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RESUMEN

Introduccion y Justificacion. La asociacion entre giardiasis y bajos niveles
séricos de zinc en ratones apenas comienza a ser investigado. Se reconoce
mundialmente la asociacion de giardiasis con la desnutricion y malabsorcién de
micronutrientes. Por otra parte, no hay estudios que indiquen los niveles de zinc
en diferentes tejidos en modelo murino ante una infeccién. La evaluacion de la
asociacion entre el contenido de zinc en diferentes tejidos y suero en el modelo
murino CD-1 con G. lamblia proporcionara nuevo conocimiento sobre la
interaccién entre giardiasis y zinc. Objetivo. Determinar los cambios en la
concentracion de zinc en intestino delgado, higado, rifilones, testiculos, huesos
largos y suero de ratones machos (CD1) y su asociacién con giardiasis (G.
lamblia, cepa GS/M83-H7). Métodos. Setenta y dos ratones CD-1 (machos 4-5
semanas) fueron categorizados en 4 grupos en base a las dietas
experimentales a probar [zinc bajo (ZnB, 12.8 mg/kg de dieta), zinc normal
(ZnN, 24.6 mg/kg de dieta), zinc alto (ZnA, 57.9 mg/kg de dieta) y zinc muy alto
(ZnMA, 309.3 mg/kg de dieta)]. A su vez, la mitad de los grupos de ratones fue
infectada con G. lamblia. Las muestras se obtuvieron en el inicio y 30 dias post-
infeccion. Las concentraciones de zinc fueron determinadas por Absorcion
Atomica. Los analisis estadisticos se efectuaron con el programa NCSS (2007)
y la significancia estadistica se establecié a p<0.05. Resultados. La giardiasis
se asocié al bajo contenido de zinc en suero, testiculos, rifiones, intestino
delgado y huesos largos (p<0.05); excepto en higado (p>0.05) en los ratones
infectados en comparacion con los no infectados. Conclusion. Se probo que la
giardiasis impacta sobre los niveles de zinc en tejidos de ratones a excepcion
del hepatico. Esto podria explicarse debido a que probablemente la infeccidon

estd causando malabsorcion de zinc, como resultado de la presencia del

Xl



parasito en el intestino delgado, o a la inmediata utilizacion del mineral en otros

procesos, como en el sistema inmunitario.
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INTRODUCCION

El zinc es un mineral indispensable para un correcto funcionamiento del
organismo, pues participa en mdltiples procesos del metabolismo y de
regulacion. De acuerdo a la National Research Council (1995), el requerimiento
diario de los roedores es de 30 mg Zn/kg de dieta. Al ser constitutivo del
organismo, tiene una gran importancia como parte de los componentes
biol6gicos (Hambidge y cols., 2007). Con esto, su relevancia nutricional es alta,
ya que es primordial mantener un nivel adecuado de su consumo (Aydemir y
cols., 2009).

La relacion de giardiasis con los niveles de zinc en ratones, comienza a
ser investigada. En el estudio de Quihui y cols. (2011) se evalla el efecto que
tiene la giardiasis sobre los niveles de zinc sérico en roedores. El interés por
indagar en este aspecto es debido al desconocimiento que se tiene del
metabolismo del zinc ante una giardiasis. Lo que se busca es colaborar con el
conocimiento que se tiene, para de alguna manera tratar de resolver la
discrepancia de resultados que existe, en relacién a un bajo nivel de zinc sérico
y la presencia de giardiasis en los nifios, que son el grupo mas vulnerable
(Olivares y cols., 2000; Karakas y cols., 2001; Ertan y cols., 2002; Demirci y
cols., 2003).



ANTECEDENTES

Zinc v sus funciones bhioléqgicas

Existen varias investigaciones en las que se comprueba la importancia del zinc
en los animales y que su privacion conlleva serias consecuencias en su
desarrollo (Heth y cols., 1966; Beach y cols., 1982; Giugliano y cols., 1984;
Bentley y cols., 1991). La funcién biolégica del zinc se reconoce en la estructura
y actividad de proteinas, incluidas varias enzimas, factores de transcripcion,
receptores hormonales y membranas biolégicas (Hambidge y cols., 2007). El
zinc tiene ademas, diversas funciones centrales en el metabolismo del ADN y
ARN (Dufner-Beattie y cols., 2004).

Homeostasis del zinc

La habilidad para mantener un estado interno constante variando las
condiciones externas es esencial para la supervivencia (King y cols., 2000). De
acuerdo con Kirchgessner (1993), se puede hablar de homeostasis cuando el
flujo del nutriente dentro de un organismo se encuentra en un estado de
equilibrio (tomado de King y cols., 2002). Para el caso del zinc, la homeostasis
de las células, incluyendo aquéllas del sistema inmune, se mantiene a traves de
una regulacion estricta del ingreso, egreso y distribucion de zinc a los organelos
intracelulares (Aydemir y cols., 2009). Como el zinc participa activamente con

las proteinas para que estas cumplan sus funciones estructurales y cataliticas,



las células deben captar suficiente zinc para garantizar un suministro adecuado,
aun cuando se tengan condiciones de bajo consumo nutrimental (Beyersmann,
2002).

Por otra parte, el zinc es mantenido en 3 almacenes temporales: (A)
unido fuertemente a una gran variedad de proteinas, especialmente las
metalotioneinas, (B) los transportadores de zinc en la membrana plasmatica y
(C) acumulado en el lumen de las vesiculas citoplasmaticas u organelos (Maret,
2001; Beyersmann, 2002; Kambe y cols., 2004). Este tercer almacén temporal
ha sido nombrado en varias ocasiones, como “zincosoma” (Beyersmann y cols.,
2001).

Todo el zinc intracelular libre debe ser controlado gracias a sus tres
almacenes temporales. Primeramente, la captacion de zinc a través de la
membrana plasmatica por medio de las proteinas de la familia ZIP. Seguido del
movimiento del zinc hacia los zincosomas por proteinas de la familia ZnT. Si el
zinc no ha ingresado a los zincosomas o no se ha dirigido al ndcleo, sera
expulsado al exterior de la célula por medio de estas mismas proteinas.
Finalmente, el nucleo sufrira la activacion del factor de transcripcion MTF-1 por
iones de zinc y la induccién de metalotioneinas que unen fuertemente al
mineral. EI mecanismo que explica la liberacion de zinc de los zincosomas no

ha sido elucidado (Beyersmann, 2002).

Fuentes Alimentarias y Consumo

La National Research Council ha propuesto un consumo diario apropiado para
los roedores en 30 mg Zn/kg de dieta, que durante el embarazo y la lactancia
estos requerimientos se incrementan. A diferencia de otros elementos, este

mineral no se acumula en el cuerpo para formar almacenes permanentes (Valko



y cols., 2005). Aunque el zinc se encuentra en la mayoria de los alimentos, su
absorcion completa es dificil.

El intercambio rapido al que estd sometida la reserva reducida de zinc,
es importante para la division celular y metabolismo, y depende de una fuente
dietaria constante (Trumbo y cols., 2001). Sus fuentes varian ampliamente y es
abundante en carnes rojas, ciertos mariscos como las ostras y granos enteros
(Black, 2003).

Deficiencia y Repercusiones

Debido a que los modelos experimentales son mantenidos en cautiverio y se
cuida completamente su dieta, se asegura que éstos mantengan una dieta
adecuada, que cumpla con todos sus requerimientos. Son numerosos los
estudios que se han realizado para investigar el efecto de una deplecién de zinc
dietario en los roedores, donde optan por no incluir nada del mineral en sus
dietas (McMahon y cols., 1998; Liuzzi y cols., 2001; King y cols., 2005). En
dichos estudios se han encargado de evaluar el efecto que tiene la deplecion de
zinc sobre los niveles de zinc sérico. Una disminucion en su consumo del
mineral, afectd negativamente sus niveles de zinc en suero, en comparacion
con los grupos de animales que se encontraban con un consumo de zinc
adecuado.

El interés por estudiar los efectos que tiene la deplecion de zinc en
modelos experimentales se incrementa debido a que la deficiencia del mineral
en humanos resulta en un gran numero de problemas en la salud. Entre otros,
estdan la incapacidad de crecimiento, maduracion celular, capacidad de
aprendizaje, funciones inmunolégicas y del sistema nervioso central,
susceptibilidad a infecciones y retraso en cicatrizacion (Kaya y cols., 2009). Por

el contrario, los altos niveles de zinc pueden llegar a ser citotoxicos, por lo que



se requiere mantener un estricto control celular sobre sus niveles (Dufner-
Beattie y cols., 2004).

Los estudios realizados en modelos experimentales tratan de colaborar
con informacién que ayude a comprender el metabolismo del zinc y tratar de
explicar el porqué se presenta la deficiencia del mineral en los humanos. Ante
una deficiencia de zinc, el sistema inmune se ve comprometido y es
demostrado mediante tres hechos. Primero, para el 2004 la OMS estimo que el
35% de las muertes a nivel global, en menores de 5 afios son causadas por su
deficiencia, junto con el hierro, yodo y vitamina A (Mathers y Mascarenhas,
2009). Segundo, la enfermedad acrodermatitis enteropatica, es causada por la
absorcion deficiente de zinc (Prasad, 1998), que en la mayoria de los casos, se
debe a una mutacion autosémica recesiva del transportador Zip4. Tercero, hay
una relacion entre la disminucion del funcionamiento del sistema inmune y la
edad. Se ha demostrado que la suplementacién con zinc, tiene el potencial de
mejorar la respuesta inmune en ancianos (Haase y cols., 2009).

En el 2004, la OMS establece que la deficiencia de zinc conduce a un
incremento en la susceptibilidad a infecciones y a enfermedades parasitarias,
debido a los dafios en la funcion del sistema inmune (Mathers y Ma Fat, 2008).
La deficiencia en México, ha sido demostrada en mujeres y nifios, gracias a dos
investigaciones (Hunt y cols., 1987; Rosado y cols., 1995). En el caso de
Sonora, en el estudio de Chavarria-Quintero (2005), realizado en algunas zonas
de Hermosillo de bajo nivel socioecondémico, encontr0 una prevalencia del
10.4% de deficiencia de zinc en nifios de 3 a 5 afios, que formaban parte de un
programa de abasto social (Liconsa). Para 1999, la Encuesta Nacional de
Nutricion estimo que del 19% al 24% de los escolares mexicanos presentaba
consumos de zinc dietario por debajo del limite recomendado; mientras que la
poblacion del norte del pais presentaba un consumo de zinc (4 mg Zn/dia)
menor a las recomendaciones dietarias establecidas (7 mg Zn/dia) (Rivera-

Dommarco y cols., 2001).



La suplementacién con zinc promueve la actividad y posiblemente, el
desarrollo motor, en los infantes mas vulnerables a las enfermedades
infecciosas (Black, 2003). En el sistema nervioso central, el zinc se concentra
en las vesiculas sinapticas dentro de un subconjunto llamado “neuronas que
contienen zinc”, pertenecientes al grupo de neuronas glutamatérgicas
(Frederickson y cols., 2000). Esta, puede ser una de las razones del porqué
ante una deficiencia de zinc, los nifios se ven afectados notablemente en su
desarrollo mental. Ademas, la incapacidad de solventar normalmente las
actividades de sintesis de acidos nucleicos y proteinas, conducird a los infantes
a un retraso en el crecimiento (Dufner-Beattie y cols., 2004). La deficiencia de
zinc, puede afectar las emociones y la respuesta ante el estrés, factores que

pueden influenciar negativamente el desarrollo infantil (Black, 2003).

Exceso y Efectos

De acuerdo a la National Research Council los roedores son relativamente
resistentes a la toxicidad por zinc. Aughey y cols. (1977) en su estudio, no
encontraron un efecto significativo en los roedores con un consumo de zinc de
500 mg/L de agua en los 14 meses que durd su investigacion. Se tiene el dato
de que la dosis letal media (DL50) de las sales de zinc, como el cloruro de zinc,
es de aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal (Osweiler, 1996).

La privacion de zinc por ayuno o por su quelaciéon provoca que las
células mueran por medio de apoptosis (muerte celular programada) (Truong-
Tran y cols., 2001). Asimismo el zinc puede ser citotoxico si se supera la
capacidad homeostatica del sistema. El alto contenido de zinc altera el
transporte del mineral a través de la membrana plasmatica. De esta manera se

incrementa el nivel de zinc intracelular con la consecuente activacion de muerte



celular programada (apoptosis) (Haase y cols., 1999; Beyersmann y cols.,
2001).

Metabolismo de Zinc

Las concentraciones celulares de iones libres de zinc son controladas y
mantenidas a niveles picomolares. Las herramientas fisiolégicas que utiliza el
organismo, permiten un flujo y movilizacién de zinc, que hace posible su
distribuciéon a cada 6rgano, tejido y secrecion. De esta manera se asegura el
flujo adecuado del mineral y se logra su equilibrio en el organismo (Valko y
cols., 2005).

Distribucion Corporal

Ciertos tejidos como el higado, rifién, hueso, retina, préstata y muasculo, se
caracterizan por ser ricos en zinc (Prasad, 1979) (tabla 1). Debido a que la
disponibilidad del zinc se incrementa cuando se consume junto a proteinas,
estos tejidos pueden acumular zinc incluso cuando el consumo de éstas es bajo
(Oberleas y cols., 1969). En los testiculos y la piel del hombre, el contenido de
este mineral no ha sido determinado con precision, aunque clinicamente estos
tejidos son sensibles a la depleciéon de zinc (Prasad, 1979). En la Tabla 1 se
resumen los resultados del estudio de Prasad y cols. (1967), en el cual se
analizaron los niveles de zinc en los huesos, testiculos, musculos, esofago y

rinones de los ratones sometidos a una dieta deficiente en zinc.



Tabla 1. Concentraciones de zinc en tejidos humano y de otros animales (mg/kg
de peso seco).

Humano Ratén Becerro Cerdo
Normal Deficiente Normal  Deficiente Normal Deficiente
en Zn en Zn en Zn

Higado 141-245 101+13 89+12 101 84 150.8+12 96.1+8
Rifién 184-230 91+3 80+3 73 76 97.8+£3 90.8+4
Pulmén 67-86 81+3 77+9 81 72
Musculo 197-226 4515 3146 86 78
Péncreas 115-135 139.5+4 88.3+4
Corazén 100 73+16 6719
Hueso 218 168+8 6916 78 63 95+1.8 47+1.6
Prostata

Normal 520

Hiperplasia 2330

Cancer 285
Ojo

Retina 571

Coroides 562

Cuerpo ciliar 288
Testiculo 17612 132+16 79 70 5442 59+2
Eso6fago 10817 88+10 88.1+3 97.615

Zn, zinc (Tomado de Halsted, 1974; adaptado de Prasad, 1967).

Los estudios en ratones han demostrado una correlacion positiva entre el
contenido de zinc en la dieta, plasma y hueso (Smith y cols., 1970). En
ocasiones, las concentraciones de zinc en rifion e higado no disminuyen con la
deficiencia del mineral (Halsted y cols., 1974). Por otra parte, gracias a los
resultados de los estudios en metabolomica, se han establecido como sitios
principales del flujo de zinc al intestino delgado, eritrocitos, rifiones, higado y

pancreas (figura 1). El epitelio intestinal ha sido definido como el sitio de



absorciéon de zinc; mientras que la secrecion de zinc pancreética, es la fuente
principal de pérdida enddgena. Por otra parte, el epitelio renal, se encarga de
realizar una reabsorcion extensiva de zinc. A pesar de esto, se ha inferido que
los sitios principales del flujo metabdlico de zinc, son los hepatocitos y

eritrocitos (Lichten y cols., 2009).
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j (f)‘/——j Pérdida principal

Figura 1. Localizacién principal del flujo de zinc (Adaptado de Lichten y cols.,
2009).

Absorcion

En la revision de Prasad (1979), se menciona que Becker y Hoekstra (1971)
concluyeron que la absorcién de zinc es variable y que depende de varios
factores, tales como el tamafio corporal, niveles de zinc en la dieta, presencia
de otros componentes en la dieta que interfieran con su absorcion. Con una
reduccion en el consumo de zinc, se incrementa la capacidad de absorcion del
mismo en el intestino, contrario a lo que sucederia en condiciones normales de

consumo (King y cols., 2000).



McMahon y cols. (1998) y Liuzzi y cols. (2001), realizaron estudios en
ratas Sprague-Dawley machos, alimentandolas con diferentes concentraciones
de zinc dietario. No encontraron diferencias significativas en zinc sérico entre
los grupos con consumo adecuado (30 mg Zn/kg de dieta) y el alto en zinc (180
mg Zn/kg de dieta); mientras que en el de bajo consumo (5 mg Zn/kg de dieta)
si las hubo con respecto a los grupos adecuado y alto. Esto se puede deber a
gue el grado de absorcion es un proceso saturable (Trumbo y cols., 2001), que

evidencia una relacién directa entre el consumo de zinc y su nivel sérico.

Disponibilidad

La biodisponibilidad de zinc, es decir, la capacidad que tendra este mineral en
ser captado y absorbido en el organismo, para su posterior aprovechamiento,
puede ser afectada por muchos factores en varios sitios del organismo. El
intestino es el 6rgano principal en el que las variaciones de disponibilidad
afectan los requerimientos de zinc dietario. Entonces, se podria suponer que
alguna infeccién que alterara el tejido intestinal (Scott y cols., 2000), pudiera
afectar negativamente el area de absorcién de los componentes dietarios. El
ambiente dentro del tracto gastrointestinal afecta drasticamente la solubilidad
del zinc y su eficiencia absortiva. La tendencia del mineral a unirse a los
ligandos provistos por los constituyentes dietarios se acentta con un pH
practicamente neutro del lumen intestinal (ACS, 1989). Asi, sera capaz de
unirse con elementos exdgenos y enddégenos en este sitio (Trumbo y cols.,
2001).
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Giardia lamblia

El parasito Giardia fue descrito por primera vez por Anton van Leeuwenhoek en
1681, cuando observé unos pequefios animaculos en excremento acuoso. A
partir de entonces, varios estudiosos investigaron el grupo Giardia. En 1952,
Francis Filice diferencié tres especies principales, basandose en la morfologia y
morfometria de los trofozoitos. Estas fueron: G. agilis, G. muris y G. duodenalis
(Simjee, 2007).

Con el paso del tiempo y consecuentes estudios, se han logrado
identificar hasta 6 especies, cuyas caracteristicas han sido determinadas por
técnicas como Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). El grupo
“‘duodenalis”, engloba a organismos como “lamblia”, aislado a partir del humano,
e “intestinalis”, a partir de otros mamiferos. La diversidad del grupo se ve
afectada, debido a las variaciones genéticas que existen entre ellos (Simjee,
2007).

Caracteristicas Morfoldgicas

G. lamblia o intestinalis o duodenalis, es un protozoario, flagelado y unicelular,
gue posee simetria bilateral y es piriforme. Ademas de ser aislada del humano,
también lo ha sido de una amplia variedad de otros mamiferos. El trofozoito,
que es su estadio reproductivo, mide aproximadamente de 12 a 15 um de largo
y de 5 a 9 ym de ancho (Simjee, 2007). El citoesqueleto incluye uno o dos
cuerpos parabasales o mediales, que se localizan transversalmente y semejan
una garra, cuatro pares de flagelos (anterior, posterior, caudal y ventral) y el

disco ventral, donde estan localizados dos nacleos (Adam, 2001). En la Figura
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2, se aprecia un esquema de la anatomia y morfologia del trofozoito de G.

lamblia.

Disco ventral

Cuerpos
parabasales

Flagelo
anterior

t

Flagelo
ventral

Flagelo
posterior

Flagelo
- caudal

Figura 2. Esquema de la anatomia y morfologia de G. lamblia (Adaptado de
Faubert, 2000).

Por otra parte, en el enquistamiento la divisién nuclear pero no citoplasmatica,
ocurre para producir los quistes tetranucleados maduros (Simjee, 2007). Tienen
aproximadamente unos 15 uym de longitud y 10 ym de ancho y estan cubiertos
por una pared de 0.3 a 0.5 ym de espesor, ademas de las capas externa e
interna, que tiene dos membranas (Adam, 2001). Los quistes, son los

encargados de llevar a cabo la infeccién y son muy resistentes (Simjee, 2007).

Ciclo de Vida

Las especies de Giardia tienen dos estadios principales en su ciclo de vida
(Adam, 2001), en forma de quiste y de trofozoito. Los trofozoitos se fijan a la
superficie luminal de los enterocitos de duodeno y yeyuno, donde se dividiran

asexualmente. Después de un periodo de 4 a 7 dias, los trofozoitos se liberan
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de los enterocitos para llevar a cabo la enquistacién. Dicho proceso es
consecuencia de su paso a traves del intestino delgado, que los expone a las
sales biliares y el pH alcalino (Simjee, 2007).

Durante el enquistamiento, los trofozoitos adquieren una forma
redondeada y su arquitectura externa se reabsorbe. Asi, desaparecen los
flagelos y el disco ventral, para dar paso al quiste inmaduro binucleado, que al
llegar a la madurez divide sus nucleos. Los quistes son infecciosos para otros
hospederos susceptibles inmediatamente después de la excrecion (Simjee,
2007). Una vez que el quiste maduro tetranucleado ha sido ingerido por el
hospedero, con su division citoplasmatica forma dos trofozoitos binucleados,
gue son los encargados de colonizar el intestino. De esta manera, el ciclo de

vida del parasito se repite.

Giardiasis

Los estudios epidemioldgicos realizados en diferentes paises han demostrado
gue la situacion social y econémica de los individuos, es una causa importante
de la prevalencia de parasitosis intestinales (Okyay y cols., 2004). Condiciones
como bajos niveles educativos, entorno antihigiénico, servicios sanitarios y de
agua potable deficientes y el hacinamiento, incrementan la prevalencia de
giardiasis (Ratanapo y cols., 2008).

La contaminacion en los humanos, sucede a partir de la presencia de
quistes en heces y generalmente, es minima la cantidad que se requieren para
provocar la infeccion, aproximadamente 10 quistes (Grazioli y cols., 2006). Se
inicia con la ingestion de agua o alimentos contaminados, aunque también

puede ser por contacto fecal-oral directo (NUfiez y cols., 2003).
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Las manifestaciones clinicas de la giardiasis son muy variadas e
inespecificas. Algunos pacientes pueden sufrir de sintomas extraintestinales,
como fiebre, erupciones maculopapulares, infiltrados pulmonares,
linfadenopatia, poliartritis y urticaria (Grazioli y cols., 2006), aunque son casos
esporadicos. Por lo general, se presentan sintomas como dolor abdominal,
nauseas, vomito, en algunos casos se puede presentar diarrea severa, estados
de desnutricion y pérdida de peso (Simjee, 2007).

Las personas que padecen de giardiasis asintomatica pueden excretar
quistes en sus heces (Faubert, 2000). Se ha intentado relacionar la presencia o
ausencia de sintomas a la cepa G. lamblia, a la severidad de la infeccion o al
sistema inmune del hospedero sin llegar a ser concluyentes (Moya-Camarena y
cols., 2002). En algunos casos, si el sistema inmunitario del hospedero esta
sano y plenamente desarrollado, la fase aguda de la enfermedad se resuelve
espontaneamente y los sintomas desaparecen (Faubert, 2000). En otros casos,
pueden desarrollar manifestaciones clinicas, que van desde trastornos
digestivos ligeros hasta diarrea crénica y malabsorcién intestinal (NUfiez y cols.,
2003; Abou-Shady y cols., 2010).

Se han publicado estudios en animales infectados con G. lamblia
(Belosevic y cols., 1984; Heyworth y cols., 1987; Byrd y cols., 1994; Figueroa y
cols., 2003) y recientemente con el estudio de procesos de malabsorcién de
nutrientes en los animales infectados (Astiazaran-Garcia y cols., 2000; Quihui-
Cota y cols., 2011). Estos ultimos surgen para tratar de responder a la incognita
de la posible relacién de la giardiasis con las alteraciones del proceso de
absorcion de los nutrientes (Scott y cols., 2000).

El interés por descubrir dicha relacion surge debido a que las infecciones
intestinales, tanto en humanos como en otros mamiferos, son un problema
mundial. Uno de los principales agentes causales es G. lamblia (Faubert, 2000;
Adam, 2001). Segun la Encuesta Nacional de Nutricién en 1999, gran parte de

la poblacibn mexicana era portadora de dicho parasito, sobre todo aquéllas
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localizadas en zonas de bajo ingreso (Rivera-Dommarco y cols., 2001).
Actualmente, la prevalencia mundial entre los menores de 10 afios es del 15%
al 20 % (Pennardt, 2009). Mientras que en México en un estudio realizado en el
2000, se estim6 una presencia del 30% para G. lamblia en una comunidad de la
Ciudad de México (Sanchez-Vega y cols., 2000). Conjuntamente, segun la
Secretaria de Salud, en el 2006, Sonora se encontraba entre los 5 estados de
mayor prevalencia de giardiasis (Rascon-Duran, 2008) por que la giardiasis, es
considerada un problema de salud publica en Sonora.

Los esfuerzos gubernamentales realizados para el control de la
giardiasis, posiblemente se ven obstaculizados debido a las limitaciones que
existen en el conocimiento de los mecanismos celulares, moleculares y factores
socioculturales de la interaccidbn hospedero-patdogeno. Sin embargo, pocos
estudios se han enfocado en los efectos potenciales de una giardiasis
moderada o asintomatica, en la absorcién de nutrientes y con ello, sus efectos

en el nivel nutricional del huésped (Moya-Camarena y cols., 2002).

Malabsorcién de Zinc y su Asociacion con Giardiasis

El riesgo de morir de una enfermedad diarreica, es proporcional al grado de
malnutricion. Estas enfermedades se caracterizan por tener un efecto adverso
sobre la absorcién intestinal y se puede explicar por medio de varios
mecanismos. Se ha hipotetizado a partir de estudios en animales, que uno de
ellos es la destruccion de los enterocitos o células de la cripta por el patégeno o
bien por la respuesta inmune del individuo. Otro de los casos seria el
incremento de la motilidad intestinal con una reduccion del tiempo de transito.

Finalmente, la absorcion podria estar afectada por la disminucion de los acidos
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biliares, ya sea por la pérdida fecal incrementada o hidrolisis bacteriana
(O'Loughlin y cols., 1991; Semba y cols., 2008).

La asociacion entre la deficiencia de zinc y la infeccion ha sido
escasamente investigada, aunque hay evidencia de la asociacion de G. lamblia
con la desnutricion (McDonald, 2003) y la deficiencia de ciertos micronutrientes
como la vitamina A (Astiazaran-Garcia y cols., 2010). Sin embargo, las causas
de la deficiencia de zinc pueden ser multifactoriales y existe una gran
discrepancia de los resultados de las investigaciones. Karakas y cols. (2001),
encontraron un incremento en los niveles séricos de zinc en niflos turcos
después de su tratamiento antiparasitario contra giardiasis. Similarmente, Ertan
y cols. (2002) y Demirci y cols. (2003), demostraron bajos niveles de zinc en
nifios con la infeccién, en comparacion con el control. Contrario a lo anterior,
Olivares y cols. (2000) en nifios espafioles de 9 afios, no obtuvieron dicha
asociacion antes y después del tratamiento.

En el caso de México, Quihui y cols. (2010) encontraron que la giardiasis
puede ser un factor de riesgo para la deficiencia de zinc en los escolares del
noroeste de México. Ademas, sefialan la relevancia de posteriores estudios que
puedan aclarar el mecanismo implicado en la interaccion de zinc y giardiasis.

Sin embargo, los estudios en modelos experimentales en relacion a la
giardiasis recién comienzan a surgir. El estudio realizado por Quihui y cols.
(2011), se enfoca en la relacion que hay entre los niveles de zinc sérico de
ratones con giardiasis y como son afectados. De tal manera que dicho estudio,
provee una pauta para posteriores estudios que indaguen mas sobre el tema.

Al evaluar la respuesta, es decir, la capacidad que tienen los 6rganos de
asimilar el zinc ante una giardiasis, se podria adquirir mayor conocimiento sobre

el funcionamiento, movilizacion y metabolismo corporal de dicho mineral.
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JUSTIFICACION

Actualmente existe una carencia de estudios que proporcionen informacion
sobre el metabolismo del zinc. Por lo tanto, existe una necesidad de la misma y
sobre los efectos que pueden presentarse sobre el estado nutricional de zinc
del hospedero durante el curso de una infeccién.

Por lo tanto, este es un estudio exploratorio en el que se usa al raton
como modelo experimental, y con él se espera que giardiasis tenga efecto
sobre los niveles de zinc y su distribucion en los diferentes tejidos del raton
durante el curso de la misma. Por consiguiente, el propésito de este estudio fue
el de establecer las bases para poder explicar si hay una asociacion entre el
estado de zinc y giardiasis, y proporcionar informacién adicional sobre el
metabolismo del mismo durante el curso de una infeccion, con lo que se

cuestiona lo siguiente:

¢Existe algun cambio en la distribucion de zinc en un ratén con

giardiasis?
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HIPOTESIS

La concentracion de zinc en los diferentes tejidos de ratones machos de la cepa

CD-1 disminuye a causa de la infeccidén con G. lamblia de la clona GS/M83-H7.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar los cambios en la concentracion de zinc en intestino delgado,
higado, rifiones, testiculos, huesos largos y suero de ratones machos (CD-1) y
su asociacion con giardiasis (G. lamblia, cepa GS/M83-H7).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cuantificar la cantidad de zinc en intestino delgado, higado, rifiones,
testiculos, huesos largos y suero de los ratones con giardiasis y sin
giardiasis.

2. Determinar los cambios en las concentraciones de zinc en los diferentes

tejidos de ratones con giardiasis y sin giardiasis.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio del Estudio

En la figura 3 aparece un diagrama del disefio seguido para el desarrollo del
bioensayo con el modelo murino. La duracion del bioensayo fue de 37 dias,
durante el cual se tomaron muestras en dos ocasiones, una al inicio y otra al

final de experimento.

t, t30

{ 7 diias u‘r 30 Tias g

f 1)

. Inicio die:als Inoculacion IG Fin bioensayo
Xperimentales ﬁ ﬁ
1*toma de muestras 2*toma de muestras
Yy pesajes y pesajes
Muestras
Sangre
Intestino delgado

Higado

Rifiones

Testiculos

Huesos largos

Figura 3. Disefio planteado para el seguimiento de los grupos de ratones en el

bioensayo.
to, tiempo de cero dias; t3g, tiempo de treinta dias de iniciado el bioensayo; IG es

inoculacién intragastrica.
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Area de Bioterio, Nimero de Ratones Estudiados y su Mantenimiento

El area de bioterio de la Universidad de Sonora fue desinfectada con solucion
de hipoclorito de sodio al 10 % (Cuadras-Romo y cols., 2010). La ventilacion del
area fue mantenida con 10 a 14 recambios de aire por hora y un ciclo de luz-
oscuridad de 12 horas, con acceso a agua y alimentacion ad libitum (Rascon-
Duran, 2008). Antes de iniciar el experimento, los ratones fueron mantenidos
con la dieta normal 18% Protein Rodent Diet (Sterilizable) 2018S, Teklad Global
Diets (Cuadras-Romo y cols., 2010) por 7 dias, para conseguir el equilibrio y
homogeneizacion de los ratones. La cepa de ratones CD-1 con la que se
trabajo era proveniente de “The Jackson Laboratory” (EUA). Esta cepa ha
demostrado ser susceptible a la infeccion con G. lamblia (Scott y cols., 2000;
Von Allmen y cols., 2004).

Cuando los ratones llegaron a los 28 dias de nacidos, su dieta normal fue
cambiada por las dietas experimentales (con diferentes niveles de zinc).
Después de la adaptacién de 7 dias, los 72 ratones machos CD-1 (5-7
semanas) fueron categorizados en infectados y no infectados con G. lamblia,
proceso que siguié con las subsecuentes tomas de muestras de tejidos y de
sangre. Se usaron ratones machos, para poder evaluar el efecto que se tiene
sobre los testiculos. Ademas, los pesos de los ratones fueron monitoreados
durante el curso del ensayo para observar el efecto de la dieta o de giardiasis

sobre su crecimiento.
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Elaboracion de Dietas Experimentales

La National Research Council (1995) ha sido el organismo encargado de

establecer la dieta adecuada para los roedores, tal como se aprecia en la Tabla

2. En base a la informacion sobre las dietas experimentales usadas en estudios

previos con modelos murinos (tabla 3) se prepararon las dietas que se aplicaron

durante el curso del estudio.

Tabla 2. Composicion alimentaria de una dieta adecuada administrada a los

grupos de ratones en el estudio.

Fuente dietaria

Cantidad agregada, durante
la elaboracién la dieta g/kg

Caseina (Dyets Inc. #400627)
Aceite de maiz (Comercial)
Fibra (Dyets Inc. #401850)
Mezcla de vitaminas (Dyets Inc. TD AIN-
76A #300050)
Mezcla de minerales (Dyets. Inc AIN-93G-
MX #215264)
Gluconato de zinc
Colina (Dyets Inc. #400750)
Almidén (Comercial)

Sucrosa

200
50
50
10

35

2
653
Suficiente en mezcla de

minerales

Fuente: National Research Council (1995).
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Tabla 3. Dietas experimentales utilizadas en otros estudios con modelos
murinos.

Zinc en dieta  Contenido de Zinc, mg Zn/kg de dieta

Bajo, ZnB* <1
Normal, ZnN** 30

Alto, ZnA*** 180
Muy alto, ZnMA 1000

ZnB, zinc bajo; ZnN, zinc normal; ZnA, zinc alto; ZnMA, zinc muy alto.
*Liuzzi y cols., 2001; **King y cols., 2005; **McMahon y cols., 1998; ****Barone
y cols., 1998; Tran y cols., 2003.

Teniendo los ingredientes, se elaboraron las dietas ZnB, ZnN y ZnA de 8
kilogramos cada una; mientras que la dieta ZnMA, fue de 4 kilogramos debido a
que el niumero de ratones en el grupo era menor que en el resto. Se utilizé una
balanza analitica Ohaus Champ, una mezcladora Hobart modelo AS200T vy la

suplementacién fue con gluconato de zinc (Salgueiro y cols., 2002).

Cultivos de G. lamblia

El parasito G. lamblia se cultivd en el medio TYI-S33, suplementado con 10 %
de suero bovino (SIGMA) y ceftriaxona al 0.2% (Astiazaran-Garcia y cols.,
2000). Una vez sembrada la cepa en tubo de 15x120, se incub6 a una
temperatura de 37°C en condiciones semi-anaerdbicas (Corral y cols., 2001;
Barreras-Morales y cols., 2002; Figueroa y cols., 2003). La cepa de la clona
GS/M83-H7 adquirida a la American Type Culture Collection (ATCC, 50581),
fue proporcionada por el laboratorio de Patologia Experimental, del Dr.

Astiazaran.
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Establecimiento de Infeccién en Ratones

Los cultivos de las cepas del parasito, se enfriaron en hielo por 15
minutos y se centrifugaron a 250 g por 10 minutos. Se ajusté la concentracion
del in6culo en 5x10° trofozoitos en 100 pL de solucién salina de fosfatos (PBS),
a pH 7.2 (Byrd y cols., 1994). La viabilidad de los trofozoitos se confirmé
mediante la prueba de exclusion del colorante azul de tripano, desarrollada por
Kaltenbach y cols. (1958). Todos los animales fueron inoculados
intragastricamente con los trofozoitos, exceptuando a los del grupo control (con
PBS), a los 7 dias después del periodo de adaptaciéon con las dietas. La
infeccion se realizé utilizando una canula para alimentacion forzada (Astiazaran-
Garcia y cols., 2000; Corral y cols., 2001; Barreras-Morales y cols., 2002;
Figueroa y cols., 2003) al inicio del experimento y se mantuvieron por 30 dias
(Belosevic y cols., 1984; Velazquez y cols., 2005).

Cateqgorizacion de los Grupos Experimentales

De acuerdo a lo anterior, los 72 ratones machos fueron categorizados en 4
grupos en base a las dietas a administrar y los que a su vez, fueron agrupados
en infectados con G. lamblia y no infectados con G. lamblia. Durante el curso de
la infecciébn murieron 5 ratones del bioensayo, por lo que se trabaj6é con un total
de 67 ratones. En la tabla 4 se muestra el nimero de ratones incluidos en cada
uno de los grupos de ratones formados (McMahon y cols., 1998; Songur y cols.,
2005).
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Tabla 4. Grupos y numero de ratones machos CD-1 usados durante el curso del
bioensayo.

Giardiasis ZnB ZnN ZnA ZnMA

Infectado 9 9 10 5
n=33

No infectado 9 10 9 6
n=34

Recoleccion de Muestras Bioldgicas

Sangre

Se obtuvo un volumen de 0.8-1.0 mL de sangre total mediante puncion cardiaca
(Hoff, 2000), al inicio y al final del ensayo. Se almacené en tubos conicos de 1.5
mL (Eppendorf). Las muestras fueron incubadas por 30 minutos para favorecer
la formacion del coagulo de sangre. Una vez formado, se centrifugaron a 14000
rpm por 3 minutos para la separacion del suero. Las muestras se almacenaron

a -70°C para la determinacion posterior de zinc sérico.

Tejidos

Después de la recoleccion de las muestras sanguineas se extrajeron el intestino
delgado, higado, rifiones y testiculos de los ratones CD-1 para la determinacién
de zinc. Estos fueron eutanizados con cloroformo al inicio y al final del
bioensayo. Se colocaron en una cama de cirugia para roedores y se

desinfectaron con alcohol (Cuadras-Romo y cols., 2010). Se intervino la region
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abdominal con el uso de material quirargico estéril (Liuzzi y cols., 2001) y se
llevo a cabo la puncion cardiaca para la obtenciébn de sangre. Los 6rganos
individuales fueron extraidos y colocados en viales Eppendorf, para
almacenarlos a -70°C, hasta que fueron procesados.

Posteriormente se secaron las muestras de los tejidos por 12 horas a
100°C, para poder obtener el peso seco. Se utilizaron capsulas de porcelana,
una balanza analitica (Sartorius Research R300S) y estufa de conveccion
(VWR, Scientific Inc. # serie 1080104).

Digestidon de Muestras para el Analisis de Zinc

Dietas Experimentales

Se colocaron 0.5 g de cada una de las dietas en vasos de digestion, por
duplicado. Para la digestién &acida se utiliz6 como estandar de referencia Higado
bovino (SRM 1577). A cada uno de los vasos digestores que contenian las
dietas experimentales y el control, se les afiadieron 2 mL de H,O deionizada y 8
mL de Acido Nitrico (HNO3). Cinco minutos después se cerraron las valvulas de
liberacion de presion de cada uno de los vasos digestores y finalmente, se
procedié6 con la digestion por microondas (MDS-2000, CEM Microwave
Innovation System, Modelo #924020).
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Tejidos

Una vez secas las muestras de tejidos, se pesaron en su totalidad por duplicado
en los vasos digestores utilizando como estandar de referencia higado bovino
(SRM 1577). A cada vaso se agregaron 6.4 mL de Acido Nitrico (HNO3) y 1.6
mL de H,O deionizada. Posteriormente, al cabo de 5 minutos las valvulas de
liberacion de presion de los vasos digestores se cerraron y fueron introducidos
en el microondas (MDS-2000, CEM Microwave Innovation System, Modelo
#924020).

Analisis de Muestras por Absorcion Atémica

Todas las muestras de dietas y de tejidos previamente digeridas, y las de suero
fueron analizadas para la determinacion de zinc usando un Espectrofotometro
de Absorcion Atémica con Atomizador en Flama Aire-Acetileno (Varian-
SpectrAA-20) (Devergnas y cols., 2004) con registros de lectura a una longitud
de onda de 214 nandémetros (Prasad y cols., 1967) y con lampara de zinc de
catodo hueco. Para el andlisis de suero, se utilizé la técnica 999.11 de la AOAC
(2000). Dicha técnica utiliza 0.4 mL de suero, que son diluidos con 2 mL de
solucion Brij 35 al 0.03%. Se us6 como control una muestra certificada de leche
NIST SRM Nonfat Milk 1549 con un intervalo de confianza al 95% y con una
concentracion de 46.1 £ 2.2 ug Zn/mL. Para el andlisis de las muestras de
tejido, se manejé como control el higado bovino, previamente mencionado, con
una concentracion de 127 + 16 ug Zn/dL.

Las concentraciones finales de las dietas elaboradas con las que se

trabajo, aparecen en la tabla 5.
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Tabla 5. Concentracion de zinc en las dietas experimentales elaboradas para
los ratones CD-1 (mg Zn/kg dieta).

ZnB ZnN ZnA ZnMA
128+1.4 246 +6.2 579+55 309.3+2.9
CV: 11% CV: 25% CV: 9.5% CV: 1%

Datos aparecen como X + DS (ZnB, zinc bajo; ZnA, zinc alto). CV es coeficiente

de variacion.

Anédlisis Estadistico

Experimento 1. Durante el estudio de la asociacién entre giardiasis y la
concentracion de zinc corporal, los valores de las concentraciones de zinc en
tejidos al final del bioensayo son descritos como medianas y sus respectivos
rangos intercuartilicos. Los tamafios de muestra utilizados para cada tejido fue:
n = 4 (Giardiasis), n = 4 (Sin giardiasis). Fueron analizados por la prueba U de
Mann-Whitney y la significancia estadistica a p<0.05, usando el paquete
estadistico NCSS (2008).

Experimento 2. Los datos de peso corporal de los ratones en relaciéon a la dieta
experimental aparecen como medianas (rangos intercuartilicos). Se analizaron
con las pruebas de Kruskal-Wallis y la significancia estadistica a p<0.05, en el
paquete estadistico NCSS (2008). Los tamafios de muestras fueron los
siguientes: n =6 (ZnB), n =6 (ZnN), n =7 (ZnA), n = 4 (ZnMA), para cada una
de las dietas.

Experimento 3. Los resultados del peso corporal de los ratones en relacion a la
giardiasis, aparecen como medianas (rangos intercuartilicos). Se trabajaron los
siguientes tamafnos de muestra: n = 12 (Giardiasis), n = 11 (Sin giardiasis), y
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fueron analizados con la prueba U de Mann-Withney y la significancia
estadistica a p<0.05 en el paquete estadistico NCSS (2008).
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RESULTADOS

Experimento 1. Giardiasis y la Concentracién de Zinc en Tejidos

Para el andlisis estadistico de los resultados del experimento, se trabajo con el
tamafio de muestra que aparece en la tabla 6. Se trabajé con pools de ratones
generados a partir del sacrificio de 3 ratones por grupo, de tal manera que en

total se tenia un tamafio de muestra de 4 pools.

Tabla 6. Numero de ratones CD-1 utilizados en el experimento de giardiasis y

concentracion de zinc en tejidos.

Grupo inicial Giardiasis Sin giardiasis
ZnB 1 pool = 3 ratones 1 pool = 3 ratones
ZnN 1 pool = 3 ratones 1 pool = 3 ratones
ZnA 1 pool = 3 ratones 1 pool = 3 ratones

ZnMA 1 pool = 3 ratones 1 pool = 3 ratones
Total 4 pools 4 pools

Tamarfo de muestra considerado al inicio y al final del experimento.

La tabla 7 presenta las condiciones iniciales correspondientes a las
concentraciones de zinc para cada uno de los tejidos de ratones infectados y no
infectados con giardiasis. Para el caso del zinc sérico, se obtuvo una mediana

de la concentracion de 1.2 pg/mL con un rango intercuartilico de 0.7 pg Zn/mL.
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Tabla 7. Condiciones basales del contenido de zinc en tejidos de ratones CD-1.

Muestras Concentracion de Zinc RIQ
n=4 pools/tejido (mg Zn/kg peso seco)
Higado 77.4 16.5
Intestino delgado 116.9 8.8
Testiculos 114.9 8.7
Huesos largos 139.8 18.8
Rifiones 66.4 4.5

Valores expresados como medianas; RIQ, rango intercuartilico.

En la tabla 8 se exhiben los resultados de la concentracion de zinc en los
diferentes tejidos de los grupos de ratones con giardiasis y sin giardiasis a los
treinta dias post-infeccibn. No se observé cambio en las concentraciones de
zinc hepatico entre los grupos infectados y no infectados (p=0.34); mientras que
en el resto de los tejidos se observa una reduccién en la concentracion de zinc
asociada a la infeccion (p<0.05). La mediana que se obtuvo para la
concentracion de zinc sérico fue de 0.83 pg Zn/mL para el grupo de ratones con
giardiasis; mientras que el grupo libre de giardiasis tuvo 1.32 ug Zn/mL, que
resulto ser una diferencia significativa (p=0.03).
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Tabla 8. Comparacion de la concentracion de zinc en los diferentes tejidos entre

los grupos de ratones CD-1 con giardiasis y sin giardiasis al final del ensayo.

Concentracion de zinc (mg Zn/kg peso seco)

Tejidos Giardiasis Sin giardiasis p*
n =4 pools n =4 pools

Testiculos 104.05 (12.3) 128.16 (25.6) 0.029

Higado 81.39 (14.01) 86.55 (24.05) 0.34

Rifiones 57.57 (3.6) 76.97 (6.56) 0.03

Intestino delgado 106.13 (18.3) 136.99 (7.32) 0.028

Huesos largos 108.2 (35.7) 159.8 (22.27) 0.03

Valores expresados como medianas, entre paréntesis rangos intercuartilicos.
*Prueba U de Mann-Whitney, significancia con p<0.05.

Experimento 2. Dieta experimental y Peso Corporal

En un inicio, los ratones seleccionados entre edades de 4 a 5 semanas tuvieron
un peso inicial promedio de 31.9 + 1.8 g. Se midi6 el peso corporal de los
ratones para evaluar el cambio que tuvieron al final del bioensayo. En la tabla 9
se observa que la ganancia de peso es significativa para los grupos de ratones
con dietas normal (p=0.04) y alta en zinc (p=0.02); y aunque en las dietas baja

(p=0.8) y muy alta en zinc (p=0.1) no hubo ganancia significativa, se observé

una tendencia de aumento.
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Tabla 9. Peso corporal de los ratones sujetos a las diferentes dietas
experimentales.

Peso corporal (g)

Dieta Inicial Final AG Valor de *p
ZnB 31 (1.7) 315(4.8° 0.5 p=0.8
n=6

ZnN 32.1 (2.1)° 335(4.8) 1.4 p=0.04
n=6

ZnA 31 (1.3)° 33.5(3.8)¢ 2.5 p=0.02
n=7

ZnMA 30.9 (0.7)° 36.4 (5)" 5.5' p=0.1
n=4

Valores expresados como medianas, entre paréntesis rangos intercuartilicos.
AG, ganancia de peso.

*Prueba de Wilcoxon, significancia con p<0.05.

Comparacion abcd, Kruskal-Wallis, p = 0.2.

Comparacion efgh, Kruskal-Wallis, p = 0.09.

Comparacion ijkl, Kruksal-Wallis, p = 0.02.

Experimento 3. Giardiasis y Peso Corporal

Los resultados de la relacidon entre el peso corporal de los ratones y la
presencia de giardiasis, se incluyeron en la tabla 10. Se observé que en
presencia de la infeccion, la ganancia de peso no fue significativa (p=0.2);
mientras que en el grupo sin giardiasis, la ganancia de peso fue significativa
(p=0.004).
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Tabla 10. Peso corporal de los grupos de ratones infectados y no infectados con
G. lamblia.

Peso corporal (g)

Infeccién Inicial Final AG Valor de *p
Giardiasis 31(1.1)* 316(3.1)° 0.6° p=0.2
n=12 n=12
Sin giardiasis  31.4 (1.7)° 35.7(2.2)¢ 4.3 p = 0.004
n=11 n=11

Valores expresados como Medianas (RIQ, rango intercuartilico). AG, ganancia
de peso.

*Prueba de Wilcoxon, significancia con p<0.05.

Comparacion ab, prueba U de Mann-Whitney, p = 0.2.

Comparacion cd, prueba U de Mann-Whitney, p < 0.01.

Comparacion ef, prueba U de Mann-Whitney, p < 0.01.
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DISCUSION Y RECOMENDACIONES

Experimento 1. Giardiasis vy la Concentraciéon de Zinc en Tejidos

En el trabajo, la giardiasis tuvo un efecto negativo sobre la concentracion de
zinc sérico en los grupos de ratones, 30 dias post-infeccion. Existen varios
estudios en humanos, en los que igualmente se demuestra el efecto negativo
gue tiene la giardiasis sobre los niveles de zinc sérico de nifios (Karakas y cols.,
2001; Ertan y cols., 2002; Demirci y cols., 2003; Abou-Shady y cols., 2010). Se
podria considerar que la giardiasis probablemente representa un factor de
riesgo para la deficiencia de zinc, independientemente del consumo de zinc
dietario. Por otra parte, en estudios en animales de experimentacion, se ha
encontrado un efecto negativo en la concentracion de zinc sérico asociado a
giardiasis en ratones infectados (Quihui-Cota y cols., 2011).

En este estudio se encontré que la giardiasis tiene un efecto negativo
sobre el contenido de zinc en intestino delgado, a los 30 dias post-infeccion. Se
ha reconocido que las enfermedades intestinales como la giardiasis pueden
afectar la absorcion intestinal en el hospedero (O'Loughlin y cols., 1991; Semba
y cols., 2008). A pesar de que en la actualidad se desconoce el mecanismo
exacto por el cual G. lamblia compromete el metabolismo de zinc, existen
ciertas hipoétesis que podrian explicar la disminucion de zinc sérico: a) el dafio
en la mucosa intestinal y microvellosidades derivado de la infeccidon, que podria
conducir a la malabsorcion de zinc con impacto en el zinc sérico, y/o b) de la
posible redistribucién del zinc en circulacién hacia aquellos sitios donde se le es
requerido para los procesos inmunoldgicos en contra de giardiasis (O'Loughlin 'y
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cols., 1991; Scott y cols., 2000), lo cual explicaria también una disminucion del
zinc sérico.

Dicha redistribucién del zinc en circulacion, podria explicar los bajos
niveles en la concentracion de zinc en rifiones, huesos largos y testiculos de
nuestros ratones infectados con G. lamblia. Puede ser que el zinc de estos
tejidos se movilice para suministrar al sistema inmunitario. Sin embargo, en la
actualidad no hay trabajos realizados en relacidbn a esta parte de nuestro
estudio.

La giardiasis no tuvo efecto sobre el contenido de zinc en el tejido
hepatico de los ratones a los 30 dias post-infeccion. El higado representa uno
de los principales sitios de flujo metabdlico del zinc (Lichten y cols., 2009). Si el
mineral se encuentra en constante movimiento debido a su flujo metabdlico en
el hepatocito, esto dificultaria el intento por encontrar un cambio de zinc en este
organo, lo cual podria explicar una ausencia de su cambio entre ratones

infectados y no infectados.

Experimento 2. Dieta experimental y Peso Corporal

En este estudio se observo la relacion entre bajo zinc dietario y bajo peso
corporal en los grupos de ratones CD-1. Se observo que entre menor es la
cantidad de zinc dietario, menor sera la ganancia en peso de los ratones. Las
diferencias que hubo entre los pesos corporales de los diferentes grupos
dietarios, resultaron ser significativas. Estudios en animales, como los de
Blalock y cols. (1988), Shi y cols. (1998), King y cols.(2005), publicaron
resultados similares a los encontrados en este estudio. Ellos encontraron una
disminucién en el peso de los ratones sujetos a dietas pobres en zinc dietario.

Sin embargo, hay estudios en los que la dieta baja en zinc no tuvo ningun
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impacto en la ganancia de peso de los ratones estudiados (Filteau y cols.,
1982). La ausencia de diferencias en este ultimo estudio, puede ser debido a
que ellos realizaron el pesaje de los ratones a los 20 dias post-infeccion.
Probablemente sea un tiempo insuficiente para observar cambios en el peso
corporal de los ratones, en comparacion con el tiempo post-infeccion
transcurrido en este estudio. Por otra parte, existen varios estudios en humanos
gue muestran que la consecuencia de una dieta baja en zinc, puede conducir a
enanismo o retraso en el crecimiento (Prasad y cols., 1963; Brown y cols., 1998;
Ackland y cols., 2006).

Experimento 3. Giardiasis y Peso Corporal

La infeccion por giardiasis presentd un impacto negativo en el peso corporal de
los ratones en este estudio 30 dias post-infecciébn. En estudios como el de
Fraker y cols. (1982), publicaron resultados similares a este trabajo en los que
tripanosomiasis promovia una menor ganancia de peso en los ratones
infectados, en comparacion con los del grupo no infectado a los 10 dias post-
infeccion. De manera similar se encontrd en el estudio de Fiore y cols. (1996),
gue los ratones infectados con S. mansoni mostraban una menor ganancia de
peso en ratones infectados por 8 semanas. Se ha comprobado que las
infecciones parasitarias tienen un efecto negativo sobre la absorcién de
nutrientes como la vitamina A (Long y cols., 2006; Astiazaran-Garcia y cols.,
2010) y un efecto negativo sobre la proteina y energia (Muniz-Junqueira y cols.,
2002). Por ello, podriamos suponer que la giardiasis esta impidiendo la
ganancia de peso de los ratones debido a la malabsorcién de los nutrientes

dietarios.
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Por otra parte, una limitacion en este estudio es la no aleatorizacion de
los grupos de ratones. En futuros estudios, se aconseja seguir los lineamientos
apropiados para conseguir la aleatorizacion en las muestras y poder inferir con
mayor certeza sobre los resultados, sin embargo el analisis de los cambios
confirma los resultados. El hecho de analizar los cambios, ajusta por las
posibles diferencias en los grupos formados no de manera aleatoria.

Sin embargo, la informacién posibilita el estudio de la distribucién y el
comportamiento que tiene el zinc durante el curso de una giardiasis. Por ello se
recomienda la realizacion de estudios incrementando el tamafio de muestra,
para poder seguir explorando el mecanismo que explique los cambios
observados en los niveles de zinc en los tejidos durante el curso de una
infeccién por G. lamblia. Similarmente, los estudios enfocados en la medicion
de los transportadores de zinc, podran proporcionar resultados a nivel celular
mucho mas especificos y certeros, debido a su alta sensibilidad por el zinc.

Ademas, se desconoce si realmente la infeccion esta causando
malabsorcidén del zinc, al ser alojado el parasito en el intestino delgado. Los
estudios posteriores en este respecto, asi como de los transportadores de zinc,
podran contribuir con el conocimiento acerca del metabolismo, distribucion y
movilizacion del mineral en el organismo, ya sea con modelos experimentales o
en humanos. La informacién obtenida puede ser compartida con las autoridades
a cargo de las campafias de fortificacion y de desparasitacion, para asegurar

que la poblacion no se encuentre en riesgo a una deficiencia de zinc.
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CONCLUSION

En el presente estudio se observd que a la giardiasis se le encuentra asociada
con el bajo contenido de zinc en suero, testiculos, rifiones, intestino delgado y
huesos largos de ratones CD-1, a excepcion del tejido hepatico. De igual forma,
se observo un peso corporal en presencia de la misma. Con lo anterior se
puede sugerir que giardiasis representa un factor de riesgo para un bajo nivel
de zinc en tejidos de ratones CD-1. Esta informacion puede contribuir al
conocimiento del estudio del metabolismo del zinc y su comportamiento

fisiolégico ante una infeccion en modelos experimentales.
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