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RESUMEN

En la ultima década el estudio de los elementos traza ha cobrado gran
importancia, debido a que son esenciales para el desarrollo y mantenimiento
del organismo. Se ha reconocido la influencia de factores nutricionales sobre el
sistema inmunitario, esto es, porque se ha asociado a la incidencia de varias
enfermedades infecciosas y la existencia de atrofia de dorganos linfoides en
nifios con desnutricion atribuible a una deficiencia de zinc.

El zinc es un elemento cuyas caracteristicas lo hacen sumamente versatil en
multiples procesos bioquimicos, ademas el zinc juega un papel primordial en
una gran variedad de sistemas metabdlicos, actia como cofactor de enzimas
relacionadas con la proliferacién celular como ADN y ARN polimerasas,
etcétera.

El presente trabajo forma parte de una linea de investigacién acerca de los
efectos del zinc sobre el sistema inmunoldgico. Se desarrollo un disedfio
experimental en ratones BALB/c, para determinar el efecto de la concentracion
de zinc en las etapas de gestacidon y su influencia en el indice fagocitico. Los
animales recibieron acetato de zinc, en una concentracion de 500 mg/L en el
agua de beber , desde el momento de la cruza y durante la gestacién. El grupo
testigo no recibid zinc en el agua de bebida y el grupo 1 recibié dosis de 500
mg/L alos 7, 14y 21 dias del periodo de gestacion. Los controles, hembras no
gestantes y machos sin cruzar, no recibieron Zn durante los mismos periodos.

Se observd un incremento del indice fagocitico (IF) en el grupo de animales a
los que se les administrd zinc en el agua de bebida (grupo |, Zn+) con respecto
de aquellos que no se les administrd este elemento (grupo testigo, Zn-).
También cabe senalar que el IF fue mayor en las hembras que en los machos,
esto es para ambos grupos experimentales (grupo 1 y grupo testigo).

La concentracion de zinc embrionario, se evalud por absorcion atémica y fue
significativamente mayor en el grupo |1 con respecto al grupo testigo. Se evalud
la concentracion de zinc en Gtero de 21 dias en hembras no gestantes y en la
placenta correspondiente a los 21 dias de gestacion (grupo | y grupo testigo).

Se observo un incrementd significativo en el nimero de embriones en animales
que fueron suplementados con zinc (grupo |, Zn+) con respecto a aquellos que
no fueron suplementados con este elemento (grupo testigo, Zn-).

Estos resultados sugieren que la suplementacidn oral con zinc, en periodos y
dosis especificas, pueden tener un efecto benéfico sobre algunas respuestas
inmunoldgicas tanto en la gestacion como en las etapas perinatales.




1. INTRODUCCION

Alrededor de los afos treintas los primeros estudios realizados en animales
documentan que el zinc es esencial para el desarrollo de éstos. Prasad
propone que la deficiencia de zinc produce un retardo en el crecimiento.*®

El zinc es un nutrimento indispensable para el organismo de los humanos y
juega un papel importante en una serie de procesos metabdlicos que no son
totalmente claros, es un cofactor importante de mas de 200 enzimas , participa
como idn estructural en membranas biolégicas y en ia sintesis de proteinas. Es
un elemg{:to traza fundamental para el crecimiento, desarrollo y diferenciacion
celular.

En la actualidad la deficiencia de zinc se considera un problema de salud
publica importante, pues aunque el Zn estd presente en diversos alimentos
como son: carnes rojas, pescados, pollo e higado, en paises subdesarrollados
la ingesta de estos alimentos es muy limitada. Los estudios realizados sugieren
que la deficiencia moderada de zinc se presenta asociada a la ingestion de
dietas basadas en alimentos de origen vegetal, las cuales contienen cantidades
importantes de inhibidores de la absorcion de zinc, tales como, fitatos y fibras,
que forman complejos insolubles con el zinc. Este tipo de dietas se consume
habitualmente en las zonas rurales y en la poblacion marginal en el pais,'02%4¢

E! zinc juega un pape! central y unico en el sistema inmune Yy su deficiencia
incrementa la susceptibilidad a varios patdgenos, los niveles normales de zinc
son esernciales para el desarrollo y mantenimiento de funciones del sistema
inmune. La deficiencia de zinc afecta el desarrollo de la inmunidad adquirida,

ciertas funciones de linfocitos T y B y la produccidon de citocinas tipo
Thi '5,1 1,15,20,37

Los estudios realizados en modelos experimentales de deficiencia severa de
zinc han demostrado alteraciones notables en el sistema inmune, incluyendo
un retraso en el crecimiento.®”8

El zinc juega un papel importarte en la reproduccion en hombres y mujeres, es
necesario para la sintesis y secrecidn de la hormona luteinizante (LH) y la
foliculo estimulante (FSH), diferenciacion gonadal, crecimiento testicular,
formacién y maduracién de espermatozoides y fertilizacion. La deficiencia de
zinc contribuye a una disfuncion reproductiva como es la infertilidad y el
hipogonadismo.®*



Existen sectores dz la poblacion que pueden presentar deficiencia de zinc,
tales como: recién nacidos, nifos en edad preescolar, mujeres gestantes y
ancianos.

Durante la gestacion se debe tener una buena alimentaciéon y existe Ia
necesidad de administrar a la madre suplementos nutricionales que favorecen
el desarrollo y crecimiento del feto, incluyendo la salud materna.

Los estudios realizados en mujeres deficientes en zinc indican que durante el
embarazo es necesario suplemertar a las madres para evitar que existan
complicaciones durante el parto, como es la desproporcién cefalodfelwca
riesgo de aborto, ruptura de membranas placentarias, etcétera. 9102224

Por o que respecta a los recién nacidos y nifos en edad preescolar, la
suplementacion con zinc disminuye la tendencia a presentar enfermedades
infecciosas como, son la diarrea y las enfermedades respiratorias. %

Este trabajo estudid algunos de los efectos del zinc en la gestacion en los
progenitores de ambos grupos experimentales (grupo testigo y |). Se obtuvieron
los embriones correspondientes a los 7, 14 y 21 dias del periodo de gestacion,
utero y placenta, posteriormente se les realizd la técnica de Absorcion Atémica
para determinar la concentracién de Zn en microgramos por gramo de tejido y
se realizd la técnica de eritrofagocitosis.



2. ANTECEDENTES
2.1 Generalidades sobre el zinc

El zinc es un elemento metalico blanco azulado con multiples aplicaciones
industriales, es uno de los elementos de transicién del sistema periddico; su
nimero atémico es 30. Los minerales de zinc se conocen desde hace mucho
tiempo, pero este no fue reconocido como elemento hasta 1746, cuando ei
quimico aleman Andreas Sigismund Marggraf aislé el metal calentando
calamina y carbdn de lefa. Es cristalino, insoluble en agua caliente y fria, y
soluble en alcohol, en los acidos y en los alcalis. Tiene un punto de fusion de
420°C, un punto de ebullicion de 907°C y una densidad relativa de 7.14. Su
masa atémica es de 65.38. Ocupa el lugar 24 en abundancia entre los
elementos de |la corteza terrestre.

EL zinc posee una serie de propiedades quimicas gue lo hacen unico y muy util
en varios sistemas biolégicos, juega un papel importante en el organismo,
como cofactor de diversas enzimas, se asocia al papel de las metaloenzimas,
se le puede encontrar formando diversas proteinas de transcripcion. El zinc es
necesario para mantener la integridad de las histonas, proteinas intimamente
involucradas con el ADN y puede desempenar un papel fundamental en el
crecimiento y replicacion celular, 448.47.53.55

La tabla | muestra las recomendaclones propuestas por el National Research
Council of United States ,1989. -4

Cantidades recomendadas en la dieta por

National Research Council of United States
Nifios menores de 1 ano 5 mg/dia
Nifios de 1 2 10 afios 10 mg/dia
Varones mayores de 10 afos 15 mg/dia
ujeres mayores de 10 afios 12 mg/dia
Mujeres embarazadas 15 mg/dia
Mujeres lactantes de 1er. semestre 19 mg/dia
[Mujeres lactantes de 20. semestre 16 mg/dia

Tabla I Cantidades recomendadas de zinc por National Research Council
of United States

El zinc juega un papel central y tnico en el sistema inmune. Diversos estudios
demuestran que su deficiencia aumenta la susceptibilidad a una gran variedad
de patdgenos y efectos especificos o no especificos del sistema inmune. Hay
evidencias clinicas y experimentales de la existencia de involucién timica, esto
es porque la reduccion en el tamano del édrgano y su celularidad se observan
en la corteza timica, estos cambios no se encuentran en animales alimentados
con Zn, 3748
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2.1.1 Metabolismo del zinc en el organismo

El zinc se encuentra en los musculos, en los huesos, en la préstata, en el
higado, en la retina, en la piel y en el cabello. En la circulacidn , puede
encontrarse en el plasma unido a la albidmina y a la az- macroglobulina,
también se localiza en l0s eritrocitos, los leycocitos y en la anhidrasa carbdnica.

Indicadores del status de zinc

Concentraciones de zinc en plasma
Concentraciones de zinc en suero
Metalotioneina en plasma
Metalotioneina en eritrocitos
Concentraciones de zinc en eritrocitos
Concentraciones de zinc en leucocitos
Concentraciones de zinc en neutréfilos.
Actividad de 5 nucleotidasa

Actividad de fosfatasa alcalina

Tabla 1. Indicadores de los status de zinc*®

La ingesta diaria de zinc elemental corresponde a 15 mg/dia, el Zn se absorbe
a nivel del yeyuno, este pasa al interior de los enterocitos y se retiene al unirse
a una proteina ligante de metales pesados rica en cisteina (metalotioneina) y
otros transportadores. El Zn que sale de las células epiteliales se incorpora a la
circulacion porta, ya en la circulacién se une a la albumina que constituye el
mayor transportador de Zn, también puede unirse a la as-macroglobulina. E!
42'5'36 no se almacena facilmente y se pierde por el organismo constantemente.

Biodisponibilidad

Fibra, fitatos, oxalatos, taninos

(15 mg/dia)

Heces: Epitelios, bilis y
Cantidad Vvariable e Ae— Intestino “4———— secrecién pancreas:
4-5 mg/dia
2-5 mg/dia
- (20-30%) Musculo
=

Plasma

Sudor: 1mg/dia
(albamina)

Semen : 1 mg/dia
{eyaculacién)

RifGN
(30%)

Orina: 0.4-0.6 mg/dia

[Fanrens | ~——
/4' \
(]

Figura 1. Metabolismo del zinc®



Las funciones fisiolégicas en las que participa el Zn, son: la sintesis de las
proteinas y de los acidos nucleicos, juega un papel relevante en el desarrollo
de las funciones de los linfocitos T contribuyendo asi a la mmunldad medlada
por células y tiene una importante interaccién con la vitamina A. D

Aungue la deficiencia de zinc severa se considera actualmente rara, la
deficiencia moderada es comun en los paises subdesarrollados, diversas
manifestaciones clinicas se han atribuido a la deficiencia de zinc, desde un
ligero retardo en el crecimiento hasta el enanismo, ademas se mforma acerca
de pérdida de apetito, letargia, hipogonadismo y lesiones dérmicas. 1955

2.2 El zinc en las etapas perinatales

Algunos nutrimentos necesarios para los seres humanos son requeridos en
cantidades pequefas, miligramos o microgramos, denominandoseles asi
micronutrimentos, entre los cuales se encuentra el zinc.5®

Es necesario suplementar con zinc y otros micronutrimentos a los grupos de la
poblacién que son mas vulnerables , tales como las mujeres gestantes y los
nifos en edad preescolar, que es cuando los requenmlentos de Zn son mas
altos y la leche materna contribuye muy poco.

2.2.1 Durante la infancia

La suplementacion con zinc, en niflos, puede ser benéfica en algunas
situaciones particulares como una baja ingesta de alimentos de origen animal
e ingesta alta en cereales y leguminosas que puede provocar bajas
concentraciones de zinc plasmatico o diarrea persistente. 21425

Algunas sales de zinc como son los carbonatos y 6xidos son practicamente
insolubles afectando asi su biodisponibilidad, por o que es necesario realizar
estudios mas amplios acerca de la solubilidad y la aceptacion de las diversas
sales de Zn empleadas en los suplementos alimenticios durante la lactancia y
también porque algunas sales pueden provocar nauseas en altas dosis.

En un estudio realizado por Michel et al/, se demuestra que aunque las
cantidades de Ca y Zn sean mayores en férmulas lacteas que en la leche

materna, el porcentaje de los elementos solubles disminuye durante el proceso
de elaboracion.?®

Con la finalidad de evaluar si la deficiencia de zinc podria desempefar un papel
etiolégico importante en este fendmeno. Rosado et al, realizaron un estudio de
suplementacion con 20 mg de metionina de zinc, por un afio, en 219 nifios de
entre 12 y 36 meses de edad que vivian en una comunidad rural del Estado de
Meéxico, no se encontro un cambio significativo en ninguno de los indicadores
antropomeétricos ( talla, peso). "%
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En México, en algunas poblaciones rurales, se ha encontrado que la
deficiencia de diversos micronutrientes también afecta el crecimiento de los
nifios y existe un incremento en la morbilidad provocada por enfermedades
infecciosas. Los estudios realizados por Rosado et al, informan que al
suplementar con zinc a nifios de 18 y 36 meses de edad disminuyen los
episodios diarreicos, pero sin mejorar el crecimiento.*'*?

Estos resultados sugieren que los nifios en edad preescolar no satisfacen sus
requerimientos de zinc a través de la comida y que la suplementacién es
particularmente Util durante esta etapa del desarrolio.

222 Durante la lactancia

Durante los primeros meses después del nacimiento, la leche materna es la
unica fuente de zinc en el recién nacido. Las concentraciones de zinc en la
leche materna van diminuyendo al ir avanzando la lactancia . En los primeros 3
meses de la lactancia 1a concentracién de zinc es de 1.6 mg/L y disminuye con
el tiempo postparto (0.5 mg/L a los 12 meses). 54.5!

La leche materna como Unico alimento no cubre la demanda de zinc, a este
respecto se reportan, en EUA y Francia incrementos en la velocidad de
crecimiento en ninos de 6 y 24 meses, que fuercn suplementados con Zn (5.8
mg/L). Se ha estimado que los alimentos complementarios proporcionan un 84-
89% de Zn requerido en infantes de 6 a 24 meses, que se encuentran en un
periodo de transicion de la alimentacion con leche a alimentos sélidos. 25°

Fue asi que la Academia Americana de Pediatria hizo en 1976
recomendaciones acerca de la cantidad de oligoelementos que deberian
contener las formulas lacteas (3.7 y 12 mg/L), considerando en esta sugerencia
la biodisponibilidad de los minerales. 5%

2.2.3 Durante la gestacion

Varios estudios informan que durante la etapa perinatal la concentracién
plasmatica de zinc disminuye a medida que progresa el embarazo. A pesar de
la dificultad para identificar la deficiencia de zinc en la mujer gestante, algunos
investigadores se han dado a la tarea de estudiar si la deficiencia de este
nutrimento se asocia a alguna patologia en problemas con el embarazo, o en
los neonatos. 525

La deficiencia moderada de 2inc en roedores, durante la gestacion, puede
resultar en un retardo en el crecimiento intrauterino y alteraciones en el tiempo
gestacional, aunque hay estudios que informan acerca de malformaciones en
las crias '654. Algunos datos sugieren que la deficiencia de Zn en los humanos
trae consigo consecuencias similares, aunque los resultados son
inconsistentes.
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La cantidad de zinc absorbido que se requiere para reemplazar la pérdida de
Zn enddégeno, - se estima en un 2.5 mg Zn/dia, esta cantidad se incrementa a
3.2 mg Zn/dia - al final de embarazo, esto es, para apoyar la ganancia de tejido
materno, del fluido amnidtico y el crecimiento fetal 5%

El zinc es un nutriente esencial para el crecimiento, el feto requiere del 60% dei
elemento . ingerido durante el tercer trimestre del embarazo, cuando el peso
fetal se incrementa al maximo (aproximadamente 2800 g- 3100g).

2.3 El zinc y el sistema inmunolégico

EL zinc juega un papel Unico y central en el sistema inmune, diversos estudios
demuestran que la deficiencia de Zn incrementa la susceptibilidad a una
variedad de patdgenos, “547+4®

Durante varias décadas se ha estudiado el mecanismo inmunoldgico con el
cual el Zn modula la susceptibilidad a infecciones. Esta claro que el Zn afecta
aspectos multiples del sistema inmune, desde las barreras de la piel hasta la
regulacién genética de los linfocitos.*®

El Zn es crucial para el desarrollo y funcionamiento de las células mediadoras
de la inmunidad no especifica como son neutrdfilos y células NK. La deficiencia
de zinc afecta también el desarrollo de la inmunidad adquirida por influir tanto
en la diferenciacion como en ciertas funcicnes de los linfocitos T, produccion de
citocinas Th1 y linfocitos B.12-35.2°

£l macrofago que es un célula primordial de muchas funciones inmunoldgicas,
se ve afectada al disminuir su capacidad de fagocitosis, la muerte intracelular y
la produccion de citocinas®. La deficiencia de Zn reduce la actividad de la
timulina, la produccidn y la actividad bioldgica de multiples citocinas como son:
IL-2,1L-3,IL-4,IL-6, IL-12, IFN-a, IFN-y y TNF-a. La def’cnencna de zinc puede
producir un desequilibrio entre células Th1 y células Th2.

Al existir status adecuados de zinc , estos contribuyen a la preservacién de la
relacion CD4:CDg, que es crucial es personas g g presentan infeccion por VIH
y estan en el periodo de transicion hacia SIDA.

2.3.1 Efecto del zinc sobre las barreras y la inmunidad natural

Los mecanismos innatos incluyen barreras mecanicas, tales como la piel, y
componentes celulares ( neutrdfilos y células NK). La influencia del Zn en
barreras inmunes ha recibido poca atencion aunque las caracteristicas de la
deficiencia de zinc incluyen lesiones en la piel, lesiones gastrointestinales y
alteraciones en las funciones pulmonares.
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a) Células NK

Los estudios en humanos y animales describen un decremento en {a actividad
de las células NK en estados de deficiencia del zinc. El elemento también
influye sobre la expresion de la molécula CD16 e

La exposicidn a Zn endégeno estimula la produccion de IFN-y de las células NK
de sangre periférica. Aunque la exposicion a altas concentraciones del
elemento in vitro inhibe su actividad citotdxica.*®

b) Neutrofilos

La funcién de los leucocitos polimorfonucleares se ve alterada en animales y
pacientes con acrodermatitis enteropatica y otros tipos de deficiencia de zinc.
En muchos casos, los numeros absolutos de PMN no se ve afectado, pero su
actividad quimiotactica se encuentra darfiada, este dafio puede revertirse al
adicionar Zn in vitro. Los efectos sobre la deficiencia de zinc sobre las
funciones microbicidas como 1a produccién de radicales de oxigeno,
extravasacién y fagocitosis, no han sido evaluados en su totalidad.*®

2.3.2 Efectos de zinc sobre la inmunidad especifica o adquirida

Las investigaciones realizadas por Fraker et a/ ,en animales adultos sometidos

a una dieta deficiente de zinc por dos semanas se encuentra una reduccidon en
el numero de linfocitos T y B , tanto en sangre periférica como en tejido del
bazo, reduciéndose en un 50%, 43 58

Los estudios realizados por Beach et al/, demuestran que la deficiencia de Zn
en ratones se asocia con respuestas inmunes dafadas, particularmente
aquellas mediadas por linfocitos T y esto influye durante el curso de
infecciones, neoplasias y enfermedades autoinmunes. Se ha observado un
comportamiento similar en humanos, sin embargo el papel del Zn en la
ontogenia de la inmunidad es poco conocido.®7®

Algunos datos basados en ensayos que miden la produccion de anticuerpos in
vitro (PFC) sugieren que el efecto. primario de la deficiencia de Zn es la
delecion de los linfocitos, sin pérdida de la funcionalidad en las células
sobrevivientes. 142

a) Linfocitos T

Estudios en animales con deficiencia de Zn muestran una reduccion sustancial
en el tamafio del timo, argano principal para el desarrollo de linfocitos T. En
ratones se observa que a las dos semanas de nacidos hay una involucion
timica, después de cuatro semanas el timo tiene solamente el 25% del tamahio
original, y a las seis semanas se encuentra una pequeiia cantidad de
linfocitos.*®
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En los estudios en animales deficientes de Zn, se encontré wun disminucion
progresiva de linfocitos T en bazo, nddulos linfaticos y sangre periférica. En los
nifios con deficiencia de Zn y acrodermatitis enteropatica o con nutricion
parenteral se han encontrado datos de la disminucidon de linfocitos T
particularmente en la sangre y tejidos linfoides periféricos. Se ve una
disminucién en la proporcion de células CD4":CD8°. Recientes estudios en
humanos, muestran que el porcentaje de linfocitos T CD8*CD73°*, precursores
de los linfocitos T citotdxicos, se encuentran disminuidos al existir una
deficiencia de Zn. *®

Los estudios in vitro reportan que el Zn es requerido para la proliferacion de
linfocitos T en respuesta a IL-1, PHA, concanavalina A e IL-2. También se ha
informado que el zinc incrementa la transcripcion y expresion de la molécula
ICAM-1, en la superficie de células linfoides, pero no en fibroblastos. *®

b) Timulina

Es un nonapéptido, secretado por las células epiteliales timicas. La timulina se
une a los receptores de alta afinidad de linfocitos T y promueve su maduracion,
su citotoxicidad y la produccién de IL-2. El zinc se une a la timulina a traveés de
una asparagina y dos serinas. La actividad de la timulina depende de la
concentracidon de zinc plasmatico.*®

c) Linfocitos B

En la médula ésea, la deficiencia de Zn afecta el desarrollo de los linfocitos B,
en un experimento realizado por Fraker et al/, cuando se alimentaron ratones
con una dieta deficiente en zinc durante 30 dias se redujeron los linfocitos B y
sus precursores un 75%. La pérdida fue predominante en linfocitos pre-B y
linfocitos B inmaduros, los cudles declinaron alrededor de un 59% 25%
respectivamente, mientras los linfocitos B maduros se afectaron menos. 14%

E! zinc in vitro, es un activador policlonal de linfocitos B humanos en sangre
periférica, bazo y ganglios linfaticos. Sin embargo, estos efectos pueden ser
secundarios a la activacion de linfocitos T cooperadores.’%°

d) Monocitos y macrofagos

Se han observado efectos sobre la funcion de los monocitos y macréfagos
durante la deficiencia de zinc. Hambidge informa que en humanos con
acrodermatitis enteropatica, la respuesta quimiotactica de los monocitos se
encuentra suprimida y se restaura al administrar Zn in vitro. Los monocitos de
ratones deficientes en el elemento tienen dafada la capacidad de fagocitar
parasitos intracelulares, 1o cual también se corrige al adicionar Zn. Sin
embargo, algunos estudios reportan que la capacidad fagocitica y citotdxica se
encuentra incrementada.®
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Existen pocos datos que demuestran la intervencién del zinc sobre los
macréfagos para favorecer la produccion de radicales de oxigeno que terminen
con parasitos intracelulares. Chavdil et al reporta que a altas concentraciones
de Zn in vitro se inhibe la activacion del macréfago, su movilidad, la fagocitosis
y el consumo de oxigeno.®®

Lastra et al informan que la administracion oral de zinc a ratones BALB/c tanto
en el periodo de gestacion como la lactancia produjo un incremento significativo
en el metabolismo de los macréfagos peritoneales y en la fagocitosis, también
se observo el aumento en la produccion de TNF alfa por macréfagos
peritoneales.?

e) Citocinas

Las citocinas son mensajeros claves de las células inmunoldgicas y regulan
multiples actividades det sistema inmune. Esto se lleva a cabo a través de
receptores correspondientes a las células blanco.

La produccidn y actividad biologica de multiples citocinas (IL-1,1L-2,1L-3,1L-4,IL-
5, IFN-a, IFN-y, TNF-a) que influyen en el desarrollo y funcionamiento de
linfocitos T, linfocitos B, macrofagos, células NK , se ven afectadas al existir
una deficiencia de zn 2728293031 " gyisten informes de que algunas citocinas,

tales como: IL-1, IL-2, IL-4 e IFN-y se ven disminuidas al existir una deficiencia
de Zinc.n.38,45,50,5|

En algunos estudios se ha encontrado la disminucion del receptor para IL-2, la
IL-3 tiene un sitio de unidén para el zinc que es importante para su actividad y
con el IFN-y participa en la dimerizacidn de la citocina o cual también es
importante para su funcion.

Las células T cooperadoras se pueden clasificar como Th1 o Th2 , de acuerdo
a sus funciones, inmunidad mediada por células (Th1) e inmunidad mediada
por anticuerpos (Th2). Estas poblaciones estan bien caracterizadas
considerando como productos de células Th1 a IL-2, {FN-y y TNF-a y como
productos de células Th2 a iL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13. En relacién a los
neonatos se ha encontrado una respuesta inmune deficiente, tal vez al

3redc;mil;i,o de la respuesta Th2 siendo mas susceptibles a infecciones.
,35,38,48,!

2.4 El zinc en la gestacion

El periodo de gestacion trae consigo una serie de ajustes fisioldégicos que
afectan el metabolismo de los nutrimentos, estos ajustes varian de una mujer a
otra, son complejos y cambian conforme va evolucionando la gestacion. El

cuerpo lUteo y la placenta secretan hormonas que influyen sobre el
metabolismo. '7'?

Durante las décadas pasadas, muchos investigoadores evaluaron la relacidn
entre la nutricion de zinc materno y la gestacion 55!
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Algunas hormonas involucradas en la reproduccion y desarrollo son sensibles a
los status de zinc, la deficiencia de Zn puede afectar muchas etapas de la
gestacion y el crecimiento del recién nacido. Existen estudios que informan de
malformaciones esaug}letncas abortos espontaneos, complicaciones durante el

parto, etcétera. ®

El primer descubrimiento de la deficiencia de zinc en humanos fue en los afios
sesentas, y los sintomas incluian un retardo en el crecimiento, hipogonadismo,
anemia, hepatoesplenomegalia y geofagia. En varias especies animales , se
establece que la deficiencia de zinc fetal puede incrementar la incidencia de
malformaciones en el sistema nervioso central.!

r Deficiencia de zinc_matemo j

Errores en tiempo v secuencia
del parto.

- Ruptura de la placenta.

- Ruptura prematura de las
membranas.

- Labor interrumpida

Errores en la eficiencia del parto

- Dilatacion cervical retardada.

- Contracciones uterinas
ineficientes.

- Prolongacion de la 1er. etapa de
fabor de parto.

- Prolongar |a 2% etapa de labor de
parto.

Crecimiento y
desarrolio fetal

d

Dolor fetal

J

- Induccién

(cesarea).

f Uso de servicios de obstetricia

- Asistencia durante el parto

Salud matema pobre
- Laceraciones maternas.
- Hemorragias post-parto.
- Infecciones post-parto.

}

Salud_neonatal pobre
- Bajo peso al nacimiento.
- Madurez reducida.

- Parto no terminal.
- Asfixia,
- Sepsis neonatal.

Figura 2. Consecuencias de la deficiencia de zinc materno'®
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Varios estudios informan que durante la etapa prenatal la concentracion
plasmatica del zinc se distribuye a medida que progresa el embarazo con una
disminucidén de la concentracion del elemento, la explicaciédn mas plausible a
este decremento es la hemodilucion que por la expansién del plasma, ocurre
en estas mujeres, 1919:20.41.58

La deficiencia severa de zinc materno se ha asociado con aborto espontaneo y
malformaciones congénitas, mientras que las formas mas moderadas de
deficiencia de zinc han sido asociadas con bajo peso al nacimiento (LBW),
retraso del crecimiento intrauterino y parto prematuro. Se ha relacionado
también con complicaciones de la labor de parto , la ruptura prematura de
membranas (PROM), y la necesidad de recurrir a algun procedimiento
quirargico . ®1918.22.51

Con base al peso total de los tejidos ganado durante el embarazo, se requiere
que a la madre se le administre una concentracidén de zinc aproximadamente
de 100 mg. Estimandose que un 57% del zinc se deposita en el feto y otro 24%
se encuentra en el musculo uterino. La necesidad adicional de zinc durante el
embarazo puede deberse a un incremento en el consumo de zinc o por ajustes
en la homeostasis. Los ajustes homeostaticos pueden ser Iag)nncupal causa por
la que se puede encontrar una cantidad adicional de zinc.

Los estudios en animales sugieren que los cambios en la absorcidn de zinc
intestinal puede deberse a los ajustes homeostaticos primarios en el
metabolismo del zinc durante la gestacidn. Otro mecanismo potencial para
regular el metabolismo del zinc incluye la disminucidn de la excrecion
endégena gastrointestinal, la conservacidon renal y la liberacion del zinc del
tejido materno. La concentracién de zinc en orina se ve incrementado durante
la gestacidon, aunque este disminuye durante la lactancia. Las demandas de
zinc necesarias para un desarrollo fetal, pueden ser compensadas por la
liberacién de este micronutrimento proveniente del tejido materno. 182149

Rapido
intercambio
de Zn tisular

Lento
intercambio
de Zn tisular

? 0.3 mg/dia
—_—»

T 0.7 mgldla/

30%
Diets ——» [ intesing ] —— Heces

Figura 3. Modelo del metabolismo del zinc durante la gestacion '

Orina
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Se muestra en la figura 3 que la absorcion del zinc se incrementa
aproximadamente en un 30% durante la gestacion. De 1 mg/dia que se
consume, 0.7 mg de zinc absorbido es transferido al feto. La excrecion urinaria
de zinc se incrementa.

En un estudio realizado en 1995 Goldenberg et al , encontraron un incremento
en el peso al nacer y en la circunferencia cefdlica en los nifios en mujeres de
origen africano en EUA que recibieron 25 mg de Zn al dia. 1

2.4 Efectos de la suplementacién con zinc

El zinc ha sido considerado como un micronutrimento no toxico, siempre en
dosis adecuadas, la suplementacuon con zinc debe realizarse empleando la
cantidad minima efectiva de Zn.

Las investigaciones realizadas por Sazawal y Penny en Bangladesh, la India,
Indonesia, Pakistan y Perd han examinado los efectos terapéuticos del zinc
sobre las diarreas agudas y persistentes, demostrando que la suplementacion
con Zn reduce los episodios diarreicos. Black sugiere que ta suplementacidn
con zinc puede prevenir infecciones respiratorias agudas y neumonia.

Se ha discutido el uso de suplementos de zinc en mujeres gestantes. Jameson
y por su parte Swanson y King han informado que las concentraciones de zinc
en las mujeres puede relacionarse con el peso de los bebés e indirectamente
con la posibilidad de partos prematuros. %°

En un estudio realizado por Rosado et a/, en nifos en edad preescolar de una
poblacion rural en México, observaron que la suplementacién con zinc en un
periodo de doce meses, disminuye de manera significativa 1a morbilidad
causada por enfermedades gastrointestinales.*'+42

Varios estudios previos realizados en el Laboratorio de Investigacion en
Inmunologia de la Facultad de Quimica, indican que la suplementacion con zinc
durante las etapas perinatales favorecen el incremento de algunas funciones
inmunoldgicas. La administracion oral de zinc a ratones BALB/c durante la
gestacion y lactancia produjo un incremento significativo en el metabolismo de
los macréfagos peritoneales y en la fagocitosis; respecto a los linfocitos B se
observo un incrementd en la sintesis de IgM. En los linfocitos T se observo que
el Zn tiene un efecto mitogénico. Se pudo observar una respuesta proliferativa
maxima a concentraciones de 0.1mM de zinc y a dosis mayores resulta toxico
para las células. 27.28.28.30.31
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3. Hipdtesis del estudio

La suplementaciéon con zinc en ratones durante la gestacion, incrementara la

concentracién de zinc embrionario y 1a actividad fagocitica de los macrofagos
peritoneales.
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4. Objetivos

Objetivo general

Evaluar los efectos de la suplementacidn con zinc en ratones BALB/c en
etapas perinatales

Objetivos particulares

Determinar la concentracion de zinc embrionario a los 7, 14 y 21 dias de

gestacién, en la progenie de ratones suplementados en forma oral con
una concentracion de 500 mg/L de Zn.

Evaluar el efecto de la suplementacién oral con Zn sobre el indice
reproductivo.

Estandarizar ia técnica de eritrofagocitosis en hembras gestantes.

Evaluar el efecto de la suplementacion oral con zinc sobre el indice
fagocitico, en las diferentes etapas de gestacion.
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5. Material y métodos
5.1 Animales
Progenitores

Se utilizaron ratones de la cepa BALB/c, hembras y machos de 22g
(aproximadamente 6 semanas de edad) los cuales se alojaron por parejas en
cajas de plastico con cubiertas de acero inoxidable y fondo con aserrin. Las
botellas de agua tuvieron tapones de polietileno y tubos bebederos de acero
inoxidable. Los animales se alimentaron ad /ibitum con alimento comercial Lab
diet 5015 (PMI Foods Inc, St Louis MO, USA), con una concentracion de 74 ng/g
de alimento (74 ppm)

5.2 Administracién del Zn

Con el proposito de estudiar los efectos de la suplementacién con zinc a los
7,14 y 21 dias de gestacién, los animales recibieron ad libitium agua de beber
con 500 mg/lL de acetato de zinc (Mallinckrodt, Kentucky, USA) y se dividieron en
dos grupos experimentales, Tabla IH.

El suplemento de zinc se les administrd a los progenitores desde el dia de la
cruza y durante los 21 dias que corresponden al periodo de gestacion del
modelo experimental.

5.3 Grupos de tratamiento

Los animales del grupo testigo no recibieron Zn en el agua de bebida durante
el periodo de gestacion. El grupo | recibid las dosis de zinc durante los 7,14 y
21 dias de gestacion. Los controles respectivos se mantuvieron en las mismas
condiciones pero sin recibir Zn ,los controles son hembras no gestantes y
machos sin cruzar. :

CONCENTRACION DE ZINC (ppm)
PERIODO DE GESTACION
GRUPO 7 dias 14 dias 21 dias
testigo, Zn- o [o] [s]
Control [e] [s] [¢]
Grupo |, Zn+ 500 500 500
Control [o] [¢] [o]
Tabla Ill. Grupos de tratamiento con zinc. E! grupo testigo no recibid Zn

durante el periodo de gestacion. El grupo | recibié dosis de 500 mg/L de Zn.
Los controles correspondientes no recibieron zing, ni se cruzaron.
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5.4 Métodos

5.4.1 Evaluacién de 1a concentracién de zinc embrionario

Con el objetivo de evaluar los efectos de la suplementacidn oral con zinc sobre
el tejido embrionario y suero, se empleo la técnica de absorcion atomica.

5.4.1.1 Obtencién de embriones

Después de la anestesia, |1a hembra se sujeta en una tabla de diseccion y se
abre toda la cavidad peritoneal, se localiza el Utero y se procede a la obtencion
de los embriones, una vez que el embrién o feto estan libres del saco vitelino y
placenta, estos se pesan (balanza analitica Ohaus, Switzerland). (ver ANEXO 1)

5.4.1.1.1 Digestiéon embrionaria

Se mantuvo el hormo a temperatura constante de 100°C por 24 horas
(Thermolyne Corporation Dubuque,lowa USA). Las muestras se depositan en los
vasos de 10 mL a peso constante (Pyrex. México). Se dejaron las muestras a
100°C por 24 horas, se pesaron y se registro como peso del embridn seco
(balanza analitica Ohaus, Switzerland).

A cada vaso en agitacion constante (parrilla con agitador Corning Stirrer/Hotplate) ,
se le adiciond 1 mL de &cido nitrico (JT Baker, México) y 2 mL de peroxido de
hidrégeno (E Merck, Darmstadt Germany), se aforo a un volumen de 6 mL con
agua desionizada , se dejo a temperatura ambiente por un dia y se filtro (Papel
fitro Whatman, England). Las muestras se analizaron en el Laboratorio de
Absorcién Atdmica del Departamento de Quimica Analitica de Posgrado de la
Facultad de Quimica, UNAM. (ver ANEXO |)

5.4.1.2 Obtencion de los sueros

Se obtuvo la muestra de sangre de los animales de experimentacién por
puncidn del seno retroorbital, esta se colectd en tubos para microcentrifuga
(Costar, Cambridge MA, USA). El suero se obtiene después de la centrifugacion a
1000 G durante 10 min (centrifuga SOLT-BAT, México).

5.4.2 Evaluacion del indice fagocitico durante la etapa de gestacion

Se evalud la capacidad fagocitica de ios macrofagos peritoneales mediante la
técnica de eritrofagocitosis en las hembras de las etapas de gestacion. (ver
ANEXO 1)

5.4.2.1 Obtencion de los macrofagos

En condiciones de esterilidad se extrajeron los macréfagos del peritoneo



después de inyectar 5 mL de medio RPMI 1640 (Gibco Laboratories, NY USA) y
masaje del area peritoneal por 5 minutos.

La suspension celular se lavd dos veces por centrifugacion a 250 G, 4°C
durante 10 minutos. Se contd el nidmero de macrofagos verificando una
viabilidad mayor al 95% por exclusién con el colorante azul tripano (Flow
Laboratories Inc, McLean VA USA) y se ajusto la concentracion de la suspension
en 10%células/mL en medio RPMI 16840 suplementado.

El medio RPMI 1640 suplementado contenia en la concentracion final lo
siguiente: suero fetal bovino al 10% (Sigma Chem Co, St Louis Mo USA), L-
glutamina 2 mM (Hyclone Laboratories Inc, USA), aminoacidos no esenciales al
0.5% (Gibco Laboratories, NY USA), piruvato de sodio al 0.5%(Gibco Laboratories,
NY USA) y penicilina/estreptomicina 200 U/L. y 100 pg/mb (Hyclone Laboratories
Inc, USA) respectivamente.

5.4.2.1.1 Técnica de eritrofagocitosis

Se utilizaron placas de poliestireno con tiras de 8 pozos (Costar ,Cambridge MA,
USA). Por cada animal de experimentacion se ocuparon 6 pozos , colocando en
cada pozo 100uL de la suspension que contiene 10° células. Las placas se
incubaron por 24 horas a 37°C en presencia de 5% de CO2. Se lavaron las
placas 2 6 3 veces con amortiguador salino de fosfatos (PBS) pH 7.2. A cada
placa se le colocd 50ulL de medio RPMI suplementado.

Se preparo una suspensidon de eritrocitos de carnero al 1% sin opsonizar y otra
suspension de eritrocitos de carmero opsonizados al 1% en de PBS. Estos
ultimos se prepararon haciendo reaccionar los eritrocitos de carnero con la
hemolisina , en una concentracion subaglutinante (1:64), por incubacion en
bafo maria a 37°C durante 10 minutos, ajustando la suspension al 1%, (Ver
ANEXO Il)

Se le anadid a 2 pozos 30uL de PBS , a otros 2 pozos 30 uL de suspension de
eritrocitos de carnero sin opsonizar y por Gitimo a 2 pozos 30 ulL de suspension
de eritrocitos de carnero opsonizados, a !a placa gque contenia las células
adheridas en 50ul. de medio RPMI 1640. Se incubd la placa a 37°C por 90 min
en presencia de 5 % de CO3, se le dio un choque hipoténico con una solucién
de PBS/H20 (3:7), y se lavéo 2 veces con PBS. Se agregaron 100 ulL de una
solucion SDS (Sigma Chem, USA) al 0.3% en PBS, y se agitd la placa durante
10 min.

Se preparo el sustrato que contenia 2 mg de DAB (Sigma Chem, St Louis, USA),
20 pl de perdxido de hidrogeno al 33% ( E Merck, Darmstadt, Germany), en 5 mL
de PBS. A cada pozo se le agregd 150 uL del sustrato, la reaccion colorimétrica
se produce por la capacidad de la pseudoperoxidasa de ia hemoglobina al
actuar sobre H202, en presencia de DAB. L.as placas se dejaron en la oscuridad
por 45 minutos, posteriormente se midid la absorbancia en el lector de
microplacas (BECKMAN, Biomek 1000) a una longitud de onda de 480 nm con
filtro de referencia de 660 nm.
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6. Resultados

6.1 Efectos de la suplementacion oral con zinc sobre el peso de los
progenitores.

Con el objeto de evaluar los efectos de la suplementacién oral con zinc sobre el
peso de los progenitores fue necesario pesarlos durante los 7,14 y 21 dias
correspondientes a la gestacion

1) Peso de los progenitores hembras

La figura 4 muestra el peso de las hembras a las 7, 14 y 21 dias de gestacion,
tanto para el grupo testigo como para el grupo |.

En aquellos animales que fueron suplementados con 500 mg/L de zinc (grupo |,
Zn+) hay un aumento en peso con respecto de aquellos que no recibieron el
suplemento en forma oral (grupo testigo,Zn-), y con respecto a sus controles.
En la figura 4 también puede observarse que al ir transcurriendo la etapa de
gestacion las hembras incrementan su masa corporal.

Peso de las hembras (g)
Dias de gestacion
Grupos de Tratamiento od 7d 14d 21d
Control (hembra no gestante)} 22.00|22.10|24.20|27.40
Grupo testigo, Zn- 22.14123.6026.20(31.00
Grupo 1, Zn+ 22.09|25.80|30.10]38.20

Tabla IV. Peso de las hembras durante los diferentes dias de gestacién
2) Peso de los progenitores machos

La figura 5 muestra el peso de los machos correspondientes a los 7, 14 y 21
dias de gestacion, del grupo testigo y grupo |. Los animales que fueron
suplementados con zinc (grupo |,Zn+) muestran un aumento en peso con
respecto de aquellos que no fueron suplementados (grupo testigo,Zn-) y con
respecto a sus controles.

Peso de los machos (q)
Dias de gestacion
Grupos de Tratamiento od 7d 14d 21d
Control { animal sin cruzar) {23.20425.18 [26.20{27.05
Grupo_testigo, Zn- 22.90]26.10127.20]28.00
Grupo 1.Zn+ 23.50|27.50]28.00{30.10

Tabla V. Peso de los machos a los diferentes dias de gestacion
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les administro el elemento en forma oral ( grupo testigo,Zn-) y sus controles.
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Figura §. Peso de los progenitores machos. El peso de los machos que
fueron suplementados con Zn (grupo |,Zn+) aumentd con respecto a sus
controles y al grupo de animales que no fueron suplementados.
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6.2 Efecto de la suplementacion con zinc sobre el indice reproductivo

Para evaluar el efecto del Zn sobre el indice reproductivo en la gestacion, es
necesario registrar el nimero de embriones correspondientes a ambos grupos
( grupo testigo y grupo 1).

En la figura 6 se puede observar como incrementa el nimero de embriones en

los animales que fueron suplementados con Zn con respecto de aquellos que
no lo fueron .

La tabla VI muestra el numero de embriones obtenidos en hembras
suplementadas y los animales que no recibieron el suplemento.

Numero de embriones

Grupos de tratamiento
Dias de gestacién Grupo _testigo,Zn- Grupo_1,Zn+

7 dias 8 11
14 dias 9 <]
21 dias 6 10

Tabla Vi. Neimero de embriones a los diferentes de dias de gestacion

a) Porcentaje de embriones viables y no viables

Con el objetivo de conocer el porcentaje de viabilidad embrionaria, fue
necesario relacionar el numero total de embriones obtenidos con respecto de
aquellos embriones que fueron viables. En las figuras 7 y 8 se pueden observar
los porcentajes de embriones viables y no viables, respectivamente.

La tabla Vil muestra el porcentaje de embriones viables obtenidos alos 7, 14 y
21 dias de gestacion.

Porcentaje de embriones viables
Grupos de tratamiento
Dias de gestaciéon Grupo _testigo,Zn- Grupo |,Zn+
7 dias 92.17 % 100.00 %
14 dias 92.36 % 97.78 %
21 dias 79.32 % 94.00 %

Tabla VIl. Porcentaje de embriones viables a los 7,14 y 21 dias de
gestacion
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La tabla VIl muestra el porcentaje de embriones no viables obtenidos a los 7,
14 y 21 dias del periodo de gestacion.

Porcentaje de embriones no _viables
Grupos de tratamiento
Dias de gestacion Grupo _testigo,Zn- Grupo 1,Zn+
7 dias 7.820 % 0.000 %
14 dias 7.636 % 2.222 %
21 dias 20.680 % 6.000 %

Tabla VIIl. Porcentaje de embriones no viables a los 7, 14 y 21 dias de
gestacion

a) Peso de cada embridn alos 7, 14 y 21 dias del periodo de gestacion

Una vez que se obtuvieron los embriones fue necesario pesar cada embrién
correspondiente a los 7, 14 y 21 dias de edad, con el fin de evaluar la influencia
de zinc en el incremento de tejido embrionario.

En la figura 8 se observa un aumento en el peso del tejido embrionario a los 7,
14 dias y 21 dias de gestacidn en los animales, cuyas madres fueron
suplementadas con Zn.

Peso del tejido embrionario (mg)
Grupos de Dias de gestacion
Tratamiento 7dias 14 dias 21 dias
Grupo_testigo,Zn- 92.118 743.368 7871.712
Grupo 1L.Zn+ 202.580 870.780 8564.522

Tabla IX. Peso del tejido embrionario a los 7, 14 y 21 dias del periodo de
gestacion
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Figura 6. Efecto del zinc en el indice reproductivo. El numero de embriones
se incrementa en aquellas hembras que fueron suplementados con Zn ( grupo
1,Zn+), con respecto a las que no fueron suplementadas en forma oral con el
elemento (grupo testigo,Zn-). (p<0.05)

24




120% +
3

Q

§ 100% A
S

%3

2 80%
=

=

=

E 60% +
@

-]

-

2 40% 4
5

[~

@

g 20% 4
[+

0% v

14d
Dias de gestacion

21d
O Grupo testigo, Zn-
EYGrupo |, Zn+

Figura 7. Porcentaje de embriones viables a los 7, 14 y 21 dias de
gestacion. El porcentaje de embriones viables se ve incrementado cuando las
madres fueron suplementadas con 500 mg/L de zinc con respecto a aquellas

que no recibieron este elemento.(p< 0.05)

25



T

25% +
"]
]
=
-]
S 20% <
(=]
=
[
E 15% 4
5 o
=
=]
[
& 10% 4
=
2,
=
€ 5% 4
2
=]
-9

0%

7d

144

——

Dias de gestacion

21d
O Grupo testigo, Zn-
B Grupo |, Zn+

Figura 8. Porcentaje de embriones no_viables a los 7, 14 y 21 dias de
gestacién. E! porcentaje de embriones no vnab[es aumentd en e! grupo que no
fue suplementado con zinc con respecto al grupo que si recibid el elemento en

el agua de bebida.

TESIS COW

FALLA DE ORIGEN

26



10900 =
9900
8900 <
7900 A
6900
5900
4900 -
3900 4
2900 o
1900

900
-100

Peso de tejido embrionario (mg)

7d 14d 21d
Dias de gestacion O Grupo testigo, Zn-
B Grupo |, Zn+

Figura 9. Peso del tejido embrionario a los 7, 14 y 21 dias del periodo de
gestacion. El peso del tejido embrionario aumenta con el tiempo, sin embargo
en la dltima etapa los pesos son similares. Existe un incremento en el peso del
embridn cuando las madres fueron suplementadas con 500 mg/L de zinc,
respecto a los embriones de madres que no recibieron este elemento. {(p< 0.05)
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6.3 Concentracion de zinc en el tejido embrionario

Con el objetivo de conocer la concentracion de zinc en el tejido embrionario, se
realizo la digestion embrionaria y determinar la concentracidon de Zn en ppm
(partes por milldn) por la técnica de absorcion atdmica. También fue de utilidad
conocer la concentracién de zinc en el Utero y la placenta.

Se obtuvo la concentracion de Zn en ng/g de tejido embrionario al conocer el
peso seco de cada embrién, esto es, la cantidad de Zn en ppm encontrada por
absorcion atémica se multiplica por el volumen final y se divide entre el peso
seco de cada embridn.

a) Obtener los embriones correspondientes a los diferentes dias de gestaciéon

El procedimiento para extraer los embriones correspondientes a los 7, 14 y 21
dias de gestaciéon, implica algunas dificultades técnicas de manipulacion. Las
figuras 10,11 y 12 muestran los embriones obtenidos durante e! desarrollo
experimental de 7, 14 y 21 dias respectivamente.

b) Concentracién de Zn en el tejido embrionario

La figura 13 muestra que la concentracién de zinc embrionario en ug/g es
mayor en el grupo de animales que recibieron la suplementacion de Zn en
forma oral, a diferencia de los animales que no recibieron el supiemento. Es
mayor la concentracidn de Zn a los 7 dias, este comportamiento se aprecia en
animales que no fueron suplementados y en aquellos que si o fueron.

Zn g/ g de tejido embrionario
Grupos de tratamiento

Dias de gestacion _jGrupo testigo,Zn-{ Grupo t, Zn +
7 dias 442.270 1183.08
14 dias 163.356 186.753
21 dias 92.053 99.108

Tabla X. Concentracién de zinc en microgramos por gramo de tejido
embrionario a los 7, 14 y 21 dias de gestacion
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c) Concentracion de zinc en el Utero

La figura 14 muestra la cantidad de Zn obtenida en el utero a los 21 dias de
hembras no gestantes (controles) tanto para el grupo testigo y |.

La tabla XI| muestra la concentracion de zinc en ug/g de tejido uterino a los 21
dias en hembras testigo.

Zn ngl/ g de tejido uterino
Grupos de tratamiento

Organoc Grupo testigo,Zn- [ Grupo 1, Zn+
Utero 65993 | 90363

Tabla XI. Concentracién de zinc en el utero de 21 dias

d) Concentracion de zinc en la placenta

La figura 15 muestra la cantidad de zinc obtenida en la placenta de 21 dias
tanto para el grupo testigo y I.

La tabla XII muestra ta concentracidon de zinc en ng/g de tejido placentario de
21 dias de gestacion.

Zn ng/ g de placenta
Grupos de tratamiento
Organo Grupo testigo, Zn- [Grupo |, Zn+
Placenta 77.603 123.561

Tabla XIl. Concentracién de zinc en la placenta de 21 dias
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Figura 10. Fotografia correspondiente al embrién de 7 dias de gestacion.
Puede observarse el cono ectoplacental y el huevo cilindrico a través del
microscopio, el embribn ain no se encuentra bien definido, esto puede
provocar que se confunda con el tejido del Utero.
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Figura 11. Fotografia correspondiente al embrion de 14 dias de gestacion.
En el embridn de 14 dias puede observarse o que en un futuro seran las
extremidades superiores e inferiores y se encuentran definidos los rasgos de la
cara.
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Figura 12. Fotografia correspondiente al feto de 21 dias de gestacion. A
los 21 dias los érganos y tejidos del feto ya se encuentran completamente
definidos, también puede observarse como se encuentra unido el feto a la
placenta por medio del corddn umbilical.
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Figura 13. Concentracién de zinc en microgramos por gramo de tejido
embrionario. La grafica muestra las concentraciones de Zn en el tejido
embrionario a los 7, 14 y 21 dias del periodo de gestacién. Encontrando un
incremento de zinc en el tejido de los embriones cuyas madres fueron
suplementadas con 500 mg/L de Zn (grupo |, Zn+), a diferencia de aquellas que
no fueron suplementadas (grupo testigo, Zn-). (p< 0.05)
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que se les administré Zn en el agua de bebida (controles,grupo 1), que en
aquellas que no fueron suplementadas (controles, grupo testigo).
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Figura 15. Concentracion de zinc en microgramos por gramo de tejido
placentario de 21 dias de gestacion. La concentracion de Zn es mayor en el
grupo de hembras que se les administrd Zn en el agua de bebida (controles,
grupo 1), que en aquellas que no fueron suplementadas (controles, grupo
testigo).
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6.4 Efecto de la suplementacién con zinc in vivo sobre el indice
fagocitico durante la etapa de gestacion.

Con efecto de conocer la capacidad fagocitica de los macréfagos peritoneales
durante la etapa de gestacidn se obtuvieron los macréfagos peritoneales de l1os
progenitores, tanto hembras gestantes y machos.

a) Determinacién de la capacidad fagocitica en los progenitores hembras

Los resultados se expresan como indice fagocitico (IF), el calculd se realizd
mediante la siguiente relacion:

IF= Absorbancia de macréfagos con eritrocitos de carnero opsonizados
Absorbancia de macréfagos con eritrocitos de carnero sin opsonizar

En la figura 16 se muestra la capacidad fagocitica de los macréfagos
peritoneales en hembras gestantes de 7, 14 y 21 dias, en la cual se observa
que el grupo de hembras que fueron suplementadas con Zn muestran un
incrementd de la capacidad fagocitica con respecto de las hembras que no
fueron suplementadas.

Grupos de Indice Fagocitico (IF
Tratamiento Dias de gestacion
7d 14d 21d
Control 7.72 9.54 18.48
Grupo testigo, Zn- 8.22 9.68 23.13
Grupo 1, Zn+ 8.95 9.91 24.21

Tabla XIll. indice fagocitico en progenitores hembras a los 7,14 y 21 dias
de gestacién

b) Determinacion de la capacidad fagocitica en progenitores machos.
En la figura 17 se observa la capacidad fagocitica de los machos que fueron

suplementados con Zn ( grupo |) se ve incrementado con respecto de aquellos
que no lo fueron (grupo testigo).

Grupos de Indice Fagocitico (IF)
Tratamiento Periodo de gestacion
7d 14d 21d
Control 7.99 8.12 8.07
Grupo testigo, Zn- 8.16 8.26 8.62
Grupo |, Zn+ 10.84 10.88 11.01

Tabla X1IV. indice fagocitico en progenitores machos durante 1a gestacién
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Figura 16. indice fagocitico en progenitores hembras a los 7, 14 y 21 dias
de gestacion. Se observa en la grafica que el indice fagocitico es mayor en el
grupo de animales suplementados con 500 mg/L de Zn, con respecto de
aquellos que no recibieron el suplemento y sus controles.
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indice fagocitico en progenitores machos a los diferentes dias

del periodo de gestacion. El indice fagocitico es muy parecido tanto para el
grupo control como para el grupo que no fue suplementado (grupo testigo),

aunque la

capacidad fagocitica esta por debajo de aquellos animales que

fueron suplementados con Zn.
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7. Discusion

Es de gran importancia conocer las concentraciones de zinc en las etapas de
gestacion, porque es un elemento que juega un papel! primordial en la
respuesta inmunoldgica. La deficiencia marginal de zinc esta presente en nifios
y adultos que ingieren en su dieta alimentos con aito contenido de fitatos,
oxalatos y taninos que impiden una adecuada absorcion de este nutrimento
48.47.8355 | os estudios realizados, en humanos, por Tamura y colaboradores
mencionan que cuando existe una deficiencia de zinc hay malformaciones
esqueléticas, abortos espontaneos y complicaciones durante el pano
50.51 También se incrementa la susceptibilidad a una variedad de patdégenos,
esto es porque el zinc afecta aspectos multiples del sistema inmune, desde las
barreras de la piel hasta la regulacidon genética de los linfocitos. Black sugiere
gue la suplementacidn con zinc puede prevenir infecciones respiratorias.
Rosado y colaboradores sugieren de la suplementacion con zinc disminuye los
episodios diarreicos.*?

Es también importante reconocer la influencia de los niveles de zinc, tanto en la
gestacion como en la repercusion en un parametro inmunoldgico como es el IF,
el cual ha sido estudiado previamente en ratones durante las etapas
perinatales en ratones BALB/c.

En nuestro estudio se observd que el indice fagocitico aumentd
significativamente en los animales que recibieron Zn en el agua de bebida,
tanto en hembras como en machos, comparandolos con su control y con el
grupo de animales que no recibieron el suplemento. Beach, Fraker, Salgueiro,
entre otros investigadores, mencionan que el zinc es un elemento esencial en
la respuesta inmune, provocando un incremento notable como en este caso, en
la capacidad fagocitica del macréfago ®81546.47 | o5 resultados anteriores
permiten complementar los estudios realizados previamente por Lastra y
colaboradores en las etapas de gestacién, lactancia y destete.>®

Una de las observaciones que se hicieron en estos experimentos fue el nimero
de embriones, tanto en hembras suplementadas como en aquellas que no
recibieron este elemento. La cantidad de embriones es mayor en las hembras
que fueron suplementadas con Zn. Esto nos hace considerar que el zinc esta
interviniendo en el proceso reproductivo, provocando que exista esta diferencia.

Aunque el mecanismo por el cual intervienen el Zn en la reproduccion aun no
es totalmente claro.
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En lo que respecta al porcentaje de viabilidad embrionaria se observa que el
mayor porcentaje de viabilidad se presentd en el grupo |, Zn+, respecto del
grupo testigo, Zn-. La viabilidad embrionaria habia sido observada
anteriormente en las investigaciones realizadas por Beach donde se muestra
que el numero de crias viables por hembra es significativamente mas bajo en
las hembras deficientes en zinc, al compararias con las hembras testigo.

Los datos obtenidos nos sugieren que el zinc esta interviniendo en el desarrollo
del embrién, es decir, favorece un optimo desarrollo fetal. EIl ndmero de
embriones contabilizados son embriones viables, dnicamente.

El peso del tejido embrionario en las diferentes etapas de la gestacion, va en
aumento a medida que avanza el tiempo, sin embargo al final, 10s pesos son
similares; aungque cabe sefalar que el grupo de hembras que fue
suplementado, presenta mayor cantidad de tejido embrionario respecto al
grupo que ne recibidé el suplemento; esto se puede observar a los 21 dias de
gestacion. En las investigaciones realizadas por Caulfield, entre otros, se
relaciona la deficiencia de Zn con un bajo peso del recién nacido 0 también
Tamura menciona que el peso del recién nacido aumenta, en animales a cuyas
madres fueron se les administrd Zn %', Lo anterior nos hace suponer que el
feto requiere del Zn en la Jdltima etapa de su desarrollo que es cuando aumenta
Su peso.

La concentracion de zinc en microgramos por gramo de tejido embrionario
aumenta en el grupo testigo Zn-, esto puede atribuirse a un mecanismo
fisiologico, es decir, los ajustes homeostaticos Fueden ser la causa principal
por la cual hay una cantidad de zinc adicional '®'?. En lo que respecta al grupo
1, Zn+ la concentracion de zinc embrionario es mayor respecto al grupo testigo,
Zn-, ya que las madres absorben el zinc y lo proporcionan al embrion, en el
cual debe de estar involucrado un mecanismo fisiologico.

En los estudios realizados por King y colaboradores, se menciona que un 57%
del zinc consumido se deposita en el feto y otro 24% se encuentra en musculo
uterino, es por eso que es importante conocer la concentracion de zinc en el
tejido uterino '®. Las concentraciones de zinc uterino en hembras tratadas es
mayor que en aquellas hembras que no recibieron Zn, el utero es el 6rgano en
el cual se lleva a cabo el desarrollo embrionario y fetal.
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En lo que respecta al tejido placentario, la concentracién de Zn se incrementa
en las hembras tratadas con respecto de aquellas hembras que no recibieron
zZinc, esto se debe a que |a placenta pasa sustancias nutritivas necesarnas para
el desarrollo del embridn o feto, de la circulacién materna a la fetal.!

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que 1a suplementacion oral
con zinc favorece el crecimiento y desarrolio embrionario al igual que el
incremento de capacidad fagocitica en las hembras gestantes de la cepa
BALB/c. Sin embargo es necesario realizar estudios posteriores para
establecer que otros efectos en la gestacidn pueden verse favorecidos con la
administracion de Zn y asi poder establecer suplementos orales con zinc en
dosis y periodos especificos que puedan tener un efecto benéfico en la
gestacion y en las etapas perinatales.
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Conclusiones

El indice fagocitico se incrementd en aquelios animales que recibieron
500 mg/L de zinc, tanto en hembras como en machos.

En este trabajo se demuestra que la suplementacion con 5§00 mg/L de
zinc provocd un incremento en el indice reproductivo durante el periodo
de gestacion y el porcentaje de viabilidad embrionaria se incremento en
aquellas hembras que recibieron Zn.

Los embriones gque tienen un mayor peso de tejido embrionario son
aquellos cuyos progenitores fueron suplementados con 500 mg/L de Zn.
La concentracion de zinc embrionario aumento en aquellos embriones,
cuyos progenitores recibieron Zn en el agua de bebida.

L.a concentracion de zinc tanto en Gtero como en placenta aumentd en
aquellos animales pertenecientes al grupo 1, Zn+ con respecto del grupo
testigo, Zn-.
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ANEXO |

Obtencién de embvriones

Se anestesia al animal Se sujeta por la piel Obtencion de sangre
de experimentacion de la nuca via retroorbital

Se separa el suero
del paquete celular

-F L

_Se centrifuga a 1000 G, 10 min

] ;

Se guarda el suero a
-70°C

Se guardan las muestras Se obtienen los embriones Se sujeta la hembra a
a—70°C libres del tejido de la la tabla de diseccion
madre




DIGESTION EMBRIONARIA

Se enciende el horno Se introducen los vasos
a—100°C al homo y se dejan 24 horas

Se pesan los vasos
(peso constante)

Se colocan las muestras
en cada vaso

Se pesan los vasos y se introducen -—
en el homo a 100°C, 24 horas

Se realiza 1a digestion embrionaria con
1 mL de HNOs y 2 mL de H202

e
i
Pesar cada vaso y regi el > o
peso N
o DD

Llevar tas muestras al Laboratorio de
Absorcién Atomica del Departamento de
Quimica Analitica de Posgrado de la
Facultad de Quimica, UNAM

4——. Se afora a 6 mL con agua desionizada y
se deja reposar. Posteriormente se filtra




ERITROFAGOCITOSIS

Se obtienen los macréfagos Se coloca en bafo de
con RPMI 1640, del area hielo la suspension
peritoneal celular

Se centrifuga a 250 G,
EE— 10 min

Se incuba la placa a 37°C Se adiciona a cada pozo Se ajusta la concentracion
en presencia de 5% de €—— 100 uL de ia suspensién «4—— a 10° cel/mL en medio
COs.. 24 horas celufar RPMi 16840

Se lava la placa con PBS y se adiciona A 2 pozos se le adicionaron 30 L de P8BS, a
50 uL de medio RPMI suplementado ———& otros 2 pozos 30 ul. de SRBC sin opsonizary
a cada pozo a otros 2 pozos 30 ulL. de SRBC opsonizados

Adicionar a cada pozo Se da un choque hipoténico Se incuba la placa 90 min
100 pnb de una solucion . con PBS/ H,O «4—— a37°C en presencia de
de SDS a 0.3% Yy se - 5 9% de CO,

agita 10 minutos

Se mide la absorbancia en el

Se afade a cada pozo Se deja laplaca enla lector de microplacas a una
150 ulL de sustrato —— oscuridad 45 min. —— longitud de onda de 490 nm
¥ un fiitro de 860 nm

see
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ANEXO Il
Reactivos empleados en la técnica de eritrofagocitosis
Amortiguador salino de fosfatos (PBS) 0.15M pH 7.2

- NaCl (R.A., Quimica Barsa, Lote 84-345)

-  KCI (R.A., Quimica Dinamica , Lote No. B15-6)
-  NazHPO4 (J.T. Baker, México, Lote 301904)

-  KH2PO4( Técnica Quimica, México)

- Agua desionizada

NacCl 8.000g
KCl ... 0.200g
NazHPO4 . 0.993g
KH2PO4 ... 0.300g
H20 desioni .b.p. 1000mL

Pesar los reactivos, se disuelven y se realiza el aforo en un frasco limpio. Medir
el pH
Azul tripano 1:10

- Azul tripano (Flow Company McLean, No. cat 16-910-49)
- Solucion salina isotdnica

La dilucién se realiza 1:10 , es decir, 1mL de azul tripanc y 9 mL de solucion
salina isotonica.
PBS 7/ H20 (3:7)

- Amonrtiguador de fosfatos salino 0.15 My pH 7.2
- Agua desionizada

La dilucion es de 3:7, se miden 3 mL de PBS y 7 mL de agua desionizada, se
depositan en un tubo de ensaye y se mezclan perfectamente.
SDS /PBS 0.3%

- Dodecil sulfato de sodio (sigma Chem, USA, No. cat L-4509)
- Amortiguador salino de fosfatos

Se pesan 0.03 g de SDS y se depositan en un tubo de ensaye y se disuelve en
10mL de PBS . Se mezcla perfectamente evitando la formacién de espuma.
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Sustrato

- Amortiguador salino de fosfatos 0.15My pH 7.2
- Peréxido de hidrégeno ( E Merck D-6100, Darmstadt, F.R. Germany)
- 3,3-diaminobencidina (Sigma Chem, St Louis USA, No. cat D5637)

Perdxido de hidrogeno ...
3,3 ~diaminobencidina
PBS

Se mezclan todos los reactivos hasta que la diaminobencidina se haya
solubilizado. Preparar 10 minutos antes de su uso.

Suspensidn de eritrocitos de carnero al 1% opsonizados y sin opsonizar

1.- Se toma una pequena alicuota de los eritrocitos de carnero
(aproximadamente 4 mL)

2.- Se centrifuga la sangre a 1000 G durante 10 minutos, pasado este tiempo
con ayuda de una pipeta pasteur se retira todo el sobrenadante y se
homogeniza el paquete de globulos rojos.

3.- Al paquete de glébulos rojos se le adiciona 5mL de PBS y se centrifuga a
1000 G durante 10 minutos, se retira el sobrenadante y se vuelve a
resuspender en 5 mL de PBS y se vuelve a centrifugar, con el fin de lavar los
eritrocitos .Este proceso se repite hasta que el sobrenadante sea mas claro.

4.- Se retira el sobrenadante quedando solo el paquete de gldbulos rojos. Se
mide 0.1 mL del paquete de eritrocitos y se depositan en un tubo de ensaye, se
adiciona 10 mL de PBS y se resuspende perfectamente (eritrocitos de carnero
al 1% sin opsonizar)

S5.- Se prepara la dilucidn de la hemolisina (anticuerpo anti-eritrocito de
carnero) de la siguiente manera: se miden 100ul de hemolisina y se depositan
en un tubo que contiene 6.2 mL de PBS y se mezcla. Se miden S mL y se
depositan en otro tubo de ensaye el cual ya tiene previamente 50u! de
eritrocitos de camero previamente lavados. Se mezcla y se incuba a 37°C por
10 minutos.

6.~ Después de que transcurrio este lapso de tiempo, se centrifuga a 1000 G
por 10 minutos, se decanta y el paquete de eritrocitos se resuspende en SmL
de PBS y se vuelve a centrifugar . Finalmente se decanta el sobrenadante y se
resuspende en 5 mL de PBS ( eritrocitos de carnero al 1% opsonizados)

Nota: Es necesario que la suspension de eritrocitos se realice el mismo dia
que se vaya a utilizar.
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