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PROLOGO

El OIEA viene promoviendo un uso mas extendido de las técnicas de
isotopos estables para determinar la composicion corporal en distintos grupos
de poblacion y con ello abordar en los Estados Miembros una serie de temas
prioritarios de nutricion en el ambito de la salud publica. A tal efecto lleva
muchos afios prestando apoyo a proyectos nacionales y regionales de nutricion
a través de su programa de cooperacion técnica y sus proyectos de investigacion
coordinados.

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 espectro-
metria de masas de relacion isotdpica para analizar las proporciones de isotopos
estables en muestras biolodgicas. 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 Coleccidon 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 teodricos y
las aplicaciones practicas 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
publicacién (T. Preston, Reino Unido; D. Schoeller, Estados Unidos de América;
C. Slater, Reino Unido; y M.E. Valencia Juillerat, México) por haber puesto a
disposicion del lector sus conocimientos técnicos y su vasta experiencia en la
aplicacion de técnicas de isdtopos estables al ambito de la nutricion.

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 relacionados
con la nutricién a través de su programa de cooperacion técnica y sus proyectos
de investigacion coordinados.

1.2. OBJETIVO

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 de
masas de relacion isotdpica (IRMS, por sus siglas en inglés) para analizar las
proporciones de is6topos estables en muestras biologicas.

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 mas detallada sobre los fundamentos teoricos y
las aplicaciones practicas de los métodos mas 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 presentan a
grandes rasgos y en clave técnica los pardmetros ligados a la determinacion de
la composicion corporal. En la Seccion 3 se describe la técnica de equilibrio para
estimar el agua corporal total (ACT) por dilucién de deuterio. En la Seccion 4
se exponen en detalle los procedimientos para aplicar la técnica: planificacion



del estudio, preparaciéon y conservacion de las dosis de oxido de deuterio,
cuantificacion del ACT y obtencién de muestras de orina. En la quinta seccion
se explica como analizar el enriquecimiento en deuterio, y en la sexta se ofrece
informacion detallada sobre la realizacion de los diversos calculos necesarios para
aplicar la técnica de dilucion de deuterio a la determinacion de 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. Por ultimo, hay cuatro apéndices que contienen, respectivamente,
informacion general sobre la seguridad del 6xido de deuterio, un modelo de ficha
de datos para la estimacion del ACT por dilucion de 6xido de deuterio, una lista
del material necesario y una descripcion 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 nutricion. 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 (MG) 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 del 73,2 %. E1 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.



En condiciones de vida normales, y cuando se 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, consumimos 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 andlisis de bioimpedancia eléctrica o la realizacién 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 nutricion humana desde hace mas de 50 afos. El deuterio es un isdtopo
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 IRMS, con sistema de
doble entrada o sistema de flujo continuo [4], o por espectrometria infrarroja por
transformada de Fourier (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 andlisis de
orina o leche humana.

La estabilizacion del deuterio en el agua corporal es mas rapida en la saliva
que en la orina: de 2 a 4 horas en el primer caso y de 3 a 6 horas en el segundo
(en adultos sanos). No obstante, el fraccionamiento isotopico introduce pequenios
errores en el andlisis de la saliva, debidos a las pérdidas por evaporacion, y otro
tanto ocurre si no se tienen en cuenta la pérdida de deuterio por la orina y la
pérdida insensible de agua durante la fase de estabilizacion. Por ello la estimacion
mas exacta del ACT se obtiene tomando muestras de orina, teniendo en cuenta
las pérdidas y analizando el contenido en deuterio por IRMS. En su origen este
método fue validado cotejandolo con el analisis quimico de cadaveres.

2.4. EL METODO DE EQUILIBRIO COMPARADO CON EL DE
EXTRAPOLACION RETROGRADA PARA ESTIMAR EL ACT

En este manual se describe la estimacion del ACT por dilucion de deuterio
con empleo de la técnica de equilibrio, o “de meseta”, obtenciéon de muestras
de orina y andlisis de su contenido en deuterio por IRMS. Esta técnica se puede
utilizar en adultos y niflos, pero cuando la persona presenta una tasa elevada
de renovacién 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 retrograda 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” 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. BREVE RESUMEN DE LA TECNICA
La técnica consta de los pasos siguientes:

— 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 at. % de deuterio.

— Previa recogida de una muestra basal, el sujeto ingiere una cantidad
conocida de 6xido de deuterio (99,8 0 99,9 at. % *H), que en el caso de un
adulto sera de 0,05 g/kg de peso corporal. El 6xido de deuterio se expresa
también como D,O.

— 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.

Dilucion de deuterio

m Agua corporal

Deuterio

Nivel basal Tras estabilizacion de la dosis

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



— Como la vejiga nunca se vacia perfectamente, puede haber cierto grado de
mezcla y demora. Por ello se recomienda tomar dos muestras post-dosis
de orina una vez alcanzada la “meseta” de enriquecimiento, lo que supone
prolongar la obtencion de muestras hasta 6 a 8 horas después de haber
administrado el 6xido de deuterio.

— Es preciso anotar el volumen de todos los liquidos consumidos por el
participante durante la fase de estabilizacion.

— El enriquecimiento en deuterio en las muestras de orina se puede medir
por espectrometria de masas de relacién isotopica de flujo continuo
(CF-IRMYS).

3.2. PREMISAS DE LA TECNICA

La técnica de dilucion de deuterio para estimar el ACT se basa en las
siguientes premisas [1]:

— el 6xido de deuterio se incorpora inicamente 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 distorsién. A continuacion se examinan las
premisas una por una.

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

Esto no es cierto. 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 atomos de hidrogeno intercambiables
presentes en las proteinas del cuerpo, a saber, los hidrégenos de los grupos
amino (—NH,), hidroxilo (-OH) y carboxilo (-COOH) de los aminodacidos;

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



El volumen de distribucion (llamado a veces espacio de dilucion)
del deuterio es pues ligeramente mayor que el ACT. El espacio del *H
(denominado por convencién N, cuando estd expresado en moles de H,O)
equivale a 1,041 veces el ACT. Como se expone en detalle mas adelante
(véase la Seccion 6), el N, se calcula a partir de la dosis de 6xido de deuterio
administrada y del enriquecimiento de la orina.

3.2.2. Premisa 2. El éxido 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 estad 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 estd 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 (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.
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), asi como en
caso de choque sistémico. 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 6xido de deuterio 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: jcuanto tarda en completarse la estabilizacion?

— Los adultos sanos suelen llegar al estado de equilibrio después de
2 a 5 horas. En las figuras 2 a 4 se muestran datos tipicos de sujetos de
distintas edades. En general, las tasas de renovacion del agua son mas
rapidas en los nifos 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. Si se pide a los participantes que recojan tres muestras de
orina post-dosis, en general se obtienen dos muestras correspondientes a
la meseta de enriquecimiento. La primera no suele situarse en la meseta, y
por ende no se utiliza para estimar el ACT, sino para calcular la pérdida de
deuterio por la orina.
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Fig. 2. Estabilizacion del oxido de deuterio en la orina de un nifio sano.

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
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Fig. 4. Estabilizacion del oxido de deuterio en la orina de una persona de edad.

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 se puede pedir a los participantes que se abstengan de
hacer ejercicio fisico durante el periodo de estabilizacion con objeto de reducir
al minimo la pérdida insensible de agua. Por otro lado, se mide la pérdida de



deuterio por la orina y se introduce el oportuno ajuste para tenerla en cuenta en el
calculo del ACT.

3.2.5. Determinacion del ACT en lactantes

Para determinar el ACT en lactantes es preferible emplear el procedimiento
de extrapolacion retrograda [8]. Ademas, conviene solicitar la ayuda de un
experto, pues se deben adoptar precauciones especiales para tener la seguridad de
que el lactante consuma la dosis correctamente y para evitar el fraccionamiento
de la orina.

3.3. HIDRATACION DE LA MLG

El modelo bicompartimental de composicion corporal divide el cuerpo en
MG y MLG. La hidratacion de la MLG es la proporcion de agua contenida en la
masa libre de grasa. 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, bastante pequefia [1].

3.3.1. 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
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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].

3.3.2. Variacién de la hidrataciéon 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
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.

CUADRO 1. HIDRATACION DE LA MLG (%) EN NINOS Y
ADOLESCENTES (reproducido con permiso del autor [16])

Edad (afos) Varones Féminas
1 79,0 78,8
1-2 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
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CUADRO 2. HIDRATACION DE LA MLG (%) EN LACTANTES
(reproducido con permiso del autor [17])

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

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.

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;
— mediciones antropométricas de los participantes;

— obtencidn y conservacion de muestras de orina;

— analisis del enriquecimiento en deuterio;

— calculos.

La exposicion detallada del analisis por IRMS del enriquecimiento en
deuterio de muestras de orina trasciende el alcance del presente manual.
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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. ;Cual es la hipotesis que se
somete a prueba?

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

— ¢ Coémo se van a procesar los datos? ;Qué pruebas estadisticas se realizaran?
Es en la etapa de planificacion cuando hay que recabar la opinion de
expertos, 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 acompafie de la pertinente
declaracion de aprobacion por parte de dicho comité, integrado en general
por médicos, cientificos y legos en la materia, como dirigentes religiosos o
comunitarios, ademas de un abogado o jurista. 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 continuacioén se ofrece un ejemplo del tipo de informacion que exigen los
comités de ética, aunque los detalles diferirdn en funcion de las circunstancias
locales:

— 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;
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— sucinta exposicion de las cuestiones de caracter ético que la propuesta
pueda suscitar;

— explicacion 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 célculo, que permiten reproducir la ficha
tantas veces como convenga. En el Apéndice Il 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 sera aconsejable
realizar un estudio piloto antes de empezar.
El estudio piloto es importante para:

— practicar y ensayar los procedimientos, sobre todo los de obtencioén y
analisis de muestras y los de procesamiento de datos;

— formar a todas las personas que vayan a intervenir;

— desarrollar el trabajo sistematico y en equipo;

— concebir estrategias para superar dificultades practicas.
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CUADRO 3. INFORMACION MINIMA QUE DEBE CONSTAR EN LA
FICHA DE DATOS DEL PARTICIPANTE

Nombre/codigo del proyecto
Fecha

Nombre o iniciales del investigador

Datos del participante
Identificacion del participante
Peso del participante (kg)
Numero de la dosis

Peso de la dosis (g)

Hora de ingestion de la dosis

Volumen de agua consumida (1)

Datos de la muestra
Hora Volumen
Muestra basal de orina
1* muestra de orina post-dosis
2* muestra de orina post-dosis

3* muestra de orina post-dosis

El estudio piloto se suele llevar a cabo con un numero relativamente
pequeiio de participantes. Puede servir para determinar el tiempo de estabilizacion
en las circunstancias especificas del estudio [22, 23], pues la tasa de 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.

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
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.
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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
efectian 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 detectard un resultado significativo cuando haya una
diferencia real. En general 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 (o), 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 vaya a estudiar la influencia de una intervencion
nutricional en la composicioén corporal de adultos con VIH, sera preciso conocer
la desviacion tipica que presenta el ACT en la poblacion y la magnitud del cambio
que tendria relevancia clinica (8). En un reciente estudio efectuado en Africa con
una muestra de 150 adultos seropositivos para el VIH, se calculo que el ACT
de los sujetos presentaba una SD (c) de 5 kg (comunicacion personal). El peso
corporal medio de los participantes era de alrededor de 60 kg. Se podria considerar
clinicamente significativo un aumento de la MLG equivalente a un 5 % del peso
corporal. Una MLG de 3 kg corresponde a 2,2 kg de ACT (3 x 0,732). Por lo
tanto, si se presupone que ¢ = 5 kg y 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
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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:

n=2x7_85x

)

2
R
22]

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 prudente afiadir un factor para tener en cuenta eventuales abandonos, cuyo
valor se fijara en funcion de los precedentes locales. Presuponiendo 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

Cuando se van a analizar las muestras por IRMS, la dosis de 6xido de
deuterio utilizada habitualmente para estimar el ACT es de 0,05 g de D,O por
kg de peso corporal. Esta dosis inducird un enriquecimiento del agua corporal
de aproximadamente 100 ppm de exceso de *H (0,01 at. % de exceso de *H).
En estudios de grandes dimensiones 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 participantes, o bien varias dosis
normalizadas cuando en el estudio participen personas de diferentes edades
y pesos corporales. En el cuadro 4 se exponen las dosis recomendadas. 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.

Resulta preferible preparar las dosis por lotes a partir de un tnico frasco
de oxido de deuterio, puesto que, junto con las muestras de orina, sera preciso
analizar una dilucion de la dosis. En un gran frasco de vidrio se prepara
y homogeniza una diluciéon 1 a 10 de una solucion muy enriquecida de D,0O,
dilucién que después se reparte en frascos estancos de tal modo que cada uno
contenga la cantidad requerida de 6xido de deuterio, dependiendo del peso de los
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participantes (véase el cuadro 4). El pesaje de las dosis debe ser exacto y estar a
cargo de personal de laboratorio formado.

CUADRO 4. DOSIS RECOMENDADAS EN FUNCION DEL PESO
CORPORAL DE LOS PARTICIPANTES

Categoria Intervalo de peso corporal (kg) Dosis D,0O (g)
Adulto >70 6
Adolescente 35-70 3

Niflo 10-35 1
Lactante <10 0,3

4.2.1. Material

Todo el material utilizado para preparar las dosis debe estar perfectamente
seco, a fin de evitar la contaminacion por agua.

Para hacer una dilucion 1 a 10 de la solucion muy enriquecida de 6xido
de deuterio se necesita un gran frasco de vidrio (por ejemplo, un frasco
de 5 litros de vidrio borosilicatado con tapon de rosca revestido de PTFE). La
balanza empleada para pesar la solucién madre debe poder pesar hasta 10 kg con
una exactitud de 0,1 g. En cada etapa del procedimiento se debe pesar la dosis
con una precision de cuatro cifras significativas, por ejemplo: 300,1 g, 55,05 g,
6,116 g.

Para evitar pérdidas o toda contaminacioén por la humedad ambiental, las
dosis deben conservarse en frascos estancos con tapon de rosca (p.ej., frascos de
polipropileno de 120 ml de boca ancha, estancos y autoclavables). No es preciso
autoclavarlos, pero estos frascos no deben fisurarse ni suftir filtraciones si pasan
cierto tiempo en el congelador.

La balanza empleada para pesar las dosis debe ofrecer un rango de
pesaje adaptado fanto a la cantidad como al recipiente que se vayan a pesar. Se
recomienda utilizar una balanza capaz de pesar hasta 0,01 g.

En el Apéndice III se presenta una lista del material necesario.

4.2.2. Procedimiento
4.2.2.1. Preparacion de la dilucion madre
Utilizando agua potable local se prepara una diluciéon 1 a 10 de D,O en un

gran frasco de vidrio. Para ello se necesita un frasco limpio con tapon de rosca
de 5 litros de capacidad, por ejemplo un frasco de reactivos nuevo de borosilicato
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con tapon de rosca acompafiado de una junta de PTFE. No debe emplearse un
recipiente que haya contenido reactivos quimicos. Se requiere una balanza capaz
de pesar de 10 kg a 0,1 g.

Si el objetivo es hacer 50 dosis para adulto (cada una de ellas con 6 g
de D,0), se deben diluir 300 g de D,O en 2,4 litros de agua potable local. Téngase
en cuenta que la densidad del 6xido de deuterio (*H,0) es de 1,105 g/ml a 25°C,
por lo que una cantidad de 300 g de *H,0O ocupa un volumen de 271,5 ml. La
densidad del agua (H,0) a 25°C es 1,000 g/ml, y por lo tanto 2,4 litros pesan
2,4 kg.

En un cuaderno de laboratorio se debe ir anotando lo siguiente: niimero
de lote de la solucion madre de D,O utilizada para preparar las dosis, fecha de
preparacion de las dosis, numeracion de las dosis, peso de los frascos y peso del
frasco mas el agua en cada etapa. Después se puede transferir esta informacion
a una hoja de céalculo y determinar la cantidad exacta de D,O presente en cada
frasco de dosis.

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

Cuando se utilice una balanza electronica habra que:

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

— verter en el frasco 300 g (aproximadamente 270 ml) de D,O y tapar el
frasco;

— anotar el peso de oxido de deuterio presente en el frasco
(A, aproximadamente 300 g);

— afiadir al frasco 2,4 litros de agua potable local, tapar el frasco y después
anotar el peso de oxido de deuterio mas agua que contiene el frasco (B,
aproximadamente 2,7 kg).

Se debe conservar una cierta cantidad (500 ml) de agua potable local para
hacer una dilucion de la dosis que después se analizara junto con las muestras de
orina (véase la Seccion 4.2.4).

En la figura 5 se resume el procedimiento.

4.2.2.2. Distribucion en dosis individuales
Cuando se utilice una balanza electrénica habra que:
— tarar el frasco de dosis con el tapon puesto (con 0,01 g de precision);
— con una probeta, verter en el frasco 55 ml (o el volumen requerido,

cuadro 5) de la dilucion madre de D,0O y tapar el frasco;
— anotar el peso exacto (C) (con 0,01 g de precision);
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CUADRO 5. DOSIS RECOMENDADAS (DE LA DILUCION 1 A 10)
SEGUN EL PESO CORPORAL DE LOS PARTICIPANTES

Categoria Intervalo de peso corporal Dosis de D,0 Vo?um.e'n necesario de
(kg) (2) dilucién 1 a10 (ml)

Adulto >70 6 55

Adolescente 35-70 3 27

Niflo 10-35 1 9

Lactante <10 0,3 2,7

Tarar un gran frasco de vidrio (5 1)
+ tapon (0,1 g de precision)

l

Verter 270 ml (300 g) de D,O.
Anotar el peso (0,1 g de precisién) A

l

Agregar 2,4 | de agua potable local.
Anotar el peso (0,1 g de precisién) B

l

Conservar una cantidad (~500 ml)
del agua empleada para la dosis
diluida para analizarla con las muestras

l

Repartir las dosis individuales
como se muestra en la figura 7

Fig. 5. Preparacion de una dilucion 1 a 10 de oxido de deuterio.
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— el peso de la solucion de D,O no sera exactamente de 55 g, pues la densidad
del 6xido de deuterio es superior a la del agua (la densidad del D,0O 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 célculos subsiguientes;

— calcular la cantidad de D,O presente en cada dosis, segun la formula:

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

En las figuras 6 y 7 se ilustra el procedimiento de preparacion de las dosis
individuales.

Fig. 6. Preparacion de las dosis — No deben prepararse en laboratorio,

sino en una zona destinada a la manipulacion de alimentos.
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Pesar o tarar el frasco de dosis
(0,01 g de precision)

l

Agregar el volumen necesario de
D,0 diluido (cuadro 5)

l

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

l

Calcular la cantidad de D
D,0 presente en la dosis

Fig. 7. Preparacion de dosis individuales.

Ejemplo de célculo (dosis para un adulto):

Peso de D,O =300,1 g (A)

Peso de D,0O maés agua potable =2701,4 g (B)

Peso de la solucion de D,O en el frasco de dosis = 55,05 g (C)

Peso de D,O en el frasco de dosis (D) =CxA/B
=55,05 x300,1/2701,4 g
=6,116 g

En un pequeio recipiente hermético se debe conservar una pequefia
cantidad (5 ml) de agua con dosis (dilucion 1 a 10 de la solucion madre de D,O)
para preparar una dosis diluida y analizarla después junto con las muestras de
orina (véase la Seccion 4.2.4).

4.2.3. Conservacion y transporte de las dosis

Es posible preparar las dosis por lotes y conservarlas en la nevera hasta que
sea necesario.
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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 orina. Estas presentaran un enriquecimiento en deuterio de
alrededor de 0,01 at. % (100 ppm) de exceso de *H, mientras que las dosis estan
enriquecidas aproximadamente en 10 at. % (100 000 ppm) de exceso de *H. Una
dosis, por lo tanto, contendra mil veces mas deuterio que una muestra biologica.
Otra razén para no conservar las dosis junto con las muestras de agua corporal 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.

4.2.4. Preparacion de la dosis diluida para el analisis

Es importante analizar el enriquecimiento en “H del agua con dosis
y también de las muestras de agua corporal. A tal efecto se debe conservar
un pequefio volumen (4-5 ml) de cada lote de dosis para analizarlo al
mismo tiempo que las muestras de agua corporal. El agua con dosis debe ser
diluida (1:500-1:1 000) para que su nivel de enriquecimiento sea similar al que
previsiblemente exhibira una muestra de agua corporal post-dosis. Téngase en
cuenta que si se preparan dosis individuales para cada uno de los participantes
en el estudio sera preciso conservar una parte alicuota (1-2 ml) de cada dosis. En
cambio, si se ha preparado la dosis por lotes solo habrd que analizar una alicuota
de cada lote. Para el céalculo del ACT es preciso conocer el enriquecimiento y el
peso de la dosis (véase la Seccion 6).

La dosis diluida se obtiene mezclando 0,1 g de la dosis (pesada con una
precision de cuatro cifras decimales) con 100 g de agua potable local (pesada
también hasta la cuarta cifra decimal). Para evitar pérdidas por evaporacion al
pesar volumenes tan pequefios (100 pl) se recomienda el procedimiento que
sigue.

1)  Tarar o pesar un matraz aforado de 100 ml con el tapén puesto, utilizando
una balanza analitica que ofrezca una precision de cuatro cifras
decimales (0,0001 g).

2)  Verter aproximadamente 50 ml de agua potable local. Tapar el frasco y
anotar el peso.

3) Empleando una pipeta automatica agregar 100 pl de agua con dosis. Tapar
el frasco y anotar el peso.

4)  Enrasar el matraz con agua potable hasta la marca de 100 ml, tapar el frasco
y pesar de nuevo el recipiente.

5)  Peso de la dosis afiadida = “a” g (esto es: peso en el punto 3 menos peso en
el punto 2).
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6)  Peso total de agua anadida = “W” g (esto es: peso en el punto 4 menos peso
de la dosis, “a” [calculado en el punto 5], al que se restara también el peso
del matraz y su tapén cuando no se haya tarado a cero la balanza).

Ejemplo de célculo (suponiendo que en el punto 1 se haya tarado la
balanza):

Peso de agua potable vertida en el matraz vacio =49,7326 g
Peso de agua potable mas 100 pl de agua con dosis =49,8339¢
Peso de dosis afiadida (a) =49,8339-49,7326 g =0,1013 g
Peso total de agua potable mas dosis en el punto 4 =99,5187 ¢g
Peso de agua potable (W) =99,5187-0,1013g=99.4174 ¢

Con esta dilucion se obtendrd un enriquecimiento proximo al que en
principio presentara el agua corporal (0,01 at. %, o 100 ppm, de exceso de *H).

Se pueden conservar alicuotas (4-5 ml) de la dosis diluida y del agua
potable empleada para hacer esta dilucion en criotubos con tapén de rosca, que se
dejaran en el congelador (—20°C) junto con las muestras de orina hasta que llegue
el momento del andlisis.

4.3. PROCEDIMIENTO PARA CUANTIFICAR EL ACT

En la figura 8 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 vejiga e intestinos y recoger
en ese momento una muestra basal de orina.

A

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

Voltear el frasco de dosis para que
Vel contenido se 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.

N

Obtener muestras de orina de todas las
micciones en las siguientes 6 a 8 horas.

Medir el volumen de orina excretado en cada miccion.
Conservar 5 ml para su andlisis por IRMS.

Fig. 8. Esquema del procedimiento para medir el ACT por dilucion de deuterio.

4.3.1. Mediciones antropométricas

Dado que la masa grasa del cuerpo se estima calculando la diferencia
entre la MLG vy 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 este modo 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
calibracion de masa conocida. Al igual que se extrema el celo para obtener datos
isotopicos exactos y precisos, los resultados de composicion corporal se verian
comprometidos si no se procediera con igual esmero para garantizar la exactitud
de las mediciones antropométricas.
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Fig. 9. Pesaje — El participante estd descalzo y viste ropa liviana.

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 bascula 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 9). 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.

— Enestudios 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.

— Cada dia se debe comprobar la exactitud de las basculas utilizando una pesa
de calibracioén de masa conocida.
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Medicion de la estatura

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

— El estadiometro 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 10).

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

En el caso de los nifios, por encima de 85 cm se mide la estatura, y por
debajo de 85 cm se mide la longitud (véase la proxima seccion). La Organizacion
Mundial de la Salud 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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4.3.1.2. Como pesar y medir a lactantes
Pesaje de lactantes

— El lactante ha de estar desnudo y debe usarse una bascula que ofrezca 0,01 kg
de precision (figura 11).

— 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 niflo 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).

Fig. 11. Pesaje de un lactante.

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
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indicar 3 kg de peso. 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 “infantometro’). La operacion requiere el concurso de
dos personas (figura 12).

Fig. 12. Medicion de la longitud de un lactante.

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 nifio 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 contra los
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talones el tope para los pies, 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 nifos deben ingerir la dosis por lo menos dos horas después de la
ultima comida, preferiblemente por la mafiana en ayunas. Cuando ello no resulte
posible cabe dar al participante una pequeia colacion, sencilla y de menos de
1 250 kJ (300 kcal), una hora después de la ingestion de la dosis. De este modo
la dosis habra abandonado el estdémago antes de la comida, pero a la vez el agua
presente en los alimentos se habrd equilibrado con el agua corporal antes de
que empiecen a recogerse las muestras de orina 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.

— Antes de administrar la dosis se recoge una muestra basal de orina.

— 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 esta fraccionada en relacion con el resto
del liquido del frasco (véase el Apéndice IV 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 isoétopo estable”, pues puede haber cierta confusion con
respecto al término “is6topo”, asociado a menudo con la radiactividad.

El uso de 6xido de deuterio no entrafia peligro alguno de radiacion.

1)  Enla ficha de datos del participante se anotan el numero de frasco y la hora
de ingestion de la dosis.

2)  El participante debe beberse la dosis con una pajita para evitar todo
derramamiento (figura 13).

3)  Después se vierten en el frasco de la dosis 50 ml de agua potable y se pide
al participante que se la beba con la misma pajita y acto seguido se repite la
operacion con otros 50 ml de agua potable, todo lo cual garantizara que no
quede agua marcada en el frasco.

Fig. 13. Administracion de la dosis. El participante la bebe con una pajita para que no se
derrame.

4.3.3. Comida, bebida y ejercicio fisico durante la fase de estabilizacion
No es preciso que el participante ayune durante la fase de estabilizacion.

Al cabo de 1 hora de ingerir la dosis se le puede dar una pequefia colacion. Se
debe ir anotando el volumen de todos los liquidos que beba durante el periodo de
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estabilizacion, incluidos los 100 ml utilizados para enjuagar el frasco con la dosis,
y después restar este volumen del ACT resultante de los calculos. 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.

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. Todo aumento de la pérdida insensible de agua, por consiguiente,
inducird a error en el célculo del ACT.

4.3.4. Obtencion de muestras de orina

Antes de empezar hay que asegurarse de disponer de los elementos
enumerados a continuacion. Todo el material debe estar limpio y seco antes de
ser utilizado.

Dispositivo de recogida de orina

— En los participantes varones se puede recoger la orina en una probeta
graduada de polietileno de 1 I, que debe estar seca. Se anota el volumen, se
conserva una alicuota (4-5 ml) para su analisis y se desecha el resto.

— Como opcion alternativa cabe utilizar una jarra seca de polietileno o un
orinal graduado de plastico. Después se transfiere la orina a una probeta y
se anota el volumen, procediendo como queda dicho.

— Para recoger muestras de orina de lactantes se pueden emplear torundas de
algodon colocadas en el interior del pafal.

Tubos para conservar las muestras

— Deben tener tapon roscado y una junta para evitar toda pérdida,
fraccionamiento o contaminacion 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.

— No deben ser reutilizados, a fin de evitar la contaminacién 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 recipientes de muestras.
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Guantes

— Al manipular las muestras de orina hay que llevar puestos guantes
desechables nuevos.

Bolsas con cremallera

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

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

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

Etiquetas

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

— 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 nimeros de identificacion deben consignarse aparte.

— En el Apéndice II se muestra un ejemplo de ficha de datos del participante.

4.3.4.1. Tiempos de muestreo

Antes de administrar la dosis hay que obtener una muestra basal de orina.

Durante las 6-8 horas siguientes al consumo de la dosis se recoge y
conserva una muestra de orina de cada miccién. La tasa de renovacion del
agua es mas rapida en los nifios que en los adultos, por lo que en el caso de los
primeros seguramente bastard con 5 a 6 horas. El tiempo de estabilizacion serd
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mayor en las personas de edad o en aquellas que presenten un volumen excesivo
de agua extracelular, como es el caso de nifios malnutridos. En estos participantes
haré falta un tiempo de muestreo mas largo (de hasta 8 horas). Se recomienda
obtener tres muestras de orina post-dosis para poder confirmar que la dosis se
haya equilibrado completamente con el agua corporal y que se haya llegado a
la meseta de enriquecimiento (véanse las figuras 2 a 4). Se puede determinar
el tiempo de estabilizacion ptimo mediante un estudio piloto con participantes
de la misma edad y condicion sanitaria que los previstos en el estudio principal.
En estudios con personas de edad se puede administrar la dosis por la noche,
1 o 2 horas antes de que se acuesten, y recoger la muestra de orina a la mafiana
siguiente antes del desayuno, lo que supone un tiempo de estabilizacion de
10 horas. A fin de mejorar la estabilizacion el participante debe orinar entre la
ingestion de la dosis y el momento de acostarse, y para que el proceso resulte lo
menos molesto posible se puede desechar la orina evacuada durante la noche.

4.3.4.2. Procedimientos de muestreo

Tras anotar el volumen de orina de cada miccion y conservar una
alicuota (4-5 ml) para su analisis, se puede desechar el resto. Se recomienda
conservar dos alicuotas: una para enviarla al laboratorio de analisis, y otra como
muestra de recambio por si la primera no llegara a su destino.

Los participantes varones pueden orinar directamente en una probeta
graduada de polietileno de 1 I, que debe estar seca. Como opcion alternativa cabe
emplear una jarra seca de polietileno o un orinal graduado de plastico, transferir
después el contenido a una probeta y anotar el volumen.

Para obtener muestras de orina de lactantes se puede colocar dentro del
pafial una bola de algodén (previamente conservada en un recipiente antihumedad
seco). Tras extraerla, se introduce la bola de algodén en el cuerpo de una jeringa
desechable nueva de 20 ml y, presionando con el émbolo, se exprime el algodon
para introducir la orina en un tubo. Estimar el volumen de orina de un lactante no
es tarea facil.

En cada tubo deben anotarse el nimero de identificacion del participante y
la fecha y hora de obtencion de la muestra. Todas las fechas y horas de recogida
de orina deberan constar también en la ficha de datos del participante. Esta
informacion debe transferirse lo antes posible a una hoja de calculo.

No hay que reutilizar ni tubos de muestras ni jeringas.
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4.3.4.3. Conservacion y transporte de las muestras de orina

Un estudio de gran envergadura generara cientos de muestras, 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 contaminacién cruzada entre muestras.

— No hay que llenar los recipientes mas alla del 90 % de su capacidad, lo que
deja cierto margen para que el liquido se expanda si es congelado en algun
momento antes del analisis.

— Para conservar juntas todas las muestras de una misma persona e impedir
la contaminacion cruzada entre participantes se pueden utilizar bolsas con
cierre de cremallera. La muestra basal y las muestras post-dosis se colocan
por separado en sendas bolsas pequeiias y después se introducen ambas en
una tercera 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 orina deben conservarse congeladas (—20°C) hasta el
momento del analisis. Cuando no sea posible habra que guardarlas en un
refrigerador a 4°C 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;

— hay que comprobar siempre que el tapon de los tubos de muestras esté bien
cerrado para evitar toda pérdida por evaporaciéon o contaminacioén por la
humedad ambiental.

4.3.4.4. Transporte de las muestras al laboratorio de andlisis
No es necesario mantener congeladas las muestras de orina durante el
transporte al centro de analisis. Las muestras deben ir embaladas conforme a la

Instruccion de Embalaje 650 de la IATA, que se aplica a las sustancias bioldgicas
de Categoria B con la signatura “UN 3373”.
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Expuesta sucintamente, la Instruccion obliga a colocar las muestras en
recipientes primarios (como criotubos y bolsas con cremallera), embalados en
recipientes secundarios que a su vez iran dentro de un envase exterior rigido. Los
recipientes primarios, que deben ser estancos, irdn embalados en el recipiente
secundario de tal modo que, en las condiciones normales de transporte, no
puedan romperse, perforarse o filtrar su contenido al recipiente secundario. El
recipiente secundario también debe ser estanco. Entre los recipientes primarios
y los secundarios se debe colocar material absorbente (por ejemplo algodoén)
en cantidad suficiente para que pueda absorber la totalidad del contenido del
(los) recipiente(s) primario(s). El recipiente primario o el embalaje secundario
deben ser capaces de soportar, sin filtraciones, una presion interna de 95 kPa
en un intervalo de temperaturas de —40°C a 55°C (—40°F a 130°F). El envase
exterior no debe contener mas de 4 litros y debe expedirse etiquetado con la
frase: “Biological Substance — Category B packed in accordance with IATA 650.
UN3373” [Sustancia biologica — Categoria B, embalado conforme a la Instruccion
IATA 650.UN3373].

5. ANALISIS DEL ENRIQUECIMIENTO EN DEUTERIO

Para medir el enriquecimiento en deuterio se utiliza un espectrometro
de masas de relacion isotopica. Se trata de un instrumento caro, cuyo manejo
y mantenimiento exigen considerables conocimientos técnicos, por lo que en
general se envian las muestras a un establecimiento central.

Un espectrometro de masas es un instrumento que, operando en condiciones
de alto vacio, separa los iones en funcion de la relacion entre su masa y su carga
(m/z). Los principales componentes de un espectrometro de masas son el sistema
de entrada, el sistema de alto vacio, la fuente de iones, el analizador de masa y el
detector. Los espectrometros de masas modernos estan controlados por ordenador
y se acompafian de sofisticados programas informaticos de tratamiento de datos.
En la figura 14 se muestra un tipico espectrometro de masas de relacion isotopica
apropiado para analizar la presencia de deuterio en muestras de orina.

La abundancia de los is6topos estables de C, H, O y N se mide en gases
simples (CO,, H,, N,) por IRMS, utilizando un detector distinto para cada
isotopo. En la figura 14 el espectrometro de masas esta en la mesa situada a la
izquierda de la operadora que lo maneja, que estd colocando muestras (en tubos
Exetainer para muestras gaseosas) en el cargador de muestras automatico.

En un espectrometro de masas de relacion isotdpica la muestra gaseosa
resulta ionizada por el impacto de electrones emitidos por un filamento caliente
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en condiciones de alto vacio, y los iones se separan en un campo magnético.
Después se mide la corriente de cada haz de iones como la carga generada por
los iones al incidir en el detector de cada especie isotdpica. Los detectores se
denominan copas de Faraday. Cada muestra es comparada con un gas de referencia
de composicion conocida. La IRMS permite medir con exactitud valores tan
pequefios de enriquecimiento como los correspondientes a la abundancia natural.

Fig. 14. Espectrometro de masas de relacion isotopica de flujo continuo.

En el hidrogeno gaseoso estan presentes dos especies: hidrégeno no
marcado, 'H, (m/z = 2) e hidrogeno gaseoso provisto de deuterio (HD o 'H°H)
(con un cociente m/z = 3). La abundancia o concentracién de *H determinada por
IRMS suele expresarse en partes por millon (ppm) de “H [24].

(['H?H]/2)+[*H*H]

m2H = %100
pp ['H 'H]+['H ’H]+ [2H ’H]

Este cociente corresponde a los moles de '"H’°H divididos por los moles
de 'H’H mas los moles de 'H, todo ello multiplicado por un millén. En general el
término [*H”H] de la ecuacion es insignificante y puede ser obviado. Obsérvese
que estas ppm en mol/mol no son lo mismo que las ppm en mg/kg, utilizadas a
menudo para expresar concentraciones. Estas dos unidades no son equivalentes.

El enriquecimiento es la cantidad de deuterio que excede el nivel de
la abundancia natural, o dicho de otro modo: la abundancia de ?H en las
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muestras post-dosis menos su abundancia en la muestra basal. Las unidades de
enriquecimiento son ppm de exceso de *H.

Téngase muy en cuenta que las unidades de enriquecimiento que arroja
la IRMS son at. % de exceso de *H, también expresadas a veces como ppm de
exceso de “H. Estas partes por milléon son una fraccién molar, ppm (mol/mol), y
no una relacion ponderal (mg/kg). Es importante no confundir las unidades “ppm
de exceso” resultantes de la IRMS con las unidades “ppm” (mg/kg) que deparan
los instrumentos de espectrometria FTIR. Los dos tipos de ppm no indican lo
mismo ni son intercambiables. Ello afecta al calculo del espacio de dilucion.
Al estimar el ACT con datos obtenidos por IRMS, el peso de 6xido de deuterio
ingerido es convertido a moles. En tal caso el agua corporal total estara expresada
en moles, que después habra que convertir a kg. Es importante asegurarse de que
las hojas de calculo destinadas a estimar el ACT contengan los célculos correctos,
dependiendo del método utilizado para analizar el enriquecimiento en deuterio.

6. CALCULOS

6.1. RESULTADOS DE LOS CALCULOS DE COMPOSICION CORPORAL

A partir del enriquecimiento en 6xido de deuterio del agua corporal de un
participante se pueden calcular los siguientes parametros:

— ACT;
— MLG;
— grasa corporal.
Estos datos sirven después para evaluar el estado nutricional del
participante.

6.2. CALCULO DELACT

Para calcular el ACT se necesita la informacion siguiente (véanse también
las secciones 4.2.2.2 y 4.2.4):

a) W = peso total del agua afiadida al preparar la dilucion de la dosis (g);
b) A =peso de la dosis ingerida por el participante (g);
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©)
d)

a = peso de la dosis presente en la dosis diluida (g);

ADD = enriquecimiento en *H de la dosis diluida (ppm de exceso de *H), es
decir: abundancia de *H en la dosis diluida (ppm *H) menos abundancia de
’H en el agua corriente utilizada para hacer la dilucion (ppm *H);

AAC = enriquecimiento en *H del agua corporal (ppm de exceso de *H), es
decir: abundancia de *H en la muestra de orina post-dosis (ppm *H) menos
abundancia de *H en la muestra basal (ppm *H);

pérdida acumulada de *H por la orina (este factor se multiplica por dos
como formula para estimar las pérdidas totales de agua corporal, tanto
sensibles como insensibles, aunque si se dispone de un factor que se
aplique especificamente al estudio conviene utilizarlo), expresada en moles
(g/18,0153) o kg segtin las unidades en que esté expresado el N,.

Ademas, se necesita el peso corporal del participante para estimar su

composicion corporal a partir del valor de ACT calculado.

El ACT se calcula a partir del espacio de dilucion del *H (N,). Es importante

recordar que el analisis por IRMS arroja como resultado una relaciéon molar. Por
consiguiente, el espacio de dilucion estara expresado en moles de agua, que es
preciso convertir a kg para poder estimar la composicion corporal.

WA ADD

N, (moles) = ——x ——
p( ) 18,0153a AAC

—(2x pérdida acumulada de orina)

WA ADD 180153
18,0153a AAC 1000

Np (kg) = — (2 x pérdida acumulada de orina)

Lo que se puede simplificar como sigue:

WA o ADD o 1
AAC 1000

Np (kg) = —(2x pérdida acumulada de orina)

donde

W = peso total del agua afiadida al preparar la dilucion de la dosis (g);

A = peso de la dosis ingerida por el participante (g);

18,0153 = peso molecular del agua;

a = peso de dosis presente en la dosis diluida (g);

ADD = enriquecimiento en “H de la dosis diluida (ppm de exceso de *H);
AAC = enriquecimiento en *H del agua corporal (ppm de exceso de “H).
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Por efecto del intercambio no acuoso de atomos de hidrogeno en el cuerpo
(véase la Seccion 3.2.1), el espacio de dilucion del *H es un 4,1 % mayor que
el ACT.

WA ADD 1

ACT (kg) X X — (2xpérdida acumulada de orina)
a AAC 1000x1,041

A continuacion se expresa la misma ecuacion en formato apropiado para
una hoja de calculo:

ACT (kg) = ((W x A/a) x (ADD/AAC)/(1 000 x 1,041))
— (2 x pérdida acumulada de orina)

6.3. EJEMPLOS DE CALCULOS

En el cuadro 6 se presentan a modo de ejemplo sendas series de datos y
calculos intermedios correspondientes a dos adultos con parecido indice de
masa corporal (IMC) pero distinta composicion corporal, asi como una serie
correspondiente a un nifio.

6.3.1. Calculo de la pérdida acumulada de orina

Como se desprende del cuadro 7, la pérdida acumulada de orina corresponde
simplemente al volumen total de orina excretada desde la ingestion de la dosis
hasta el momento en que se haya obtenido la muestra en cuestion, incluido el
volumen de esta.

La pérdida de agua del cuerpo por la respiracion, el sudor y las heces se
tiene en cuenta multiplicando por 2 la pérdida urinaria.

6.3.2. Calculo del ACT con los datos de los cuadros 6 y 7

ACT (kg)= ((W x A/a) x (ADD/AAC)/(1 000 x 1,041))
— (2 x pérdida acumulada de orina)
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CUADRO 6. EJEMPLOS DE SERIES DE DATOS

Adulto 1 Adulto 2 Niflo

Identificacion del estudio A001 A002 Niflo 1
Fecha del estudio 15/08/2007  15/08/2007  15/08/2007
Fecha de nacimiento 9/01/1957 5/04/1945  21/07/1994
Edad (anos) 50 62 13
Sexo Masc. Fem. Masc.
Peso corporal (kg) 80,0 47,4 50,5
Estatura (cm) 183,0 141,5 158,7
IMC (kg/m?) 239 23.7 20.1
Peso de dosis ingerida (g): A 39,9846 27,898 32,039
Hora de ingestion de la dosis 07:00 10:10 12:26
Hora de la primera muestra post-dosis 09:10 12:10 13:35
Volumen de la primera muestra post-dosis (ml) 135 50 240
Hora de la segunda muestra post-dosis 10:05 16:20 16:30
Volumen de la segunda muestra post-dosis (ml) 60 100 105
Hora de la tercera muestra post-dosis 11:15 17:30 17:30
Volumen de la tercera muestra post-dosis (ml) 70 45 100
Peso de dosis en la DD (dosis diluida) (g): a 0,1032 0,10130 0,1717
Peso de agua en la DD (g): W 49,7426 99,41736 54,9684
Abundancia de *H en el agua empleada para
hacer la DD (ppm *H) 154,3 1533 150,7
Abundancia de *H en la DD (ppm *H) 345,7 2554 418,1
Enriquecimiento en *H de la DD
(ppm exceso 2H): ADD 191,4 102,1 267,4
Abundancia de *H en la muestra basal (ppm *H) 156,6 155,0 156,3

. ) .
Abundagcm de IZ{ en la primera muestra 213.8 2712 208.6
post-dosis (ppm “H)

. 2
Abundagma de EI en la segunda muestra 240.5 272.6 253.5
post-dosis (ppm “H)

. 2
Abundagma de 12{ en la tercera muestra 234.1 275.8 2527
post-dosis (ppm “H)
Enriquecimiento en “H de la primera muestra de
orina post-dosis (ppm exceso “H): AAC, >8,2 116,2 523
Enriquecimiento en “H de la segunda muestra
post-dosis (ppm exceso *H): AAC, 84,9 117.6 97,2

; B 2

Enriquecimiento en “H de la tercera muestra 875 120.8 94.4

post-dosis (ppm exceso *H): AAC,

Nota: DD = dosis diluida.
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CUADRO 7. CALCULO DE LA PERDIDA ACUMULADA DE ORINA

Adulto 1 Adulto 2 Nifio
Pérdida en la primera Volumen =135ml  Volumen=50ml  Volumen = 240 ml
muestra post-dosis =135¢g=0,135kg =50g=0,05kg =240g=0,24 kg

Pérdida acumulada en la 135+60=195ml 50+ 100=150ml 240+ 105 =345 ml
segunda muestra post-dosis =195g=0,195kg =150g=0,15kg =345g=0,35kg

Pérdida acumulada en la 195+70=265ml 150+45=195ml 345+ 100 =445 ml
tercera muestra post-dosis ~ =265g=0,265kg =195g=0,195kg =445g=0,445kg

6.3.2.1. Adulto 1

la) ACT a tenor de la primera muestra post-dosis, sin ajuste por pérdida
urinaria:

ACT (kg) = (49,7426 x 39,9846/0,1032) x (191,4/58,2)/(1 000 x 1,041)
= 60,94

Con ajuste por pérdida urinaria:
ACT (kg) =60,94 —(2x0,135)=60,94 - 0,27 = 60,67

1b) ACT a tenor de la segunda muestra post-dosis, sin ajuste por pérdida
urinaria:

ACT (kg) = (49,7426 x 39,9846/0,1032) x (191,4/84,9)/(1 000 x 1,041)
=41,78

Con ajuste por pérdida urinaria:
ACT (kg) =41,78—(2x0,195)=41,78 - 0,39 =41,39
Ic) ACT atenor de la tercera muestra post-dosis, sin ajuste por pérdida urinaria:

ACT (kg) = (49,7426 x 39,9846/0,1032) x (191,4/87,5)/(1 000 x 1,041)
= 40,54
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Con ajuste por pérdida urinaria:
ACT (kg) =40,54 — (2 x265)=40,54—0,53=40,01

El valor promedio de ACT (kg) calculado a partir de la segunda y la tercera
muestras post-dosis es de 41,16 antes de la correccion por la pérdida urinaria de
agua y de 40,70 tras efectuar la correccion.

En el momento de obtener la primera muestra (2 horas y 10 min después
de administrar la dosis), la dosis de 6xido de deuterio no se habia equilibrado
completamente con el agua corporal, lo que da por resultado una sobreestimacion
del ACT.

6.3.2.2. Adulto 2

2a) ACT a tenor de la primera muestra post-dosis, sin ajuste por pérdida
urinaria:

ACT (kg) =(99,41736 x 27,898/0,10130) x (102,1/116,2)/(1 000 x 1,041)
=21,30

Con ajuste por pérdida urinaria:
ACT (kg) =21,30—(2x%0,05)=21,30-0,10=21,20

2b) ACT a tenor de la segunda muestra post-dosis, sin ajuste por pérdida
urinaria:

ACT (kg) =(99,41736 x 27,898/0,10130) x (102,1/117,6)/(1 000 x 1,041)
=21,04

Con ajuste por pérdida urinaria:
ACT (kg) =21,04-(2x0,15)=21,04 —0,30=20,74
2c¢) ACT atenor de la tercera muestra post-dosis, sin ajuste por pérdida urinaria:

ACT (kg) = (99,41736 x 27,898/0,10130) x (102,1/120,8)/(1 000 x 1,041)
=20,49
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Con ajuste por pérdida urinaria:
ACT (kg) =20,49 — (2 x0,195)=20,49 - 0,39 = 20,10

El valor promedio de ACT (kg) calculado a partir de la segunda y la tercera
muestras post-dosis es de 20,94 antes de la correccion por la pérdida urinaria de
aguay de 20,42 tras efectuar la correccion.

Existe una gran variaciéon entre individuos en cuanto al tiempo de
estabilizacion. En este participante la dosis de 6xido de deuterio se habia
equilibrado casi totalmente con el agua corporal en el momento de recoger la
primera muestra (2 horas después de administrar la dosis), pero a menudo hacen
falta de 5 a 6 horas para que la dosis llegue a un equilibrio completo. El hecho de
disponer de tres muestras post-dosis da la seguridad de poder reconocer la meseta
de enriquecimiento.

6.3.2.3. Nifio

3a) ACT a tenor de la primera muestra post-dosis, sin ajuste por pérdida
urinaria:

ACT (kg) = (54,9684 x 32,039/0,1717) x (267,4/52,3)/(1 000 x 1,041)
= 5434

Con ajuste por pérdida urinaria:
ACT (kg) =54,34 - (2 x0,24)=54,34—-0,48 = 53,86

3b) ACT a tenor de la segunda muestra post-dosis, sin ajuste por pérdida
urinaria:

ACT (kg) = (54,9684 x 32,039/0,1717) x (267,4/97,2)/(1 000 x 1,041)
=29,24

Con ajuste por la pérdida urinaria:
ACT (kg) =29,24—(2x%0,35)=29,24-0,70 = 28,54
3c) ACT atenor de la tercera muestra post-dosis, sin ajuste por pérdida urinaria:

ACT (kg) = (54,9684 x 32,039/0,1717) x (267,4/94,4)/(1 000 x 1,041)
=29,48
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Con ajuste por pérdida urinaria:
ACT (kg) =29,48 — (2 x0,445)=29,48 — 0,89 = 28,59

El valor promedio de ACT (kg) calculado a partir de la segunda y la tercera
muestras post-dosis es de 29,36 antes de la correccion por la pérdida urinaria de
aguay de 28,57 tras efectuar la correccion.

Observacion: aunque los nifios suelen presentar una tasa de renovacion del
agua mas rapida que los adultos, la dosis no estaba en equilibrio completo con el
agua corporal en el momento de tomar la primera muestra (3 horas después de
la ingestion de la dosis), pero lo estaba al cabo de 4 horas, cuando se obtuvo la
segunda muestra.

6.4. ESTIMACION DE LA COMPOSICION

CORPORAL A PARTIR DEL ACT

El ACT sirve para estimar la MLG, presuponiendo un coeficiente de
hidratacion de la MLG del 73,2 % en los adultos:

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

En nifios y lactantes, la hidratacion de la MLG se determina en funcion de
la edad (véanse los cuadros 1y 2, Seccion 3.3.1).

La 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

En el cuadro 8 se muestra el calculo de la composicion corporal a partir
del ACT.
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CUADROS. ESTIMACION DE LA COMPOSICION CORPORAL A PARTIR
DEL ACT

Adulto1 Adulto2 Nifio

ACT (kg) 41,70 20,42 28,57
Coeficiente de hidratacion (adultos: 0,732; ninos: 0,732 0,732 0,747
véase el cuadro 1)

MLG (kg) = ACT (kg)/coeficiente de hidratacion 55,6 27,9 38,2
MG (kg) = peso corporal (kg) — MLG (kg) 24,4 19,5 12,3
MG (% peso corporal) = MG (kg)/peso corporal (kg) x 100 30,5 41,2 24,3
MLG (% peso corporal) = MLG (kg)/peso corporal (kg) x 100 69,5 58,9 75,7
ACT (% peso corporal) = ACT (kg)/peso corporal (kg) x 100 50,9 43,1 56,6

6.5. EFECTO DE LA CORRECCION POR PERDIDA URINARIA

La diferencia entre los valores de ACT obtenidos con y sin ajuste por la
pérdida urinaria es relativamente pequeiia (del 1 % al 3 % del ACT en los ejemplos
aqui expuestos, cuadro 9). De ahi que algunos laboratorios opten por no tener en
cuenta la pérdida urinaria y simplificar asi el procedimiento. Sin embargo, esta
pequeiia diferencia podria ser significativa en estudios longitudinales destinados
a detectar cambios relativamente pequeiios en la composicion corporal. Cuando
no sea posible medir la produccion de orina convendra ir anotando el volumen de
liquidos ingerido y al final restar el consumo total de liquidos del ACT resultante
de los calculos. Con independencia del criterio por el que se opte en el estudio, es
preciso seguir el mismo procedimiento con todos los participantes.

CUADRO 9. EFECTO DE LA CORRECCION POR PERDIDA URINARIA
EN EL PORCENTAJE DE GRASA CORPORAL CALCULADO

Adulto 1 Adulto 2 Nifio

ACT (kg) sin correccion por pérdida urinaria 41,2 20,8 29,4
ACT (kg) con correccion por pérdida urinaria (ACT real) 40,7 20,4 28,6
Diferencia como porcentaje del ACT real 1,1 1,7 2,8
Grasa corporal (%) sin correccion por pérdida urinaria 29,7 39,6 22,2
Grasa corporal (%) con correccion por pérdida urinaria 30,5 41,2 24,3
Grasa corporal (kg) sin correccion por pérdida urinaria 23,8 19,0 11,2
Grasa corporal (kg) con correccidn por pérdida urinaria 24.4 19,5 12,3
Diferencia entre los valores de grasa corporal (kg) como 0,8 1,0 2,1

porcentaje del peso corporal
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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.
Se deben analizar los patrones al principio y al final de cada lote de muestras, y
también a intervalos durante las tandas de analisis para comprobar la ausencia de
deriva instrumental.

7.2. PRECISION ANALITICA

La precision analitica se puede estimar analizando muestras idénticas. Con
la técnica de IRMS deberia ser factible lograr una precision (SD) de 1 ppm de
exceso de “H.

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 precision analitica. En general se descarta la primera muestra de orina
post-dosis, pues es posible que en el momento de recogerla la orina no esté
equilibrada con el agua corporal (en cuyo caso el ACT estara manifiestamente
sobreestimada, como demuestran los ejemplos del Adulto 1 y el nifio expuestos
en la Seccion 6.3.2). La segunda y tercera muestras post-dosis deben arrojar
valores que estén dentro de un intervalo del 2 % alrededor de su valor promedio.

7.4. DETECCION DE VALORES ATIPICOS

Con el método de Bland y Altman [25] 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 relacion con la estatura’: ACT = 7,4 X estatura’ (m?), validada en nifios
y adultos [26]. Cuando los valores medidos queden fuera de los intervalos de
confianza del 95 % de esta relacion habra que comprobar los datos y céalculos

47



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 IMC elevado) y otro 2,5 % sea inferior a la
diferencia media — 2SD (en participantes con un IMC bajo).

En la figura 15 se muestra un ejemplo. Se determind por dilucion de
deuterio el ACT de 131 adultos con dolencias diversas, como cancer de pancreas,
cancer de pulmon, hipertension leve o diabetes de tipo 2. La diferencia media
entre el ACT calculada a partir del enriquecimiento en deuterio y el ACT
extrapolada a partir de la estatura resulté de 0,5 kg. El intervalo de confianza
del 95 % correspondiente a esta diferencia iba de —8,8 kg a +9,8 kg.
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Fig. 15. Analisis grdfico de Bland—Altman (de variabilidad residual) del ACT medida por
dilucion de deuterio y el ACT extrapolada a partir de la estatura [26].
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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 0,001 g).
Es preferible que esta labor se efectie en un laboratorio de andlisis y corra a
cargo de cientificos formados.

Sobre el terreno:

— Formacion del personal de campo: si cuenta con la formacion adecuada,
el personal que trabaja sobre el terreno puede ser de ayuda en las labores
de antropometria y recogida de muestras de orina, pero es importante que
entienda la necesidad de pesar y medir concienzudamente a los participantes
y de registrar los datos con exactitud.

— La vispera de la estimacion 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 glucdgeno.

— 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
afnadiendo agua al frasco y dandosela de nuevo a beber.

— Tiempos de muestreo: hay que dejar tiempo suficiente para la estabilizacion
del marcador (46 horas). En el caso de personas de edad o enfermas
prevéanse de 6 a 8 horas. La obtencion de tres muestras post-dosis ayuda a
reconocer la meseta de enriquecimiento.

— 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.
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9. PREGUNTAS FRECUENTES

P.  ;Por qué obtuve un porcentaje negativo de grasa corporal?

R. 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 ende, un valor elevado de
MLG y un bajo porcentaje de grasa corporal.

P.  ;Al cabo de cuanto tiempo puedo repetir la cuantificacion?

R.  En el adulto, para que la dosis de 6xido de deuterio 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 vaya a repetir 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 ultima muestra de orina, pues el consumo de agua tendra un efecto de dilucion
mayor que el dia de la primera prueba.

P.  (Por qué es necesario recoger tres muestras post-dosis?

R.  Espreciso recoger tres muestras post-dosis 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, puede ocurrir que la dosis no se haya
estabilizado por completo al cabo de 5—6 horas. Al trabajar con personas de edad
no trate de ganar tiempo suspendiendo la recogida de muestras al cabo de 6 horas.
Antes de proceder al estudio propiamente dicho efectiie un estudio piloto para
determinar el tiempo de estabilizacion en las condiciones locales, y al evaluar los
resultados de ese estudio piloto consulte con personas mas duchas en la materia.

P.  (Es preciso ayunar durante el protocolo?

R. La observancia de ayuno durante el protocolo proporciona una estimacion
mas exacta del ACT. Cuando no cuantifique las pérdidas por la orina lleve un
registro del volumen de liquidos ingerido por la persona y sustraiga esa cantidad
del ACT resultante de los célculos.
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Apéndice I

INFORMACION GENERAL SOBRE LA SEGURIDAD
DEL OXIDO DE DEUTERIO

I.1. ISOTOPOS DEL HIDROGENO

Un atomo esta formado por un nucleo 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 atomica (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 ntcleo 'H (is6topo estable)
Cuando hay un neutrén en el niicleo, 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 en la cual un 99,8 % 0 99,9 % de los 4tomos
de hidrogeno estan en forma de deuterio, o lo que es lo mismo, expresado en
atomos por cien: 99,8 (0 99,9) at. % de *H,O (o D,0). El 6xido de deuterio puede
utilizarse para medir el tamafio del reservorio hidrico del cuerpo (ACT) por
dilucion isotdpica.

1.2. SEGURIDAD DEL OXIDO DE DEUTERIO

El uso de isotopos estables para realizar estudios del metabolismo humano
tiene mas de medio siglo de historia. Aunque los is6topo estables de hidrégeno
no emiten ningun tipo de radiacion que pueda ser daiiina, 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 isétopos
estables de un mismo elemento. A concentraciones muy elevadas de 6xido de
deuterio en los tejidos (mas de un 15 %), esta diferencia de masa puede causar
importantes “efectos isotopicos”, porque la presencia de deuterio en una molécula
acorta los enlaces covalentes, haciéndolos més 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 hidrogeno. 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 isotdpico 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 [27]. 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. En los mamiferos no se han observado efectos daninos
a concentraciones de deuterio inferiores a un 15 %. Para que aparezcan efectos
negativos es preciso mantener los niveles de marcaje en un 15 % mediante la
administracion continua de dosis [27]. No obstante, se han descrito efectos
menores, por ejemplo episodios transitorios de vértigo, en personas adultas que
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habian consumido una cantidad de 6xido de deuterio suficiente para enriquecer el
agua corporal hasta un 0,35 %-0,65 % [27]. 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 [27].
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 méaximo de alrededor del 0,1 % en la madre y de menos de la mitad en el
bebé. A estos niveles no se ha descrito ningtin efecto secundario negativo.
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Apéndice IT

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. Deosis

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 y voliimenes de muestreo

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

1? post-dosis Hora: : Volumen: ml
2% post-dosis Hora: : Volumen: ml
3% post-dosis Hora: : Volumen: ml
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Apéndice ITT

LISTA DE MATERIAL

III.1. PREPARACION DE LA DOSIS Y LA DOSIS DILUIDA

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

Agua potable.

Frascos de gran tamafio con tapon de rosca para preparar las dosis (p.ej. frascos
de 5 litros de vidrio borosilicatado con tapon de rosca revestido de PTFE.

Frascos de dosis (estancos y con tapon de rosca, p.ej. frascos de polipropileno de
120 ml de boca ancha estancos y autoclavables).

Probeta de vidrio para transferir las dosis a los frascos de dosis.

Embudo de vidrio o plastico.

Matraz aforado (100 ml) para preparar las dosis diluidas.

Pipeta automatica (200 pl) y puntas de pipeta.

Balanza de gran capacidad que pueda pesar hasta 10 kg con una precision de 0,1 g.

Balanza electronica con una precision de 0,001 g para pesar las dosis.

Balanza electronica con una precision de 0,0001 g para preparar las dosis diluidas.

Nevera o congelador (—20°C) para conservar las dosis.

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

Estabilizadores de tension para el instrumental electronico.

II1.2. SOBRE EL TERRENO

Dosis (preparadas en laboratorio).

Agua potable.

Pajitas.

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

Estadiometro para medir la estatura de los participantes.

Probeta de polietileno de 1 litro para medir el volumen de orina.

Dispositivo de recogida de orina (probeta, jarra de polietileno u orinal graduado).

Tubos con tapdn de rosca para conservar las muestras de orina (p.ej. criotubos de
4 ml de roscado interno con faldon).

Etiquetas para los tubos de muestras.

Rotuladores de tinta indeleble para escribir en las etiquetas.

Bolsas con cierre de cremallera para los tubos de muestras.

Guantes desechables.

Bolsas/cajas de plastico para conservar/transportar las muestras de orina.
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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 portatil con contenedores de hielo (para conservar las muestras sobre el
terreno hasta que sea posible congelarlas).
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Apéndice IV

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 isotdpicas (figura 16). 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.

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. 16.  Abundancia de distintas moléculas en una muestra de agua con 0,1
at. % (1 000 ppm) de °H.

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 0 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.
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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 orina.

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 17) se muestran los efectos del
fraccionamiento cuando hay 100 ul de condensacion adherida al tapon de un tubo
de muestra con 4 ml de saliva, que originalmente contenia 0,1 at. % (1 000 ppm)
de *H.

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 ppm de *H (figura 18).
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100 pl de gondensacién Vapor Probabilidad 'H,0 = 99,8119 %
(941 ppm °H) de agua Probabilidad 'H?HO = 0,1880 %

3,9 ml de saliva Agua Probabilidad 'H,0 = 99,8999 %

: AQ.
(1001.5ppm °H) | e | ppabilidad 'HZHO = 0,2001 %

f= 0,941 ?H,0 (gas) /*H,0 (liquido)

Fig. 17. Efecto del fraccionamiento isotopico en una muestra de saliva de 4 ml que

originalmente contenia 0,1 at. % (1 000 ppm) de *H.

100 pl de gondensacion Vapor Probabilidad 'H,0 = 99,8119 %
(941 ppm °H) deagua | Probabilidad 'H2HO = 0,1880 %

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

| AgL
(1006 ppm “H) liauida | probabilidad 'H?HO = 0,2010 %

f=0,941 *H,0 (gas) /°H,0 (liquido)

Fig. 18. Efecto del fraccionamiento isotopico en una muestra de saliva de 1 ml que

originalmente contenia 0,1 at. % (1 000 ppm) de *H.
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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. %). Numero de atomos del isétopo estable en cuestion
expresado como porcentaje respecto del nimero total de atomos de ese
elemento, por ejemplo:

[*H]

at.% *H = 0 3 3
['H]+["H]+["H

x 100
]

En la prictica, el nimero de 4tomos de *H es insignificante y no es tenido
en cuenta.

Deuterio. El is6topo estable del hidrogeno, que se expresa con el simbolo *H, o a
veces abreviado como D.

Dilucion isotépica. A un sistema biologico se le agrega una cantidad conocida de
un compuesto marcado, que se mezclard 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 ACT.

Enriquecimiento. Dado que los is6topos estables existen de forma natural, antes
de administrar el compuesto marcado es preciso obtener una muestra basal.
El enriquecimiento sera 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 infrarroja por transformada
de Fourier (FTIR) o por espectrometria de masas de relacion isotopica
(IRMS).

Espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas
en inglés). Técnica que puede utilizarse para medir el enriquecimiento
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en deuterio de muestras de saliva obtenidas para estudiar la composicion
corporal o la ingesta de leche humana. La espectrometria FTIR no es tan
sensible como la espectrometria de masas de relacion isotopica y no sirve
para analizar muestras de orina.

Espectrometro de masas de relacion isotopica (IRMS, por sus siglas en
inglés). Espectrometro de masas de sector magnético de baja resolucion. La
muestra se introduce en la fuente de iones del espectrometro en forma de
gas puro (CO,, N, o H,). El gas, sometido al impacto de electrones emitidos
por un filamento caliente, se ioniza, y los iones se separan en un campo
magnético. Los detectores son copas de Faraday. Esta técnica permite
medir con gran exactitud valores muy bajos de enriquecimiento, hasta el
nivel de la abundancia natural.

Espectrometro de masas. Instrumento que separa los iones en funciéon de la
relacion entre su masa y su carga (m/z) operando en condiciones de vacio.
Los principales componentes de un espectrometro de masas son el sistema
de entrada, la fuente de iones, el analizador de masa, el detector y el sistema
de vacio.

Estabilizacion. En las moléculas de agua del cuerpo los dtomos de hidrogeno no
estan ligados de modo permanente a los de oxigeno, sino que se intercambian
constantemente entre si: se encuentran en estado de circulaciéon 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 mezcle 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 estan en
forma de 'H,0, pero, tras la sustitucion 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 iso6topos 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.
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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

corporal se incorporan a componentes del cuerpo distintos del agua.
Por ejemplo, el deuterio se intercambia con los atomos de hidrégeno
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 (N,) equivale
a 1,041 veces el ACT, hecho que se tiene en cuenta dividiendo por 1,041
el volumen de distribucion calculado (N, moles) para obtener asi el ACT.

Isétopo. Elemento que tiene un mismo niimero de protones y distinto numero de

neutrones.

El hidrégeno tiene un proton en el nicleo 'H (is6topo estable)
Cuando hay un neutrén en el nucleo,

se trata de deuterio ’H (is6topo estable)
Cuando en el nucleo hay dos neutrones,

es tritio *H (is6topo radiactivo)

Isétopo estable. Los isdtopos estables no son radiactivos y estan 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 isétopo estable del hidrogeno, y el *H o deuterio
el menos abundante. En las aguas naturales, aproximadamente un 0,015 %
de los atomos de hidrogeno estéan en forma de deuterio (*H).

Isétopo radiactive. Los isdtopos radiactivos tienen un nucleo inestable, que
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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 hidrogeno, 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 dseos. 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 oOxido de deuterio para cuantificar el agua
corporal total. 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
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 (MQG) 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
hidrégeno estan 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
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.

Volumen de distribucién. Volumen en el que se distribuye el is6topo, llamado
también espacio de dilucion (N). En los estudios de determinacion del ACT
por dilucién de deuterio, el volumen de distribucion (N,,) es mayor que el
ACT por efecto del intercambio no acuoso.
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