 11

ESPECTROMETRIiA INFRARROJA POR
TRANSFORMADA DE FOURIER

Con la espectrometria FTIR se puede medir el enriquecimiento en deuterio
de muestras de saliva. En la Seccién 5 se describen una serie de aspectos
practicos de este método, como la preparacion de patrones o la forma de llenar
las cubetas. En este apéndice se presentan a grandes rasgos los principios de la
espectrometria FTIR.

II.I PRINCIPIOS DE LA ESPECTROMETRIA FTIR

La absorbancia en la regiéon del infrarrojo medio del espectro
electromagnético se debe a las vibraciones moleculares. El agua exhibe tres
modos vibracionales, que se pueden entender como modos de vibracion del
enlace O-H (figura IL.1).

AN AT N N g

1 2 3
Estiramiento simétrico Estiramiento asimétrico Tijereteo

Principalmente 1y 2, con una pequefa cantidad de 3

Fig. II.1. Modos de vibracion de los enlaces O—H del agua.

La energia de la vibracion depende de la masa de los atomos que forman el
enlace. La sustitucion del hidrégeno por deuterio tiene por efecto un descenso del
nivel de energia (figura I1.2).

Las posiciones con picos suelen expresarse en numero de ondas (cm™),
frecuencia (THz) o longitud de onda (um) (figura I1.3). El pico generado por el
D,0 se sittia en 2 504 cm ™' (75,07 THz 0 3,994 pum).

Un espectrometro FTIR se compone de una fuente de radiacion infrarroja,
un divisor de haz, dos espejos (uno fijo y uno movil) y un detector (figura 11.4).
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Fig. I1.2. Diagrama esquemadtico del espectro infrarrojo generado por los enlaces O—H y O-D.
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Fig. 11.3. Comparacion entre longitud de onda, absorbancia y frecuencia.

(Nota: A mayor energia, mayor frecuencia y numero de ondas, pero menor longitud de onda.)

El divisor de haz y los espejos forman el interferometro. Uno de los espejos esta
fijo, mientras que el otro (espejo movil) estd montado en un bloque (de piezas
ensambladas) concebido para desplazarse hacia atrds y hacia delante a velocidad
constante. La radiacion emitida por la fuente va dirigida al divisor de haz, que esta
hecho de un material semitransparente/semirreflejante que divide la radiacion
incidente en dos haces de igual intensidad, dirigiendo la mitad reflejada hacia el
espejo fijo y la mitad transmitida hacia el espejo modvil. Tras reflejarse en ambos
espejos, los dos haces se recombinan en el divisor de haz y la suma de ambos, tras
atravesar la muestra, llega al detector. Al recombinarse, los dos haces interfieren
entre si. El movimiento del espejo modifica el patron de interferencia, que va
pasando ciclicamente de constructiva a destructiva y viceversa (figura IL.5).

61



Detector

Light Source

Fig. I1.4. Diagrama esquemdtico de un espectrofotometro FTIR.
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Fig. IL.5. Curva cosenoidal formada por el haz recombinado de una sola longitud de onda.

Este proceso tiene lugar simultdneamente para todas las longitudes de onda
de la luz, que se combinan para generar un resultado global, o interferograma
(figura I1.6).

Si se hace pasar el resultado del interferometro a través de una muestra, que
absorbera algunas frecuencias mas que otras, la amplitud de cada cosenoide sera
distinta y el interferograma resultara modificado en consecuencia.
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Fig. 1L6. Representacion de un interferograma formado a partir de siete

longitudes de onda distintas.

El detector de un espectrometro FTIR suele ser de un material piroeléctrico,
como sulfato de triglicina (TGS), que tiene la propiedad de generar una sefial
eléctrica cuando cambia la temperatura. El registro del detector se transforma
asi en una sefial de voltaje que varia con el tiempo y que constituye una
representacion exacta de la intensidad total de luz que atraviesa la muestra.
Después, matematicamente, por el proceso de transformacion de Fourier, este
resultado es transformado de nuevo en el tipo habitual de representacion del
espectro.

Dado que la fraccion de deuterio es muy pequeia (figura I1.7),
aproximadamente de 1000 mg/kg (ppm), y que el rango dinamico de los
detectores no es lo bastante amplio como para permitir una medicion exacta de
las intensidades de los picos generados por O—H y O-D en una misma muestra,
solamente se utiliza la intensidad del pico O-D, y a partir de ahi se estima la
concentracion de deuterio aplicando la ley de Beer—Lambert, segln la cual:

“para un haz paralelo de radiacién monocromatica que atraviesa una
solucion homogénea, la cantidad de radiacion absorbida (A) es proporcional
al producto de la concentracion (c) y la longitud del paso de luz (1):
Aacl

A=¢cl

c=Alel
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Probabilidad de las distintas especies
en una muestra de agua con 1 000 mg/kg (ppm)
de ?H en estado de equilibrio

99,8001 %

0,1998 %

0,0001 %

Fig. I1.7. Contenido en deuterio de una muestra de agua con 1 000 mg/kg (ppm) de °H.

donde ¢ es el llamado “coeficiente de extincion”.

Para el enlace D-O, el coeficiente de extincion a 2 504 cm’,
€,50, = 7 150 M'm™, y para la cuantificacion se utiliza un espesor de cubeta (paso
de luz) de 10* m (100 um).

A los bajos niveles de deuterio con que se trabaja, la sefial de O-D
se presenta como un pequefio pico en la cola de un pico mucho mayor que
corresponde al enlace O—H (figura 11.8). Ademas, el CO, ambiental genera un
pronunciado doblete en el hombro de la sefial de O-D, lo que dificultara la
estimacion del nivel basal que subyace al pico de O-D cuando se utilice el aire
como fondo de referencia. Este problema se soslaya utilizando como fondo una
muestra de agua potable local, lo que elimina buena parte del fondo de O-H y
revela el pico de O-D a 2 504 cm ' (figura 11.9). El software del espectrometro
corrige automaticamente la presencia de actividad de fondo en la absorbancia
de las muestras enriquecidas. Al analizar muestras de saliva se utiliza la muestra
basal para la correccion del fondo.

Para comparar el espectro del calibrador y el de la muestra se ha descrito
y publicado [6] un método matematico que adapta automaticamente los valores
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Fig. I1.8. Espectro de absorbancia FTIR generado por agua con 1 000 mg/kg (ppm)
de ’H al utilizar aire para la correccién del fondo.
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Fig. 1I-9. Espectro FTIR generado por agua con 1 000 mg/kg (ppm) de °H al utilizar
agua para la correccion del fondo, lo que reduce sustancialmente el pico del enlace O-H y
revela con claridad el pico de O-D. En esta figura se presentan 5 muestras idénticas.

basales a los picos. Este método existe ahora en forma de programa informatico’
que opera en el entorno Microsoft Windows con el mismo sistema de datos
suministrado con el instrumental y utiliza los ficheros de texto generados por

' El software comprende dos ficheros, “isotope.exe” y “vbrun300.d1l’: el primero es
el fichero ejecutable (de programa), elaborado especialmente por el HNR; el segundo es la
biblioteca en tiempo de ejecucion (runtime library) de Visual Basic. Ambos ficheros, que es
preciso copiar al ordenador, se pueden obtener a través del sitio web del Centro Colaborador
del Consejo de Investigaciones Médicas en Estudios de Nutricion Humana (www.mrc-hnr.
cam.ac.uk). MRC-HNR, Elsie Widdowson Laboratory, Fulbourn Road, Cambridge CB1 9NL
(Reino Unido). Teléfono: (+44 1223) 426357.
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el espectrometro FTIR. Dado que el formato de la mayoria de los ficheros de
exportacion difiere ligeramente de un fabricante a otro, es preciso preconfigurar
el software de HNR para que corresponda al instrumental utilizado. Existen
versiones adaptadas a los espectrometros fabricados por Thermo, Unicam
y Shimadzu.

II.2 UNIDADES

En espectrometria FTIR, el enriquecimiento suele venir expresado como la
concentracion de deuterio, en partes por millon (ppm) ponderales (mg/kg), que
esta por encima de la cantidad presente en la naturaleza.

El valor de enriquecimiento que se introduzca en el programa informatico
“isotope.exe” debe estar expresado en mg/kg.

Nota: En la IRMS, las unidades de enriquecimiento son at. % de exceso de *H,
también expresadas a veces como ppm de exceso de “H. Estas partes por millon
son una fraccion molar, ppm (mol/mol), y no una relacion ponderal (mg/kg).
Los dos tipos de ppm no indican lo mismo ni son intercambiables. Ello afecta
al calculo del espacio de dilucion. Por ejemplo, al calcular el ACT con datos
obtenidos por espectrometria FTIR, la dosis (gramos de 6xido de deuterio) se
convierte a miligramos y el agua corporal total se expresa en kilogramos. En
cambio, al estimar el ACT con datos obtenidos por IRMS es preciso convertir
a moles el peso de o6xido de deuterio ingerido. En tal caso el agua corporal total
estara expresada en moles, que después habra que convertir a kg. Calcular el
ACT con datos de espectrometria FTIR es mucho mds sencillo que hacerlo con
datos de IRMS. Es importante asegurarse de que las hojas de célculo utilizadas
para estimar el ACT contengan los calculos correctos, dependiendo del método
utilizado para analizar el enriquecimiento en deuterio.
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Apéndice ITT

MODELO DE FICHA DE DATOS PARA ESTIMAR EL
ACT POR DILUCION DE OXIDO DE DEUTERIO

Persona a cargo de la prueba: Fecha: / /
Dia Mes Afo

I.  Participante

Nombre: Cadigo/Identificacion:
Peso: , kg Estatura/Longitud: , __cm IMC kg/m*
Fecha de nacimiento:  / / Edad: aflos Sexo: Masc. [0 Fem. [

Sano: SIONOO
Observaciones (sobre el estado de salud):

II.  Dosis

Numero del frasco de dosis:

Pesodeladosis:  ~ , g

(Estaba en ayunas el participante desde la vispera? siaoNo O
En caso negativo, /cuanto tiempo ayund antes de ingerir la dosis?

(Fue abierto el recipiente justo antes de administrar la dosis? sioNo O
(Fue consumida correctamente la dosis? siaoNo O
En caso negativo, peso de la dosis no consumida. __

(Se enjuago el recipiente con 2 X 50 ml de agua? sioNo O
(Se utilizo la misma pajita? sioNoO
Observaciones:

III. Tiempos de muestreo

Hora de obtencion de la muestra basal de saliva:
Hora de ingestion de la dosis:
Muestras de saliva post-dosis:

3 horas:

4 horas:

5 horas:
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Apéndice IV

LISTA DE MATERIAL

En laboratorio

— Oxido de deuterio (99,8 0 99,9 at. % 2H).

— Frascos de dosis (estancos y con tapoén de rosca, p.ej. frascos de
polipropileno de 60 ml de boca ancha estancos y autoclavables).

— Etiquetas para los frascos de dosis.

— Rotuladores de tinta indeleble para escribir en las etiquetas.

— Probeta de vidrio para transferir 30 ml de *H,O a los frascos de dosis.

— Embudo de vidrio o plastico.

— Balanza electrénica con una precision de 0,01 g para pesar las dosis.

— Balanza electronica con una precision de 0,0001 g para preparar el patrén
de calibracion.

— Nevera para conservar las dosis.

— Congelador (—20°C) para conservar las muestras de saliva.

— Estabilizadores de tension para el instrumental electronico (balanzas
electronicas, espectrometro FTIR).

— Centrifuga con cubos para colocar los tubos de muestras, de ser posible
refrigerada.

— Espectrometro FTIR.

— Cubetas de fluoruro de calcio para el espectrometro FTIR.

— Jeringas de pléstico desechables de 1 ml con punta Luer para llenar
las cubetas.

— Paiiuelos de papel o papel absorbente.

— Papel de seda para limpiar la ventana de la cubeta FTIR.

— Matraces aforados (1 litro, 100 ml y 50 ml) para preparar los patrones
de calibracion.

— Pipetas automaticas (1 ml, 200 pl, 20 pl) y puntas de pipeta para preparar
los patrones de calibracion.

— Piseta (matraz de lavado) para llenar los matraces aforados.

— Dos frascos de reactivos de vidrio borosilicatado (1 litro) con tapén de
rosca revestido de PTFE (teflon) para conservar el patron de calibracion y
la muestra de agua potable local utilizada para prepararlo.

— Frascos de vidrio borosilicatado de 100 o 250 ml con tapon de rosca
revestido de PTFE para las alicuotas del patron de calibracion y del agua
potable local que se empleen diariamente como “patrones de trabajo”.
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Sobre el terreno

— Dosis (preparadas en laboratorio).

— Agua potable.

— Pajitas.

— Bascula con una precision de 0,1 kg para pesar a los participantes.

— Estadidmetro para medir la estatura de los participantes.

— Tubos con tapon de rosca para las muestras de saliva (p.ej. criotubos
de 4 ml de roscado interno con faldéon).

— Etiquetas para los tubos de muestras.

— Rotuladores de tinta indeleble para escribir en las etiquetas.

— Bolsas con cierre de cremallera para guardar las muestras de saliva.

— Bolas de algodon para obtener las muestras de saliva.

— Jeringas de plastico de 20 ml.

— Guantes desechables.

— Bolsas/cajas de plastico para conservar/transportar las muestras de saliva.

— Reloj (para anotar la hora de obtencion de las muestras).

— Nevera para conservar las dosis cuando haya que trabajar varios dias sobre
el terreno sin regresar a la base.

— Nevera portétil con contenedores de hielo para conservar las muestras sobre
el terreno hasta que sea posible congelarlas.
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Apéndice V

FRACCIONAMIENTO ISOTOPICO

Las propiedades fisicas del 6xido de deuterio (*H,0) no son idénticas a las
del agua.

Cuando el o6xido de deuterio se mezcla con el agua del cuerpo se observan
tres formas isotopicas (figura V.1). Por ejemplo, en una muestra de agua que
contenga 1 000 mg/kg (ppm) de o6xido de deuterio, la probabilidad de que un
atomo de H sea *H se cifra en 0,001, y la probabilidad de que sea 'H en 0,999.

La probabilidad de que los dos atomos de H de una molécula de agua
sean 'H ("H-O—"H) sera:

P ("H-O-"H) = 0,999 x 0,999 = 0,998001 0 99,8001 %

La probabilidad de que ambos H sean *H (*H-O—"H) sera:

P (*H-O-"H) = 0,001 x 0,001 = 0,000001 o0 0,0001 %

La probabilidad de que una molécula de agua contenga un 'H y un *H sera:
P ("H’HO) =2 % 0,999 x 0,001 = 0,001998 0 0,1998 %

El factor de 2 obedece a la existencia de dos posibles configuraciones,
'H-O-*H y *H-O-'H, que son equivalentes.

99,8001 % 0,1998 % 0,0001 %
/O\ /O\ /O\
H H H D D D
H,0 HDO D,0
'H,0 'H?HO ’H,0

Fig. V1. Abundancia de distintas moléculas en una muestra de agua con 1 000 mg/kg de D,0O.
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La energia del enlace entre el deuterio (*H o D) y el oxigeno (O) es
ligeramente mayor que la del enlace entre el hidrogeno (‘H) y el O, y ello puede
causar fraccionamiento isotopico cuando el agua experimente cambios quimicos
o fisicos. Hay fraccionamiento isotopico del agua cuando esta pasa del estado
liquido al gaseoso (vapor de agua).

En el vapor de agua hay menos deuterio que en el volumen principal de
agua liquida del que se ha evaporado. El factor de fraccionamiento (f) del deuterio
entre el vapor de agua (que es un gas) y el agua liquida es de 0,941 a 25°C.

Dentro del cuerpo hay muy poco fraccionamiento isotopico del agua.
El plasma, la orina, la leche y el sudor presentan escaso fraccionamiento.
Sin embargo, el agua que abandona el cuerpo como vapor de agua, presente en
el aire espirado y la evaporacion transdérmica, si contiene menos deuterio que
el agua corporal. La evaporacion transdérmica es la pérdida insensible de agua
a través de la piel por vias distintas de las glandulas sudoriparas. Cuanto mayor
sea el volumen de pérdidas insensibles de agua (con menos deuterio que el agua
corporal), mas se concentrara el 6xido de deuterio que quede en el cuerpo, lo que
llevara a subestimar el ACT y, por consiguiente, a sobreestimar la grasa corporal.
Por este motivo los participantes no deben practicar excesivo ejercicio fisico
durante el periodo de recogida de muestras de saliva.

Anélogamente, el vapor de agua condensado en los tapones de los frascos
donde se guardan dosis, muestras o patrones contiene menos deuterio que
el resto del liquido. Por ello antes de abrir los frascos es preciso voltearlos o
centrifugarlos para homogeneizar bien el contenido, y por la misma razén no hay
que dejarlos abiertos en contacto con el medio.

En el siguiente ejemplo (figura V.2) se muestran los efectos del
fraccionamiento cuando hay 100 ul de condensacion adherida al tapon de un tubo
de muestras con 4 ml de saliva, que originalmente contenia 1 000 mg/kg de D,0.

El efecto del fraccionamiento es tanto mas acusado cuanto mas pequefio
es el volumen de saliva. Por ejemplo, si se deja abierto un tubo con 1 ml de
saliva y se evaporan 100 pl, solo quedaran en el tubo 900 pl (0,9 ml), en los que
habra 1 006 mg/kg de D,O (figura V.3).
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100 pl de cond?nsacic')n Vapor Probabilidad 'H,0 = 99,8119 %
(941 ppm °H) de agua Probabilidad "H2HO = 0,1880 %

3,9 ml de saliva Agua Probabilidad 'H,0 = 99,8999 %
(1001,5 ppm °H) liquida Probabilidad 'HHO = 0,2001 %

restante

f= 0,941 2H,0 (gas) /H,0 (liquido)

Fig. V.2. Efecto del fraccionamiento isotopico en una muestra de saliva de 4 ml que
originalmente contenia 1 000 mg/kg (ppm) de D,O.

100 pl de condeznsaCiC'Jn Vapor Probabilidad 'H,0 = 99,8119 %
(941 ppm °H) de agua Probabilidad 'H2HO = 0,1880 %

0,9 ml de saliva Agua Probabilidad 'H,0 = 99,7989 %

! Agt
(1006 ppm °H) laude | probabilidad H2HO = 0,2010 %

f=0,941 H,0 (gas) /’H,0 (liquido)

Fig. V.3. Efecto del fraccionamiento isotopico en una muestra de saliva de 1 ml que
originalmente contenia 1 000 mg/kg (ppm) de D20.
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GLOSARIO

Agua corporal total (ACT). Expresion que designa el total de agua contenida en
el cuerpo, que al nacer representa entre el 70 % y el 75 % del peso corporal
y luego va menguando hasta ser del 50 % al 60 % del peso corporal en
adultos delgados y menos del 40 % en adultos obesos. En el adulto, el
porcentaje de agua en la masa libre de grasa (MLG) es de aproximadamente
un 73,2 %. Al cuantificar el ACT se determina pues igualmente la MLG. La
masa grasa (MQ) se calcula restando la MLG del peso corporal. E1 ACT
comprende tanto el liquido intracelular como el extracelular.

Atomos por cien (at. %). Namero de atomos del isétopo estable en cuestion
expresado como porcentaje respecto del nimero total de atomos de ese
elemento, por ejemplo:

[*H]

['H]+[*H]+[*H]

atom % °H = % 100.
En la practica, el nimero de atomos de *H es insignificante y no es tenido
en cuenta.

Deuterio. El isotopo estable del hidrogeno, que se expresa con el simbolo *H,
también abreviado a veces como D.

Dilucion isotépica. A un sistema biologico se le agrega una cantidad conocida de
un compuesto marcado, que se mezclara completamente con el reservorio
de ese compuesto presente en el sistema. La dilucion del compuesto
marcado dentro del compuesto endégeno (no marcado) dara la medida del
tamafio de ese reservorio. Este es el principio basico en el que reposa el
método de dilucion de deuterio para medir el agua corporal total.

Enriquecimiento. Toda vez que los isdtopos estables existen de forma natural,
antes de administrar el compuesto marcado es preciso obtener una muestra
basal. El enriquecimiento serd la concentracion del is6topo por encima del
valor basal. La concentracion de deuterio en el agua corporal (por encima
del valor basal) se puede medir por espectrometria FTIR, y dado que al
aplicar esta técnica la actividad de fondo es sustraida automaticamente del
resultado, este expresa el enriquecimiento en unidades de mg/kg.

Espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR, por sus
siglas en inglés). Técnica utilizada para medir el enriquecimiento en
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deuterio de muestras de saliva obtenidas para estudiar la composicion
corporal o la ingesta de leche humana.

Estabilizacion. En las moléculas de agua del cuerpo los atomos de hidrogeno no

estan ligados de modo permanente a los de oxigeno, sino que se intercambian
constantemente entre si: se encuentran en estado de circulacion continua.
Cuando una persona bebe una dosis de 6xido de deuterio (*H,0), lo que
ocurre no es simplemente que el 6xido de deuterio se mezcla con el agua
presente en el cuerpo. Los atomos de deuterio de las moléculas de *H,O se
intercambian con los atomos de hidrogeno de las moléculas de agua, de
forma que a las pocas horas la probabilidad de encontrar una molécula de
’H,O es muy baja. La mayoria de las moléculas de agua todavia estin en
forma de 'H,0, pero, tras la sustitucién de 'H por *H, unas pocas son ahora
'H*HO. Esto es el proceso de estabilizacion.

Fraccionamiento. La expresion “fraccionamiento isotopico” describe el hecho

de que moléculas cuyo contenido en isotopos difiere exhiban velocidades de
reaccion ligeramente distintas. Puede haber fraccionamiento al producirse
cambios fisicos como la evaporacion. El agua que deja el cuerpo como
vapor de agua presente en el aire espirado contiene menos deuterio que el
agua corporal. Asimismo, el vapor de agua que se condensa en los tapones
de los frascos empleados para conservar dosis, muestras o patrones tiene
menos deuterio que el volumen principal de liquido contenido en el frasco.
Por ello antes de abrir los frascos es preciso voltearlos para homogeneizar
su contenido.

Intercambio isotopico. Los atomos de deuterio (*H) pueden intercambiarse

con los de hidrogeno ('H) presentes en las moléculas de agua u otros
compuestos. Este es el proceso conocido como intercambio isotopico.

Intercambio no acuoso. Proceso por el que los isdtopos presentes en el agua
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corporal se incorporan a componentes del cuerpo distintos del agua.
Por ejemplo, el deuterio se intercambia con los atomos de hidrogeno
intercambiables (principalmente los de los grupos —NH y —OH) de las
proteinas del cuerpo. Ademas, las grasas y proteinas también captan
isotopos del hidrogeno al ser sintetizadas. Por consiguiente, el volumen
de distribucion (también llamado espacio de dilucién) del marcador es
ligeramente mayor que el ACT. El espacio de dilucion del *H (V) equivale
a 1,041 veces el ACT, hecho que se tiene en cuenta dividiendo por 1,041 el
volumen de distribucion calculado (V) para obtener asi el ACT (kg).



Isétopos. Elementos que tienen un mismo numero de protones y distinto niimero
de neutrones.

— El hidrégeno tiene un proton en el nucleo 'H (isotopo estable)
— Cuando hay un neutrén en el nucleo,

se trata de deuterio ’H (isétopo estable)
— Cuando en el nucleo hay dos neutrones,

es tritio *H (is6topo radiactivo)

Isétopo estable. Los isdtopos estables no son radiactivos y estdn presentes en
la naturaleza, incluido el cuerpo humano, a concentraciones llamadas
“abundancia natural” del is6topo. El hidrogeno tiene dos isdtopos estables:
el 'H o protio es el principal is6topo estable del hidrogeno, y el *H o deuterio
el menos abundante. En las aguas naturales, aproximadamente un 0,015 %
de los 4tomos de hidrogeno estan en forma de deuterio (*H).

Isétopo radiactive. Los is6topos radiactivos tienen un nucleo inestable, que
emite radiacion ionizante en forma de particulas u ondas. La desintegracion
radiactiva es el proceso por el que un nucleo libera energia y se transforma
pasando a un estado de energia menor. El tritio, que es el nucleido radiactivo
del hidrégeno, tiene un periodo de semidesintegracion de 12,35 afios.

Masa libre de grasa (MLG), o masa magra. Esta expresion, utilizada en los
estudios de composicion corporal, designa la parte del cuerpo que no es
grasa. Forman la MLG el agua, las proteinas, los minerales 6seos y los
minerales no 6seos. En los adultos sanos la MLG contiene un 73,2 % de
agua [9], pero este coeficiente de hidratacion es mayor en los nifios, en las
ultimas etapas del embarazo y en personas con ciertas afecciones clinicas.

Método de dilucion de 6xido de deuterio para cuantificar el ACT. Técnica
clasica para medir el agua corporal total (ACT), con la cual a su vez
se estima la composicion corporal atendiendo a un modelo de dos
compartimentos, que postula que el cuerpo se compone de masa grasa y de
masa libre de grasa (MLG). En un adulto sano, el porcentaje de agua en la
MLG es de un 73,2 %. ACT (kg) / 0,732 = MLG (kg). La masa grasa (MQ)
se calcula restando la MLG del peso corporal.

Oxido de deuterio. Agua en la cual un 99,8 % o un 99,9 % de los atomos de
hidrogeno estén en forma de deuterio (*H,O o D,0).

Pérdida insensible de agua. Esta expresion designa el agua que el cuerpo

pierde por el aire espirado o por evaporacion transdérmica (agua perdida
a través de la piel por vias distintas de las glandulas sudoriparas). Por
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efecto del fraccionamiento, el agua que deja el cuerpo en forma de vapor
de agua contiene menos deuterio que el agua corporal liquida. Cuando se
aplica el método de dosis de 6xido de deuterio a la madre para estimar la
ingesta de agua de procedencia distinta de la leche materna en un lactante
amamantado, se efectla una correccion para tener en cuenta las pérdidas
insensibles de agua.

Técnica de dosis de 6xido de deuterio a la madre. Método para determinar

la ingesta de leche materna en lactantes amamantados, que consiste en
administrar una dosis de 6xido de deuterio a la madre y medir la tasa de
eliminacion en ella y la tasa de aparicion en el bebé. Esta técnica también
permite estimar la cantidad de agua de procedencia distinta de la leche
materna consumida por un bebé.

Volumen de distribucién. Volumen en el que se distribuye el is6topo, llamado
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también espacio de dilucion. En los estudios de determinacién del agua
corporal total por dilucién de deuterio el volumen de distribucion (V) es
mayor que el ACT por efecto del intercambio no acuoso.
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De unos anos a esta parte, la mayor facilidad de acceso a los analisis de
enriquecimiento en deuterio por espectrometria infrarroja por transformada
de Fourier (FTIR) ha acrecentado la aplicacion de esta técnica en Africa, Asia
y América Latina. Esta publicacion aspira a ser una guia practica y concreta
sobre el uso de este método en contextos en que vaya a emplearse la
espectrometria FTIR para analizar el enriquecimiento en deuterio de muestras
de saliva. Va dirigida a cuantos estén empezando a utilizar esta técnica, ya
sean nutricionistas, analistas quimicos o profesionales de otros ambitos de
la salud.
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