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RESUMEN

En México, la deficiencia de zinc en niflos menores de 5 afos es 27.5%, siendo el
grupo de edad con mayor prevalencia. La biodisponibilidad del zinc en una dieta
habitual de origen vegetal, consumida en México, es baja debido al alto contenido
de &cido fitico. El aumento de la absorcion de zinc en dietas con alto contenido de
acido fitico, podria ser una estrategia eficaz para disminuir la deficiencia de zinc.
Estudios han demostrado que la proteina lactea aumenta la absorcion de zinc, por
lo que en este trabajo estudi6 el efecto del consumo de un suplemento a base de
proteina lactea en la biodisponibilidad de zinc en una comida a base de frijol y
tortilla. Se realiz6 un estudio cruzado, aleatorizado (n=16), con nifios de 24 a 36
meses, quienes durante dos dias recibieron dieta experimental que consistié en 2
tortillas de 30g, 409 de frijol, 20g de jitomate, 25g de nopal y 5mL de aceite vegetal
durante el desayuno, la comida y la cena, con o sin suplemento de proteina lactea
(SPL), del cual ingirieron 79mL en cada tiempo de comida. Las comidas en ambos
grupos se marcaron con 675 pg de Zn® y 675 pg de Zn™. Los sujetos recibieron
una dosis de referencia de 700 pg de zZn® intravenoso. Se midi6 la absorcién
fraccional de zinc (AFZ) y absorcion total de zinc (ATZ) mediante el
enriquecimiento de orina, usando la técnica de relacion de trazador isotépico dual,
medido por ICP-MS. Solamente 14 sujetos completaron el estudio, siendo
eliminados 2 por una aplicacion nula del Zn®. No existi6 diferencia significativa en
el consumo de la dieta experimental entre ambos grupos (P=0.99). La AFZ no fue
diferente entre el grupo suplementado y control (P= 0.726). Mientras que la ATZ
fue de 0.463 y 0.256 mg/dia en el grupo suplementado y el control,
respectivamente, siendo dos veces mayor en el grupo suplementado (P=0.001).
En conclusién, el consumo de una dieta a base de tortilla y frijol junto con un
suplemento de proteina lactea, tiene un efecto positivo en el aumento de la
absorcion total de zinc, promoviendo asi, una mayor biodisponibilidad de este.

(Palabras clave: Biodisponibilidad, zinc, isétopos estables)



SUMMARY

In Mexico, the prevalence of zinc deficiency in children young than 5 years old is
27.5%, it makes them the group of age with the highest prevalence of zinc
deficiency. Bioavailability of zinc from habitual diets plant-based diets consumed in
Mexico is low because the high content of phytate in these diets. Increasing zinc
absorption in diets with a high content of phytate could be an effective strategy to
decrease zinc deficiencies. Studies have shown that whey protein increase zinc
absorption, so that, in this work the effect of consumption of a whey protein
supplement (WPS) on the bioavailability of zinc in habitual plant-based diets was
studied. A crossover, randomized study was performed (n = 16) in children 24 to
36 mo, who for 2 d received test meals, based on 2 tortillas 30g, 40g bean, tomato
20g, 25g and 5mL nopal vegetable oil for breakfast, lunch and dinner, with or
without WPS, of which 79mL ingested in each meal. The meals in both groups
were labeled with 675 pg of Zinc-67 and 675 ug of Zinc-70. The subjects received
700 pg of reference dose Zinc-68 IV. Fractional absorption of zinc (FAZ) and total
absorbed zinc (TAZ) were measuring by urine enrichment, using the technique of
dual tracer isotopic ratio measuring with ICP-MS. 14 subjects completed the study,
2 were eliminated by null application of Zinc-68. There was no significant difference
on the intake of test meals between groups (P = 0.99). AFZ was not different for
the supplemented and control groups (P = 0.726). ATZ was 0.463 and 0.256 mg/d
when the children were supplemented and fed just test meal, respectively, being
twice in the supplemented group (P < 0.001). The consumption of tortillas and
beans with whey protein supplement increased TAZ, improved zinc absorption and
may improved the bioavailability of this.

(Keywords: bioavailability, zinc, isotopes stables)
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.  INTRODUCCION

En México el grupo de edad con mayor deficiencia de zinc (Zn) es el de
nifos menores de 5 afos, siendo esta de 27.5%, por lo que es el grupo con mayor
posibilidad de ser beneficiado. La biodisponibilidad de zinc es baja en una dieta de
origen vegetal, consumida en México por nifios pequefios, debido al alto contenido
de &cido fitico presente en esta dieta. Ha habido algunos intentos para mejorar el
estado nutricional de zinc en la poblaciébn mexicana, pero estas estrategias no han

sido exitosas.

Los alimentos de mayor consumo en la dieta mexicana son el frijol y la
tortilla, los cuales a deméas de tener alta cantidad de &cido fitico, tienen alta
cantidad de zinc, por lo que el aumento de la absorcion de zinc en alimentos de
origen vegetal con un alto contenido de acido fitico, podria ser una estrategia eficaz
para aliviar la deficiencia de zinc en nifilos pequefios. Ademas la ingestion de zinc
puede incrementarse al dar suplementos afiadidos con estos micronutrimentos. El
grupo de Investigacion en Nutricibn Humana de la Universidad Autonoma de
Querétaro (UAQ) ha desarrollado un suplemento dirigido a nifios pequefios, a base
de proteinas lacteas, adicionando con zinc y otros micronutrimentos, y acidos

grasos.

Se ha encontrado que las proteinas lacteas aumentan la absorcién de zinc;
por lo tanto, proporcionar un suplemento basado en proteinas lacteas con
micronutrimentos puede ser una estrategia eficaz para aumentar la

biodisponibilidad del zinc en alimentos de origen vegetal y mitigar dicha deficiencia.

Por lo anterior, el presente estudio tuvo como objetivo determinar la cantidad
de zinc absorbida en una dieta de origen vegetal y la biodisponibilidad de zinc a
partir de un suplemento nutricional basado en proteina lactea, consumido junto con
una dieta de origen vegetal, en nifios preescolares mexicanos de zonas semi-

urbana.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 ZINC COMO NUTRIMENTO INDISPENSABLE

El zinc es un oligoelemento, cation divalente, necesario para la vida de todo
ser humano, se encuentra en segundo lugar de importancia después del hierro por
su concentracion en el organismo, encontrandose en diferentes formas isotopicas,

como se muestra en la Tabla 1.

Hay cuatro formas naturales de is6topos estables de zinc, tres de las cuales
(®"zn, %8zn, y °Zn) estan presentes en concentraciones suficientemente bajas como
para permitir que haya preparaciones enriquecidas con estos isGtopos y realizar
estudios de su absorcién y metabolismo.

Tabla 1. Abundancia Isotdpica del zinc

Isotépo Vida Media Abundancia %
Zn 57 0.04 segundos 0

Zn 64 Estable 48.6

Zn 65 244.26 dias 0

Zn 66 Estable 27.9

Zn 67 Estable 4.1

Zn 68 Estable 18.8

Zn 70 5 x10* afios 0.6

Fuente: Jiménez Antonio, 2008

El zinc tiene funciones estructurales, cataliticas y reguladoras (King y Keen,
2002). Por lo que, este elemento activa y/o conforma a mas de 120 enzimas, como
la nicotinamida adenin dinucleotido deshidrogenasa (NADH), polimerasa de acido
desoxirribonucleico (ADN), nucletidil transferasa, fosfatasa alcalina, superoxido
dismutasa y anhirasa carbonica (Lukaski, 2005; Islam et al., 2013), participando en
la sintesis de acidos nucléicos, metabolismo de lipidos, hidratos de carbono y
proteinas. El zinc contribuye en la supresion de radicales libres en células aisladas,
una vez iniciada la formacion de peroxidos, ya que se requiere junto con el cobre
para que la enzima superoxido dismutasa actle eficazmente eliminando los

aniones superoxidos (Mataix y Llopis, 2005).
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En el sistema nervioso central, el zinc es un producto o cofactor
neurosecretor, el cual se acumula en las vesiculas sinapticas. Se ha visto que los
circuitos neuronales contenedores de zinc se asocian con la memoria, el
comportamiento, las emociones y la funcion cognitiva. Ademas, el zinc podria ser
importante en la neurogénesis, la migracion neuronal y sinaptogénesis; y su
deficiencia podria interferir con la neurotransmision y el desarrollo neurofisiolégico
(Chaigne-Delalande y Lenardo, 2014).

El zinc también juega un rol importante en el sistema inmunolégico pues
ayuda al desarrollo normal de neutréfilos y células asesinas naturales (NK), en la
replicacion celular (crecimiento), formacion de huesos y dientes, da integridad a la
piel, estructura ocular, desarrollo del cerebro, procesos sensoriales y aprendizaje
(Halsted et al., 1974; Chesters, 1978).

A su vez, este micronutrimento, participa en el metabolismo de la vitamina A,
posibilitando la conversion de retinol en retinal y viceversa, ademas de mantener la
integridad de la retina (Parul y West, 1998).

Es un elemento clave para la regulacion, activacion y union de ciertos
factores de transcripcion, a través de su participacion como dedo de zinc. Estas
protrusiones en forma de dedo unen los factores de transcripcibn a su blanco

logrando secuencias especificas de pares de bases del ADN (Cousins et al., 2006).

Las concentraciones mas altas de zinc se encuentran en la piel, cabello,
ufias, retina y tejidos gonadales del varon, ya que se requiere en la division y
proliferacion celular, por ende, aquellas células con rapido recambio, como las de la
mucosa intestinal, dependen del estado nutricio de zinc para su correcto
funcionamiento. Se ha visto que, la administracion de zinc mejora la permeabilidad
intestinal en nifios con diarrea aguda o persistente (Lopez et al., 2010; Mataix y
Llopis, 2005).



2.2 ABSORCION Y METABOLISMO DE ZINC

Existen factores extrinsecos e intrinsecos que impiden la adecuada
absorcion de zinc, siendo los factores extrinsecos la causa mas frecuente de la
deficiencia de zinc en México, debido a la dieta alta en maiz y frijol y pobre en
alimentos de origen animal, considerandose como una dieta a base de alimentos de
origen vegetal (Rosado, 1998; Lépez et al., 2005); mientras que los intrinsecos
estan relacionados con alteraciones en el organismo (Gutiérrez et al., 2012).

La mayor parte de zinc se absorbe en el intestino delgado, especialmente en
el duodeno distal y el yeyuno proximal, oscilando su absorcion entre el 20% vy el
50%, esto se debe al tipo de dieta y la edad de cada individuo, ya que tiende a
disminuir con la edad (Wood et al., 1995; Matix y Llopis, 2005). Sin embargo,
Hambidge y colaboradores en el 2006, hallaron que la absorcion de zinc es similar
en nifios de 4 meses que en adultos, cuando es ajustada por el largo del intestino.

El intestino delgado desempefia un papel central en el metabolismo y la
homeostasis del zinc en todo el cuerpo. Siendo la absorcién exdgena de zinc y la
conservacion intestinal endégena de zinc los 2 mecanismos principales que regulan
la homeostasis del zinc en el cuerpo, manteniendo y restableciendo el equilibrio de
este (Hambidge et al., 1998; Lépez et al., 2010; Pechin, 2012).

Existen dos procesos que participan en la absorcién de zinc, el transporte
activo (saturable) y la difusion pasiva (no saturable). El mecanismo saturable es
mediado por transportadores dependientes de la ATPasa y Na-K, funciona mas
eficientemente cuando las concentraciones de zinc en la luz intestinal son bajas y el
mecanismo de difusion pasiva depende de las concentraciones del metal. El zinc se
encuentra generalmente unido a aminoacidos y pequefios péptidos, los cuales
liberan a este ion en las proximidades de las vellosidades para que puedan ser
absorbidos (King y Keen, 2002).

El ser humano tiene al menos 14 trasportadores de zinc, que regulan su

entrada y salida de las células, agrupados en 2 familias: ZnT (Zinc Transportador) y
4



Zip (Zinc/Hierro Transportador). Estas proteinas parecen tener funciones opuestas,
el ZnT reducen el zinc intracelular favoreciendo su salida de la célula o
almacenandolas en vesiculas intracelulares (El ZnT7 secuestra el Zn en vesiculas),
mientras que las proteinas Zip aumentan las concentraciones intracelulares
promoviendo la entrada del zinc extracelular o liberdndolo desde las vesiculas de
almacenamiento, como se muestra en la Figura 1 (Pechin, 2012). Se ha visto un
incremento del ZIP4 en la deficiencia de zinc y disminucidn en situaciones de
normalidad (King y Keen, 2002; Mataix y Llopis, 2005).

\) PLASMA
CELULA INTESTINAL

D

Fransportadora
n

de Z
Transportadora
de Zn
AminoacidoZn
.|
® . : Zn
L
- Vesicula C)
® Albumina
- Metaloproteina
-
Transportadora
Transportador, de Zn b

de Zn

Tioneina H "{"“{\{-T~

Figura 1. Transporte de Zinc. llustra los componentes que participan en las células intestinales y en
sangre para llevar a cabo el transporte de zinc. Zip de color azul, ZnT de color rosa.
Fuente: Galiano, 2004.

Una vez en el interior de la célula, el zinc puede ser capturado por tioneinas,
convirtiéndose asi en metalotioneinas (MT) (Figura 1). La MT contiene 20 cisteinas
y pueden ligar 7 atomos de zinc por molécula, formando grupos Zn-tioneina (Maret,
2003). Las MT participan en el ingreso, transporte, y regulacion de zinc,
transportandolo hasta el extremo basolateral de las células enterohepaticas para su

paso a la sangre.



El MT es rapidamente inducido al higado, rifién, pancreas e intestino durante
la exposicion de altas dosis de metales pesados, principalmente zinc y cadmio,
evitando asi una absorcion excesiva de estos metales. También puede ser inducida
por la interleucina 6 (IL-6) y glucocorticoide, al existir una situacion inflamatoria
(Mataix y Llopis, 2005). No obstante se ha visto, que la concentracién de MT esta
sujeta a cambios en la ingestion de zinc, las dietas altas en acido fitico disminuyen
la MT en los eritrocitos (Cheng et al., 2012).

Una vez que el zinc es absorbido por los enterocito, es liberado de las
células intestinales en los capilares mesentéricos, transportandose por la sangre a
diferentes tejidos, principalmente el higado, seguido del hueso, piel, rifion y timo. En
la sangre el zinc es trasportado en un 57% por albumina, un 40% por a-2
macroglobulina, y sélo un 3% por aminoacidos, generalmente histidina y cisteina.
La concentracion plasmatica de la albumina puede determinar su absorcion, ya que
afecta la proporcion de cationes trasferido desde los enterocito, habiendo una parte
importante del zinc en ellos (Hesse et al., 2007).

Cerca del 30 al 40% del zinc que entra en el sistema portal es extraido por el
higado, donde se han identificado diversos trasportadores, como son: Zipl10, ZnT1,
ZnT5, ZnT6 y ZnT7 (Pechin, 2012); este pool de zinc es subsecuentemente

liberado a la sangre (Hambidge et al., 1986).

En un estudio (King et al., 2001), usaron is6topos estables (°*zny °zn) y
determinaron la existencia de tres compartimentos, el pool rapidamente, lentamente
y muy lentamente intercambiable. El rapidamente intercambiable representa menos
del 10%, el cual comprende de los eritrocitos y parte del higado. El pool lentamente
intercambiable esta representado por los huesos y la porcién restante del pool
hepatico movilizable. El pool muy lentamente intercambiable comprende el musculo

esquelético y 6rganos como piel, timo y corazén, como se muestra en la Figura 2.

De acuerdo a Jackson en 1989, aproximadamente el 60% del zinc en el
cuerpo humano se encuentra en el musculo esquelético, 25% en hueso, 8% en piel

y pelo, 5% en higado, mientras que so6lo una parte muy pequefia (menor al 0,1%)



corresponde al plasma (Figura 2), de suerte que, hay aproximadamente 3.5 mg de
Zn en plasma (Rosado, 2005; Pechin, 2012).
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Figura 2. Modelo de los compartimentos del metabolismo del zinc
Fuente: Modificado de King et al., 2001; Rosado, 2005; Pechin, 2012

De modo que, el zinc absorbido, entre 3.3 y 4.9 mg/dia, pasa por el plasma,
el flujo hacia afuera del mismo debe ser rapido para mantener una concentracion
constante (Pechin, 2012).

El zinc que se excreta en la orina es solo una fraccion de lo que se excreta
en la heces; el zinc también se excreta por descamacion de las células epiteliales,
sudor, semen, crecimiento del cabello, ufias y menstruacion. En condiciones
normales la excrecién urinaria es pequefia, aunque se puede incrementar de modo
importante en las enfermedades que dan lugar al catabolismo protéico o proteinuria
por deficiencia renal (Mataix y Llopis, 2005; Rosado, 2005).

2.3 REQUERIMIENTOS DE ZINC

El requerimiento fisioldgico promedio de zinc, se define como la cantidad de

zinc que debe ser absorbido para contrarrestar las pérdidas de zinc tanto a nivel
{



intestinal como de otros sitios (orina, pérdidas por piel, cabello, ufias y sudor, y en
adolescentes y adultos, semen y menstruacién). En nifios también hay que afiadir

la cantidad de zinc usada para el crecimiento (Lopez et al., 2010).

A partir de la estimacion del requerimiento fisiolégico, se calcula el
requerimiento estimado promedio (REP), que representa el requerimiento dietario
promedio o el nivel de ingesta mediante el cual el 50% de la poblacion cubre sus
requerimientos fisiologicos. Finalmente, debido a que los requerimientos varian
entre individuos, se fija la ingestién diaria recomendada (IDR) a 2 DE del REP,
asegurando que la gran mayoria de la poblacién (97.5%) cubran su requerimiento
fisiol6gico (Lopez et al., 2010).

Se ha visto que los requerimientos de zinc en nifios con bajo peso al nacer
son mayores que en aquellos nifios con peso normal, y la capacidad de absorcion
en estos nifios parece ser limitada (Hambidge et al., 2006). La siguiente tabla

enlista la ingestion diaria recomendada (IDR) para la poblacion mexicana.

Tabla 2. Ingestion diaria recomendada del zinc

Grupo de edad Sexo IDR (mg/dia)
Infantes

7-12 meses My F 3.82
Nifios menores

1-3 afios My F 4.0%
4-8 afios My F 6.5
Nifios mayores y adolecentes

9- 13 afios M 11.6
9- 13 afios F 11.6
14-18 afios M 13.9
14-18 afios F 12.2
Embarazo F 14
Lactancia F 16
Adultos

19 < afios M 11
19 < afios F 12

a Ingestion diaria sugerida (IDS)
Fuente: Rosado, 2005



En cuanto a la toxicidad por zinc, se ha visto que es poca, existiendo pocos
datos. Se ha calculado que una dosis aproximada de 1 a 2 gramos de sulfato de
zinc (entre 225 y 450 mg de zinc) podria ser toxica (Rosado, 2005), causando dolor
de cabeza, nauseas y vomitos y diarrea; también se ha reportado que una dosis de
300 mg/ dia de sulfato de zinc durante 6 semanas disminuye la respuesta inmune y
la concentracion de colesterol HDL (Rosado, 2005; Mataix y Llopis, 2005).

2.4 EVALUACION DEL ESTADO DE ZINC

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), la Asociacién Internacional de
Energia Atomica (IAEA), y el Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia
(UNICEF) sefialan que los indicadores en poblacién para evaluar el estado
nutricional del zinc y detectar deficiencia de este son evaluaciones bioquimicas,
dietéticas y funcionales (Benoist et al., 2007); el conjunto de los tres nos
proporciona una mejor estimacion del riesgo a deficiencia de zinc en una poblacién.
Siendo zinc sérico uno de los biomarcadores mas disponibles para detectar
deficiencia de zinc en la poblacion (Benoist et al., 2007; Lopez et al., 2010), se
considera en riesgo cuando existe una prevalencia mayor al 20% en la poblacién
(Hesse et al., 2007), en México tenemos una prevalencia de 27.5% en nifios

menores de 5 afnos.

La limitante mas importante para el uso de suero es que la concentracion de
zinc en la sangre esta finamente regulada por un mecanismo de homeostasis, lo
gue hace que, aun durante episodios largos de restriccion de zinc en la dieta, no
exista cambio de la concentracion zinc en la sangre (Maywald y Rink, 2014). Por lo
gue el diagnéstico de deficiencia usualmente requiere una combinacion de la
deteccion de bajas concentraciones de zinc en células, fluidos o tejidos (Ej.
eritrocitos, leucocitos, plaguetas, saliva, cabello o ufias) y/o una elevada excrecion
de zinc en orina. Se ha establecido un criterio de concentracion adecuada en suero
por arriba de 65 pg/dL para muestras tomadas en ayunas (Rosado, 2005; Mataix y
Llopis, 2005).



La talla para la edad es la prueba funcional mas conocida para asociar con
deficiencia de zinc, es ampliamente utilizado en salud publica. (Benoist et al., 2007).
En México la prevalencia de retraso en el crecimiento es de 13.6% (ENSANUT,
2012); el aumento en la talla para la edad es la primera respuesta al aumento de la

ingestion de zinc (Benoist et al., 2007).

La deficiencia de hierro puede ser un factor de deteccion para una posible
deficiencia de zinc debido a que muchos de los mismos factores dietéticos que
afectan el estado del hierro se espera que influyan similarmente en el estado de
zinc (Lopez et al., 2005).

2.4.1 PARAMETROS QUE AFECTAN LAS CONCENTRACIONES DE ZINC

Deben evaluarse otros indicadores que permitan determinar si existe un

proceso inflamatorio o infeccioso que afecte el estado de zinc.

La Helicobater pylori, bacteria espiral, gramnegativa que habita entre el
mucus Y la superficie del epitelio gastrico, esta vinculada con la mala nutricion de
micronutrimentos. Aunque la absorcion de estos no tiene lugar en el estbmago, este
organo contribuye al proceso, por medio de la secrecidon de acido clorhidrico y
enzimas, la cual disminuye hasta un 50%, aumentando el pH intragastrico como
resultado de una gastritis infecciosa, por lo que no se liberan los micronutrimentos

de la matriz de los alimentos, ni se mantienen solubles los minerales esenciales.

Su presencia en la mucosa estomacal activa la respuesta inmune e
inflamatoria al estimular la produccion de citocinas por las células epiteliales,
originando un proceso inflamatorio crénico (Cruz Tamayo et al.,, 2010). La
prevalencia de Helicobacter pylori es de aproximadamente 40% en los paises
desarrollados y de 80 a 90% en paises en desarrollo (Castillo-Juarez et al., 2009).

La reaccion inflamatoria aguda, son una respuesta inespecifica del
organismo a las agresiones infecciosas, traumaticas, inmunolégicas y malignas,

generando una redistribucion del zinc corporal mediante mecanismos celulares
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complejos, encontrandose bajo el zinc plasmaticos (Ross, 1999). Durante este
proceso, los macréfagos segregan tres citocinas pro-inflamatorias, las interleucinas
1y 6 (IL-1yIL-6) y el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa) (Couderc et al., 2004;
Mataix y Llopis, 2005). Estas citocinas, elevan la concentracion de la proteina C
reactiva (PCR) y la seroproteina alfa-1-glicoproteina acida (AGP), siendo los
marcadores de eleccidn para la busqueda de un estado inflamatorio (Couderc et al.,
2004).

La concentracion de PCR aumenta de 300 a 1000 veces en un lapso de 2 a
4 horas, y la AGP aumenta de 2 a 4 veces en un lapso de 2 a 4 dias; alcanza su
maxima concentracién hasta 24 horas después de la estimulacion por IL-6 (Pita,
2010).

2.5 DEFICIENCIA DE ZINC EN EL MUNDO

Las deficiencias de cualquier nutrimento pueden deberse a una disminucién
en la ingestion del mismo, a un aumento en las necesidades del organismo en
periodos de crecimiento rapido, por malabsorcion, o bien, a una disminucién en la
biodisponibilidad del nutrimento (Rosado, 1998; Lopez et al., 2010).

La carencia de micronutrimentos como el zinc, hierro y vitamina A, son los de
mayor prevalencia en todo el mundo, principalmente en paises en desarrollo,
siendo reconocidas como una causa mundial de morbilidad y mortalidad (Jones,
2003; Grupo Internacional de Zinc Nutricion Consultivo (IZINCG), 2004; McLean et
al., 2007).

La consecuencia de estas deficiencias es una carga importante para el
Sector de Salud Publica (The World Bank, 2006). Existen mas de 450 000
defunciones en el mundo por deficiencia de zinc (UNICEF, 2010) en nifios
preescolares.
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Se ha visto que el 89% de los nifios menores de 5 afios, viven en éreas con
riesgo de deficiencia de zinc, siendo clasificadas estas areas por la prevalencia de
retraso en el crecimiento y una adecuacion de zinc absorbible en la dieta de cada
pais (WHO, 2009).

2.6 DEFICIENCIA DE ZINC EN MEXICO

Los resultados de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion del 2006
muestran prevalencias nacionales elevadas de deficiencia de hierro (26%), zinc
(27.5%) y anemia (23.3%), y prevalencias de moderadas a bajas de vitamina B12
(7.7%) y acido folico (3.2%) en nifios menores de 5 afios, una etapa critica para el
crecimiento y el desarrollo neurolégico y cognitivo (Shamah-Levy et al.,, 2012;
Gutiérrez et al., 2012).

2.7 CONSECUENCIAS DE LA DEFICIENCIA DE ZINC EN LA SALUD Y

FUNCIONALIDAD

La deficiencia de zinc en nifios pequefios de comunidades rurales en México
se debe principalmente, a la baja biodisponibilidad en la dieta habitual de este

micronutrimento (Rosado, 2005).

Cabe destacar que las consecuencias funcionales y/o clinicas de la
deficiencia de zinc aparecen antes de que los niveles en plasma y/o en algun otro
tejido se vean disminuidos (Rosado, 1998). Dicha deficiencia estd asociada con
consecuencias importantes en la salud y la funcionalidad de los individuos,
especialmente durante las primeras etapas de la vida. (Salguiero et al., 2004;
Abdollahi et al., 2014)
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Se ha visto que las deficiencias funcionales de zinc aparecen mucho antes
que las deficiencia clinicas, ocasionando un retraso en el crecimiento lineal, efecto
negativo en la sensibilidad sensorial, especialmente en la capacidad para detectar
sabor, disminucion en el apetito, ceguera nocturna, deficiencia en el desarrollo
neurocognitivo de los nifios, disminucion en la respuesta inmune y efectos
negativos en la funcion intestinal. (Salqueiro, 2004; Rosado et al., 2005; Mataix y
Llopis, 2005).

En los niflos con deficiencia de zinc, pueden presentarse diversas
adaptaciones que contribuyen a incrementar las necesidades de zinc, lo cual
incluye a un aumento en la capacidad de absorcion intestinal, aumentando los
trasportadores de zinc, habiendo una disminucion en las pérdidas endoégenas o0 en
la redistribucién de zinc en los tejidos. (King y Keen, 2002; Cousins et al., 2006;
Pechin, 2012).

El zinc es esencial para el desarrollo normal y funcional en la inmunidad
innata (neutrdfilos, células asesinas naturales (NK)), ya que el zinc es parte
integrante de la timulina, una molécula de la hormona del timo. Por lo que, la
deficiencia de zinc induce el descenso en la actividad timulina, asociada con la
maduracion y la diferenciacion de células T, afectado asi el crecimiento y/o funcion
de los macréfagos, la fagocitosis, produccién de citocinas y los linfocitos T y B,
resultando en mayor generacién de citocinas inflamatorias, IL-1b, IL-6, IL-8 y TNF-a
(Prasad, 2009).

Se ha visto que el zinc interfiere con el cobre y crea anemia por deficiencia
de cobre, generando alteraciones gustativas (sabor metalico), dolor de cabeza,

nauseas, vomito (Mataix y Llopis, 2005).

Sandsteard y colaboradores en 1998 realizaron un estudio, en el cual daban
diferentes suplementos juntos con una dieta habitual, teniendo 3 grupos, el primer
grupo consumio un suplemento de vario micronutrimentos excepto zinc, el segundo
consumié Unicamente zinc y el tercer grupo consumidé zinc mas otros

micronutrimentos, encontraron que el grupo que recibié zinc con micronutrimentos
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presentd una mejora significativa en la memoria de reconocimiento, el
razonamiento y la funcién psicomotora en comparacion al grupo que solo recibié

suplementacién con zinc y el que recibié micronutrientes.

Sin embargo, un error raro y hereditario del metabolismo del zinc provee un
ejemplo de lo que sucede en un humano con deficiencia severa. En esta condicion,
llamada Acrodermatitis enteropética, los signos clinicos incluyen dermatitis,
alopecia, anorexia, retardo de crecimiento, pérdida de peso e infecciones
recurrentes. Adicionalmente, méas de la mitad de estos nifios también tienen diarrea
intermitente, los sintomas desaparecen al administrar grandes dosis de este (Lépez
et al., 2010).

2.8 ESTRATEGIAS

Se necesitan de estrategias eficaces para atender la deficiencia de zinc en
los nifilos mexicanos, ya que como se ha visto, es un importante problema de salud
publica. Existen tres estrategias de intervencion nutricional para controlar la
deficiencia de zinc en poblaciones. Estas son la suplementacion, la fortificacion y la
modificacion y/o diversificacion alimentaria, no siendo excluyentes unas de otras
(Lépez et al., 2010).

Ha habido algunos intentos para mejorar el estado nutricional de zinc en la
poblaciébn mexicana. La Secretaria de Salud Publica desde 1999 recomendoé la
adicién en 20 mg/kg de zinc (6xido de zinc) en harina de trigo y maiz, pero la
estrategia incluye solo la harina industrializada; este tipo de harina no alcanza a la

mayoria de la poblacién en riesgo (Rosado et al., 1999)

Otra estrategia, es la del Programa Nacional llamado Oportunidades, el cual
tiene como objetivo la lucha contra la pobreza, en el cual, proporcionan un
suplemento alimenticio, en forma de papilla (NUTRISANO®) para nifios de 6 a 23
meses, con sobres de sabor chocolate, vainilla y platano, que aportan el 100% de
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los micronutrimentos requeridos y el 20% en promedio de las necesidades
caldricas, el cual esta siendo suplido por micronutrimentos en polvo (VITANINO®)
dirigido a nifios de 24 a 59 meses de edad. Se evaluo el impacto de NUTRISANO®
en el estado nutricio de zinc y hierro, este fue un estudio longitudinal que duro 6
meses, con niflos de 12 a 24 meses de zonas rurales, en el cual, no se encontré
diferencia significativa en las concentraciones sanguineas de hierro y zinc entre los

nifios que consumieron la papilla y los que no (Rosado et al., 2011).

Entre los beneficios que otras investigaciones han mostrado al suplementar
con zinc, se pueden mencionar la reduccién de efectos desfavorables de las
enfermedades infecciosas hasta en una tercera parte (Black, 1998), una
disminucién de 34% en la incidencia de diarrea (Long et al., 2006). Teniendo efecto
positivo tanto en las infecciones bacterianas como virales, ya que la deficiencia de
zinc afecta la inmunidad mediada por células, ademas de reducir la produccién de
anticuerpos (Prasad, 2000).

No obstante, un reciente meta-andlisis muestra que la suplementacién
preventiva con zinc reduce en un 27% la incidencia de diarrea en nifios de paises
en vias de desarrollo, disminuyendo también la incidencia de infecciones
respiratorias agudas, reduciendo la incidencia de neumonia e infeccién respiratoria

aguda en aproximadamente un 15% de los nifios (Lopez et al., 2010).

2.9 ZINC EN LOS ALIMENTOS

Las fuentes mas importantes de zinc en los alimentos, son las carnes de res,
cerdo y cordero, las cuales contienen una mayor cantidad que el pescado. La carne
oscura de pollo contiene méas cantidad de zinc que la carne blanca (Evert, 2011).
Las frutas, verduras, cereales integrales, germen de trigo, levaduras, oleaginosas y
leguminosas, aportan cantidades considerables de este micronutrimento, sin

embrago su biodisponibilidad es baja, porque el zinc en la proteina vegetal no es
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tan biodisponible como en la proteina animal, ya que el zinc muestra mayor afinidad

por las proteinas animal (Gibson, 1994).

Se ha visto que la densidad promedio de zinc de los alimentos consumidos
en paises en vias de desarrollo, es mas baja que la recomendada (FAO/OMS,
2003). El suministro de proteinas para los hogares mexicanos con bajo ingreso
viene del consumo de cereales, seguido del de verduras y leguminosas. En los que
tienen mas alto ingreso, la principal fuente de proteinas radica en el consumo de
carnes y en segundo lugar en el de cereales (Martinez y Villezca, 2003); por lo que
los hogares mexicanos con bajo ingreso estdn aun mas riesgo de padecer
deficiencia de zinc, siendo su dieta monétona, desequilibrada y muchas veces

insuficiente, mas por obligacion que por eleccion (Uauy, 2007).

2.10 BIODISPONIBILIDAD DE ZINC EN LA DIETA

La biodisponibilidad se da, cuando un nutrimento se digiere, absorbe y se
utiliza para sus funciones fisioldgicas. Esta biodisponibilidad puede variar entre 0%
y 100%, por diversos factores: concentracion, tipo de nutrimento, interaccion,
estado nutricio de la persona, entre otros. Un nutrimento con baja biodisponibilidad
es excretado inmediatamente después de ser absorbido, por lo que la

biodisponibilidad la podemos definir como la absorcion menos la excrecion.

Como resultado de los procesos digestivos y secreciones endogenas, el zinc
es liberado del alimento, encentrandose de distintas formas en el lumen intestinal.
El zinc libre forma complejos con ligandos tales como aminoacidos y &cidos

organicos (Pechin, 2012).

Como se menciono anteriormente la mayor parte del zinc se absorbe en el
duodeno distal y el yeyuno proximal con un porcentaje de absorcion del 20 al 50%
segun el tipo de dieta (Mataix y Llopis, 2005); en promedio una dieta mexicana
contiene de 1200 a 1900 mg de acido fitico (Cherry et al., 1989; Rosado, 1998), lo

cual ocasiona una disminucion en el porcentaje de absorcién del zinc. A mayor
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consumo de acido fitico menor el porcentaje de absorcion de zinc (Sandstrom et al.,
1987; Nagel, 2010; Hambidge et al., 2010). También se ha visto una disminucién de

MT con dietas altas en acido fitico (Rosado, 2005).

Para identificar la cantidad de zinc absorbida en la dieta, se mide la
absorcién fraccional de zinc con isétopos estables. Se denomina “isétopos” a las
diversas formas de un elemento quimico que se diferencian en el nimero de

neutrones de su nucleo y, por tanto, en su masa atémica.

Existen varios is6topos estables para un mismo atomo, como lo es el zinc
(®'zn, %8zn, ™zn). Esto permite llevar a cabo estudios méas especificos al
administrar dos 0 mas especies simultaneamente y estudiar la absorcién y/o el
tamafio de las pools intercambiables, asi como su comportamiento en diferentes
matrices alimentarias enriquecidas con nutrimentos. Se miden por medio de
espectrometria de masas de conductividad acoplado (ICP-MS por sus siglas en
ingles, Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) (Valencia, 2009). La
medicion de los cambios en todo el cuerpo por enriquecimiento con isétopos es
imposible, pero se han desarrollado y validado técnicas para cuantificar relaciones
entre isétopos estables tanto en sangre, como en orina y heces (Solomons y
Cousins, 1984).

Con esta técnica, podemos ver la diferencia neta entre la secrecién y
reabsorcién, midiendo el zinc endégeno excretado en las heces (se mide absorcidon)
o determinar la relacion del enriquecimiento en la orina de un trazador oral con un
segundo trazador via intravenosa, util para calcular el balance de zinc y la retencion
(midiendo biodisponibilidad) (Hambidge et al., 1998).
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2.11 EFECTO DE LAS PROTEINAS Y OTROS NUTRIMENTOS EN LA

DISPONIBILIDAD DE ZINC

La absorcion intestinal del zinc depende de varios factores, en particular de
su concentracion en la dieta y de la presencia de sustancias que interfieran con su
absorcion, como el acido fitico (hexafosfatos de inositol), el cual es la forma
principal de almacenamiento de fosforo en muchos vegetales; esta sustancia
bloquea la disponibilidad de fésforo, asi como de otros minerales, tales como calcio,
magnesio, hierro y zinc. Como se menciono anteriormente, la dieta consumida en
México contiene cantidades elevadas de tortilla y frijol, de los cuales se sabe que
tiene un alto contenido de &cido fitico. El &cido fitico se localiza en la fibra del maiz
y en las paredes celulares del frijol, siendo el mayor inhibidor de la absorcion del
zinc debido a la formacion de quelatos insolubles (O’Dell et al., 1964; Forrellat,
2004; Hambidge et al., 2010; Hurrell y Egli, 2010). El acido fitico influye en la
absorcién exdgena de zinc y en la reabsorciéon de zinc endbgeno, existiendo una
mayor preocupacion para las poblaciones que tienen una relacion molar en la dieta

de &cido fitico:zinc superior a 15:1 (Hambidge et al., 1998).

El acido fitico no solo toma minerales importantes, también inhibe las
enzimas que necesitamos para digerir los alimentos, como la pepsina, amilasa y
tripsina (Nagel, 2010).

El calcio y otro iones incrementan los efectos adversos del acido fitico
(Mataix y Llopis, 2005), mientras que la proteina animal ha demostrado

contrarrestar el efecto inhibidor de fitato en la absorcion de zinc (Lénnerdal, 2000).

Existen otros factores que interacttan con el zinc, inhibiéndolo o
potencializandolo (Hambidge et al., 1998). El cobre y el cadmio compiten con el
zinc para los sitios de union en la metalotioneina (Yu et al., 2008), sin embargo se
ha visto que la ingestién de cobre y cadmio no interfieren con la absorcion de zinc
cuando estos se asemejan al IDR (Lénnerdal, 2000).
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Existe la preocupacion acerca de las posibles interacciones negativas entre
el hierro y zinc debido a la union competitiva de transportador de metales divalentes
1 (DMT1) y Zip 14 transportador, sin embargo no se han observado interaccion
negativa cuando estan presentes en leche materna o leche de vaca (Olivares et al.,
2012). Hay evidencia de que la absorcibn de zinc no se ve afectada por la
expresion reducida de DMT1 (Tandy et al., 2000). También se ha encontrado que al
disminuir los CTR1 (transportador de cobre) disminuye la absorcion de hierro y zinc
(Arredondo et al., 2006), postulandose como una via comun para la absorcion,
diferente de la DMT1, localizada en la membrana apical de la célula intestinal
(Yamaiji et al., 2001; Abd Rashed, 2011). Se ha demostrado que la transferrina, el
principal transportador de hierro en plasma, también puede unirse al zinc. Ademas,
parece ser que el zinc es capaz de bloquear la capacidad de almacenamiento de

hierro de la ferritina (Olivares et al., 2012).

Berzin y Bauman (1987) propusieron que la vitamina A podria estimular la
sintesis de los transportadores de zinc. La adicién de 1,25 dihidroxi vitamina D3
pudo beneficiar la absorcidon de zinc en cultivos de células intestinales y en intestino
de pollos, incluso mejorar la eficacia de las fitasas, pero no esta claro cual es el
mecanismo (Pechin, 2012).

Se ha visto que la absorcion de zinc fraccional aumenta de forma lineal al
aumentar el contenido de proteinas (Lonnerdal, 2000) como las lacteas (Rosado et
al., 2004) en especial la proteina de suero, aumentando la absorcién de zinc
(Davidsson et al., 1996; Echarri, 2012).

Las proteinas mas comunes en la leche son caseina y proteina de suero de
leche (Oliveira, 2005; Andersen et al., 2006). Estas dos proteinas de la leche son
fuentes excelentes de todos los aminoacidos esenciales. Se ha encontrado que el
suero de leche es una proteina de digestion rapida (con un rapido aumento en
aminoéacidos plasmaticos, presente por 30 minutos en el yeyuno) y la caseina es
una proteina de digestioén lenta (liberacion lenta pero constante de aminoé&cidos,
presente de 1 a 2 horas en el yeyuno) (Lonnerdal y Lien, 2003; Oliveira, 2005),
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desde 1978, Smith y colaboradores observaron que el tiempo méaximo de absorcion
de zinc se da en los primeros 40 minutos (Smith et al., 1978), posteriormente la
absorcion disminuye, debido a que ha alcanzando su equilibrio y hay una menor

absorcién del intestino (Yu et al., 2008).

La caseina de la leche de vaca esta formada por aS1, aS2, B y k caseina
mientras que la caseina humana contiene sobre todo B-caseina y un poco de k-
caseina (Baro et al., 2001). Tanto que el suero esta formado por a-lactoalbamina,
B-lactoglobulina, lactoferrina, lactoperoxidasa, inmunoglobulinas,

glicomacropéptidos y una gran variedad de factores de crecimiento.

Los péptidos que se producen mediante hidrélisis in vitro o in vivo de la
proteina a-lactoalbumina, captan minerales (cationes divalentes) aumentando la
absorcién de zinc (Kelleher et al, 2003). La proteina a-lactoalbumina se encuentra
en la leche de vaca en una concentracion de 1 a 1.5 g/L, siendo aproximadamente
el 3,4% de las proteinas totales; esto afecta de manera positiva la absorcion de zinc
(Drago y Valencia, 2004).
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I1l. JUSTIFICACION

La absorcion del zinc en dietas de origen vegetal, consumida en México es
baja debido al alto contenido de acido fitico. Se ha encontrado que las proteinas
lacteas aumentan la absorcion de zinc, por lo tanto, proporcionar un suplemento
basado en proteina lactea (SPL) con micronutrimentos puede ser una estrategia
eficaz para aumentar la biodisponibilidad de zinc en alimentos de origen vegetal y
aliviar las deficiencias de zinc, por lo tanto se va a evaluar la biodisponibilidad de

zinc en una dieta de origen vegetal con un SPL.

V. HIPOTESIS

La biodisponibilidad de zinc en una dieta de origen vegetal consumida con un

suplemento a base de proteina lactea es mayor que sin el suplemento.

V. OBJETIVO

Determinar el efecto de la adicion de un suplemento a base de proteina
lactea en la absorcion de zinc de una dieta de origen vegetal, en nifios 24 a 36

meses de edad.

VI. METODOLOGIA

6.1 DISENO DEL ESTUDIO

Estudio cruzado y aleatorizado que se llevé a cabo mediante la colaboracién
entre el Centro de Ciencias de la Salud de la Universidad de Colorado (UCHSC por
su siglas en inglés, University of Colorado Health Sciences Center) y la Universidad
Autonoma de Querétaro (UAQ).
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6.2 LUGAR Y POBLACION DE ESTUDIO

El estudio se realiz6 con 16 nifios de 24 a 36 meses residentes de la
localidad semi-rural de Fuentezuelas, en el municipio de Tequisquiapan, Querétaro,
México.

6.2.1 TAMANO DE MUESTRA

El tamafio de muestra se calculé a partir de los datos de la absorcidon
fraccional de zinc (AFZ) de un estudio previo (Conde, 2008). Se consider6 una
desviacion estandar de 0.05, una diferencia entre medias de 0.045, un error alfa del
0.05, y un poder estadistico de 90. Teniendo un tamafio de muestra de 16 sujetos,

considerando una posible deserciéon del 10%.
6.2.2 CRITERIOS DE INCLUSION

Se incluyeron en el estudio los nifios (as) que cumplieron con los siguientes

criterios:

e Nifos (as) entre 24 y 36 meses de edad

e IMC/Edad z-score de >-2a<+2

e Consumo habitual de tortilla, leche y frijoles
e Tolerantes a la leche

e Firma consentimiento informado

6.2.3 CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluyeron del estudio a los nifios (as):

e Que se encuentren siendo amamantados

e Con un mal control de esfinter

¢ Presente reflujo

e Que hayan tomado algun suplemento de vitaminas y minerales como

tratamiento nutricional en los Ultimos 3 meses
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6.2.4 CRITERIOS DE ELIMINACION

Se dieron de baja a los nifios que presentaron los siguientes criterios de

eliminacion:

e Que presentaran un criterio de exclusion durante el estudio o que por

alguna razon no deseen continuar participando en el estudio.

e Elinvestigador decida que el sujeto no puede continuar en el estudio.

e Que abandonaran el estudio voluntariamente.

e Que tengan una aplicacién nula de alguno de los 3 isétopos (¢'Zn,

®%Zny °zn).

6.3 CARACTERISTICAS DEL SUPLEMENTO Y DIETA EXPERIMENTAL

El suplemento est4 hecho a base de proteina lactea (SPL), con vitaminas y
minerales. La parte proteica tiene una relacion del 60% de suero y un 40% de
caseina. Las vitaminas y los minerales se adicionaron para cubrir de un 30% a
100% del IDR. El contenido energético del suplemento es de 200 Kcal con una

presentacion en un envase Tetra Pack blanco de 237 mL sabor vainilla. La

composiciéon del suplemento se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Informacién nutrimental del suplemento de proteina de leche, vitaminas y

minerales
Nutrimento Por porcién 237 mL Unidad
Contenido energético 850 Kilo Joules (kJ)
200 kcal
Proteina 8 gramos (g)
Grasas (lipidos) 5 g de los cuales
Grasa saturada 0.77 g
Grasa poliinsaturada 151 g
Acido linoleico 231 mg
Acido a-linolénico 84.28 mg
Acido docosahexaenoico (DHA) 56 mg
Acido araquidénico (ARA) 56 mg
Grasa monoinsaturada 2.16 g
Acidos grasos trans 0 g
Colesterol 0 mg
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Tabla 3 .Informacion nutrimental del suplemento de proteina de leche, vitaminas y

minerales (continuacién)

Nutrimento Por porcion 237 mL Unidad
Hidratos de carbono 31 g de los cuales

Azlicares 9.95 g

Fibra dietética 3 g

Fructooligosacarido (FOS) 2.7 g
Sodio 126.52 mg

Vitamina A 120 Hg
(equivalentes de retinol) 400 ul
Vitamina D 3 Mg
(colecalciferol) 120 Ul
Vitamina E 8 mg
(equivalentes de a-tocoferol) 8 ul
Vitamina K 20 Hg
Vitamina C (acido ascoérbico) 25 mg
Vitamina B (tiamina) 0.5 mg
Vitamina B (riboflavina) 0.5 mg
Vitamina B (piridoxina) 0.5 mg
Vitamina B (cobalamina) 1.2 Mg
Acido félico (folacina) 114 ug
Niacina (equivalente a &cido nicotinico) 4 mg
Biotina 50 Hg
Acido pantoténico 2.8 mg
Colina 114 mg
Inositol 19 mg
Potasio 310 mg
Cloruro 199.2 mg
Calcio 240 mg
Fésforo 200 mg
Hierro 33 mg
Magnesio 47 mg
Zinc 3.2 mg
Manganeso 0.36 mg
Cobre 0.3 mg
Selenio 7.6 Hg
Cromo 7.1 Mg
Molibdeno 8.5 Mg
Yodo 23 Mg
Taurina 17 mg
Carnitina 4 mg

Informacion nutrimental del suplemento de proteina de leche, vitaminas y
minerales, Donde; Ul son Unidades Internacionales, mg miligramos y ug

microgramos
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6.3.1 ACEPTACION DEL SUPLEMENTO

Se evalud la aceptacion del suplemento en el mes de julio del 2012 durante 3
meses con 66 nifios de 6 a 10 afios de edad en la localidades semi-urbanas de “El
Marquez”, municipio del estado de Querétaro, México, en donde 30.3% de los

participantes afirmé que el suplemento le “gustd” y el 54.5% le “gustdé mucho”.

54.5%

30.3%

1.5% 7.6% 6.1%

Desagrado Desagrado algo Indeciso Agradoalgo  Agradomucho
mucho

Figura 3. Aceptabilidad del suplemento

6.3.2 DIETA DE ORIGEN VEGETAL
6.3.2.1 EVALUACION DE LA DIETA HABITUAL DE LOS SUJETOS DEL ESTUDIO

Se realiz6 un cuestionario de frecuencia de alimentos (Figura 4) antes de la
intervencion, en octubre del 2012 a madres de nifios de 24 a 36 meses en la
localidad de Fuentezuelas en Tequisquiapan, Querétaro.
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Figura 4. Frecuencia de alimentos por grupo de alimentos

Encontramos que el 100% de los nifios consumia tortilla y frijol,
correspondiendo el 31% del aporte total del grupo de los cereales a la tortilla y el
74% del grupo de las leguminosas, correspondio al frijol. También se observé que
el 18% de la ingesta total era de alimentos de origen animal y el 74% de alimentos
de origen vegetal. Con la evaluacion de la dieta, se obtuvo informacién precisa para

realizar la dieta experimental, tomando en cuenta las demandas del estudio.

6.3.2.2 DISTRIBUCION DE LA DIETA

La dieta experimental se calcul6 de 1090 Kcal por dia de acuerdo a la FAO
en el 2011, consistié en dos tortillas con frijol (flor de mayo) y ensalada de nopal
(jitomate y nopal). La dieta se consumié en 5 tiempos de comida, teniendo la misma
distribucion del porcentaje de macronutrimentos en el desayuno, comida y cena,
como se muestra en la Tabla 4. El desayuno se dio a las 8:00 am, la comida a las
12:00 pm y la cena a las 4:00 pm, tanto la colacién matutina como la vespertina se

dieron de acuerdo a la demanda de cada sujeto, siendo pera, manzana y uva.

26



Tabla 4. Distribucién de tiempos de comida

% Kcal HC Proteina Grasa
Desayuno 30 327 50.7 11.4 8.7
Colacién 5 54.5 8.6 1.6 15
Comida 30 327 50.7 11.4 8.7
Cena 30 327 50.7 11.4 8.7
Colacién 5 54.5 8.6 1.6 1.5
Total 100 1090 169.3 37.4 29.1

El contenido nutrimental de la dieta (Tabla 5), se realiz6 tomando en cuenta
que el 10% de zinc en la dieta debia ser igual que el zinc dado en los is6topos

orales (675 pg).

Tabla 5. Contenido nutrimental macronutrimentos, hierro, zinc y fitato de la dieta experimental

Alimento Porcién Gramos Keal Hidratos de Proteina Grasa Hierro Zinc Acido
Carbono (gr) (gr) (gr) (mg) (mg) Fitico (mg)

Frijol promedio 1/4 tz 40 138.8 24.6 8.5 0.7 2.2 1.1 52.45
Tortilla 2pz 60 147.7 28.3 2.6 2.6 15 0.5 144
Jitomate Yapz 20 4.2 0.86 0.12 0.05 0.05 0.02 --
Nopal Yapz 25 6.5 14 0.18 0.01 0.04 0.04 --
Aceite 1 cdita. 5 50 0 0 5 0 0 0
Total 347.2 55.2 114 8.4 3.8 1.7 196.45
Suplemento 1/3pz 79 66.7 10.3 2.7 1.7 1.1 1.1 0

Fuente: Chavéz et al., 2006; Diaz et al., 2003

La colacién se realizo a las dos horas de haber consumido algun tiempo de
comida, para evitar que la colacion fuera marcada con los is6topos orales, los
cuales fueron elegidos segun su bajo contenido de hierro, zinc y acido ascorbico,
asi como la frecuencia de consumo de estos alimentos, segun los datos arrojados

en la frecuencia de alimentos realizada.
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6.4 ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD DE ZINC

Se evalud la absorcion de zinc en un disefio experimental de tipo cruzado.
Se estudi6 a 16 nifios quienes recibieron la dieta experimental durante el desayuno,
la comida y la cena, con o sin SPL (79 mL en cada tiempo de comida) en los dias 1
y 2. Se tomé la muestra de sangre el dia 2 del estudio. Las muestras de orina se
recogieron el dia 1y del 6 a 9 para medir la absorcién de zinc de los is6topos ®'Zn,
®7ny "°zn (Figura 5).

Dia 2 Dias6a9
Dia 1 * Muestra de
Muestra de Orina -Muestra de Sangre y orina
i i IV 68Zn
Dieta de origen _ )
vegetal + suplemento -Dieta de origen
con %7Zn oral junto vegetal con 7°Zinc oral
con las 3 comidas junto con las 3
comidas
Dias6a?9
Dia 1 Dia 2 « Muestra de
_ -Muestra de sangre y orina
Muestra de orina IV 687n
Dieta de Origen -Dieta de origen
Vegetal con "°Zn oral vegetal + suplemento
junto con las 3 con 87Zinc oral junto
comidas con las 3 comidas

Figura 5. Diagrama de flujo del estudio de absorcion de zinc

6.4.1 ALEATORIZACION

La lista de asignacion se realizé de forma aleatoria a uno de los 2 grupos:
ZnCS- Zinc Con Suplemento dia 1 (n=8), ZnSS - Zinc Sin Suplemento dia 1(n=8).
Haciéndose la  aleatorizacion mediante la  pagina de internet
www.randomization.com asignandose segun el orden en que se recluto a cada

nifio. La poblacion se dividié de la siguiente manera:

28



Tabla 6. Esquema de aleatorizacion para estudios de absorcién de zinc

Suljgto Grupo Dia 1 Dia 2
1 ZnSS Control Dieta + (SPL)
2 ZnCSs Dieta + (SPL) Control
3 ZnCSs Dieta + (SPL) Control
4 ZnCSs Dieta + (SPL) Control
5 ZnSS Control Dieta + (SPL)
6 ZnCSs Dieta + (SPL) Control
7 ZnCSs Dieta + (SPL) Control
8 ZnSS Control Dieta + (SPL)
9 ZnSS Control Dieta + (SPL)
10 ZnSS Control Dieta + (SPL)
11 ZnCSs Dieta + (SPL) Control
12 ZnSS Control Dieta + (SPL)
13 ZnSS Control Dieta + (SPL)
14 ZnCSs Dieta + (SPL) Control
15 ZnCSs Dieta + (SPL) Control
16 ZnSS Control Dieta + (SPL)

6. 5 LINEAMIENTOS ETICOS

El presente estudio fue aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de
Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro y por el Consejo de
Revision Mdltiple Institucional del Centro de Ciencia de la Salud de la Universidad
de Colorado (COMIRB UCHSC por sus siglas en inglés, Colorado Multiple
Institutional Review Board of the University of Colorado Health Sciences Center).
De cada participante se obtuvo firma de la carta de Consentimiento Informado de

acuerdo con los lineamientos éticos.

6.6 PROCEDIMIENTOS

6.6.1 PREPARACION DE LA DIETA

La dieta de origen vegetal proporcionada a los participantes los dia 1y 2

(martes y miércoles), fue preparada dia con dia por el equipo de trabajo a partir de
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dos piezas de tortilla de 30 g cada una, 40 g de frijol flor de mayo, 20 g de jitomate,
25 g de nopal cocido y 5 mL de aceite vegetal;, dando en la colaciones uva,
manzana y pera. Las frutas y verduras se lavaron y prepararon al inicio de cada dia

y se guardaron en refrigeracion a lo largo del mismo.

La preparacion de la dieta se llevd a cabo en la comunidad aplicando las
buenas préacticas de higiene en los alimentos, de acuerdo a Norma Oficial Mexicana
NOM-093-SSA1-1994.

6.6.2 PREPARACION DEL ISOTOPO

Las soluciones de isOtopos estables se prepararon en Colorado, EUA y
fueron entregadas personalmente en México. Se prepararon a partir 6xido de zinc
enriquecido (Trace Sciences International, Toronto, Canada) disolviendo la sal en 2
mL de H?SO* 1M, se agitaron hasta que todas las particulas se disolvieron. La
dosis intravenosa se disolvio en NaCl al 0.45% estéril y se ajustdo con NaOH para
obtener un pH deseado de 6.0. Mientras que las dosis orales se diluyeron en Milli-Q
(MQ) y se ajustaron a pH 3.0 usando NaOH. Las soluciones se filtraron a través de
un filtro de 0.2 micras directamente en viales estériles (soluciones 1V) o tubos de
ensayo (orales) bajo una campana de flujo laminar. Se explica mas a detalle en la
técnica hecha por Hambidge y colaboradores en 2004.

Las soluciones se expusieron a prueba de pirégenos en el centro de
investigacion clinica. Se almacend el is6topo intravenoso en viales estériles y los
orales en tubos de ensayo, conteniendo 3 dosis por sujeto con 225 ug "°Zn (en total
675 pg), 3 dosis por sujeto con 225 pg °’zn (en total 675 pg) y 1 dosis por sujeto
con 700 pg °®zn para administraciéon IV (intravenosa). Se refrigeraron hasta el

momento de su administracion.

6.7 INTERVENCION

Antes de iniciar el estudio se capacitd al personal de campo en todos los
aspectos para la administracion de la dieta experimental. El entrenamiento incluyo

la obtencién del peso de los alimentos, la determinacion el desperdicio del plato, los
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métodos de administracién y el manejo de los is6topos orales, la recoleccion de
dieta por duplicado para los analisis, asi como la elaboracion de la alicuota. El
proceso de la administracion IV de isétopos, incluyendo enjuagado, también se

revisé durante esta etapa.

Se hizo una invitacion abierta a los padres de los nifilos que quisieran
participar. Se les proporciono informacion de manera oral como escrita del estudio
en la casa del DIF (Sistema para el Desarrollo Integral de la Familia) de
Fuentezuelas. Participaron en el estudio aquellos nifios cuyos padres o tutores
firmaron la carta de consentimiento informado, en donde se comprometieron a

cumplir con los criterios de inclusion, exclusion y eliminacion.

Los participantes que cumplieron con los criterios se asignaron de forma
aleatoria en uno de los 2 grupos, dividiéndolos en 4 grupos de 4 participantes cada

uno, durante 35 dias.

Los dias de trabajo con cada grupo se numeraron del 0 al 9 para fines de

logistica.

El dia 0 los nifios fueron examinados por el médico de Fuentezuelas, se les
aplicé una frecuencia de alimentos, historia clinica y cuestionario socioeconémico
por las trabajadoras de campo nutribélogas, se les tomaron las siguientes medidas
antropomeétricas: peso, talla y perimetro cefélico y finalmente se les entrego un

frasco nalgene de plastico libre de minerales para la recoleccion de la orina basal.

Una vez conformado el grupo en turno, se procedié a asignar el codigo de su
tratamiento (previamente aleatorizado), asi como un nimero de participacion para

cada integrante.
6.7.1. ADMINISTRACION DE LA DIETA

Los participantes acompafnados de sus madres fueron citados a las 7:50 am
en ayunas el dia 1 y 2 del estudio a la casa del DIF. En todos los tiempos de
comida las madres alimentaron a sus hijos y el personal de campo s6lo supervisaba

la administracién. La preparacién de las comidas fue hecha haciendo uso de
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recetas locales con la ayuda de dos cocineras contratadas de la misma localidad.

La ingestion dietética se realiz6 de la siguiente manera:

e Se peso el recipiente limpio y vacio, y se anoté el peso, a cada grupo
se le asigno un color, el cual fue igual que su recipiente.

e Se sirvio de manera individual el frijol, tortilla y ensalada de nopales
en un recipiente de forma que eran 3 recipientes por nifio. Se peso y
se anoto el peso.

e El nifio ingirié la dieta, supervisado por la madre y por el personal de
campo. El personal de campo se asegurd de la aceptacion del
tratamiento por parte de los nifios del estudio.

e Cualquier pérdida significativa durante la comida se registré y se peso
con la mayor precision posible.

e Una vez que el nifio termind de comer, se volvié a pesar el recipiente
con el alimento residual y se restd el peso del recipiente vacio para
calcular la cantidad de comida que el nifio ingirio.

e Se afiadi6 exactamente la cantidad de comida consumida en un
contenedor para realizar un duplicado de la dieta.

e Se recolectaron entre 30 y 50 g de cada uno de los ingredientes
usados en la dieta para ser enviados y analizados por la Universidad
de Colorado.

Se entrevistaron a las madres para averiguar lo que el nifio consumié/ bebid
en su casa antes de venir y después de dejar el centro comunitario en los dias del
estudio. Se les indicé a los niflos no comer nada durante el dia, salvo la comida
proporcionada por el personal de campo, en caso de que hubieran ingerido
cualquier alimento extra, se recolectdé y se colocé en el recipiente de alimento
adicional, en el cual también fueron recolectadas las colaciones dadas durante el

dia 1y 2 del estudio.

Durante los dos dias se ofreci0 a cada participante tres colaciones para
consumo parcial o total, opcionalmente, en caso de sentir hambre, a media mafana

entre el desayuno y la comida, media tarde entre la comida y la cena y después de
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la cena, todas las colaciones se dieron dos horas después de la dieta experimental;

cada una consistido en manzana, uva o pera, al gusto del participante.
6.7.2 DUPLICADO DE LA DIETA

La dieta se prepard por duplicado, para los analisis del contenido de acido

fitico, hierro y zinc.

En los dias 1 y 2, se cociné suficiente alimento para administrar la dieta
experimental y guardar en contenedores un duplicado de la dieta. En total se tenian
dos contenderos por participante, uno para el duplicado de la dieta y otro para
duplicado de alimentos adicionales, como la colacién, alimentos que no fueron

marcado con isétopo estable.

Posteriormente se licud el contenido hasta la obtencion de una consistencia
tipo puré, para esto se uso agua desionizada. El peso de la licuadora se anoto y
registré antes de afiadir cualquier alimento y después de afiadir la comida y el agua
desionizada. Se anotaron todos los datos en el formulario de homogeneizado.

Cada homogeneizado se transfirid en 4 recipientes de polipropileno (A, B, C,
D) para formar alicuotas y analizarlo posteriores. Se pesaron los recipientes antes y
después de afadir el homogeneizado, para determinar el peso exacto de la
alicuota. Se anotaron todos los datos en el formulario de homogeneizado.

Cada sujeto tuvo un total de 16 alicuotas de la siguiente manera:

e Contenedor 1 - Duplicados de toda la dieta experimental consumida en el
dia 1.

e Contenedor 2 - Duplicados de todos los alimentos adicionales en el dia 1.

e Contenedor 3 - Duplicados de toda la dieta experimental consumida en el
dia 2.

e Contenedor 4 - Duplicados de todos los alimentos adicionales en el dia 2.

Las alicuotas A, B y C fueron enviados a la Universidad de Colorado para
analizar Zn, Fe, acido fitico. La alicuota D permanece congelada en la UAQ hasta
gue ya no se necesita una copia de seguridad.

6.7.3 ADMINISTRACION DE ISOTOPOS ESTABLES

33



Las trazas de is6topo estable de zinc se administraron de forma oral (*zny
°zn) y por via intravenosa (**zn), con el fin de medir la absorcién fraccional de zinc
por la técnica estandar, es decir, la técnica de relacion de trazador isotopico dual
(DITR, por sus siglas en inglés, Dual-Isotope-Tracer Ratio). La ingestion oral de
®7Zn y "Zn fue menos de 10% del zinc en la dieta. El método de marcaje precisa

para zinc ya ha sido validado por Miller et al., 2000.

El material utilizado para el manejo de las soluciones con is6topos fue libre

de zinc; esto incluyo jeringas, guantes, pipetas y tubos de ensayo.
6.7.3.1 ADMINISTRACION DE ISOTOPOS ORALES (*/ZN Y °ZN)

En el transcurso del dia 1 y 2, se administraron 675ug de ®Zn y °zn

respectivamente en cada dia por via oral, de la siguiente manera:

1. Se anotd la informacion del is6topo (lote de isétopos de Zn, numero de
identificacion de la dosis, y la cantidad de dosis), asi como la hora en el que
los participantes comenzaron a comer la dieta experimental.

2. Una vez que el participante ingiri6 aproximadamente la mitad de la dieta, se
anotoé la hora, se abrié el tubo de ensayo con is6topo, teniendo mucho
cuidado de no derramar la dosis. Cuando se llegd a derramar, se secé con
papel filtro, y se colocé el papel en una bolsa Ziploc (etiquetada con el nUmero
del participante) y se guardo para los andlisis en la Universidad de Colorado.

3. Ladosis se le dio al participante en una jeringa de 5 mL, se mantuvo la jeringa
en posicion vertical para evitar derrames dosis.

4. Se coloco un papel filtro limpio debajo de la barbilla del participante para
recolectar cualquier posible pérdida de dosis. Al final de la administracion de
dosis oral se afadieron los papeles filtro en la bolsa Ziploc para los andlisis
posteriores.

5. Se administro la dosis de is6topos oral a la mitad de la ingestion de la comida,
dandolo en gotas entre bocados en la boca del nifio segun como fueron
terminando de comer, es decir, comian un bocado y se les daba gotas del
isétopo hasta que tanto la comida como el is6topo finalizaran. Se registraron

los tiempos de la ingestion de isétopos y la comida en el formato de dieta.
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6. Después de que se terminaron la dosis oral, se enjuago la jeringa con 3 mL
de agua potable, y se le administro al participante, se repitid el enjuague,
teniendo una total de dos enjuagues (usando la misma jeringa).

6.7.3.2 ADMINISTRACION INTRAVENOSA DE ISOTOPO ESTABLE (68ZN)

En la tarde del dia 2, entre 2:00 pm y 3:00 pm, se administraron 700 ug de

®87n por via intravenosa, de la siguiente manera:

1. Se anotdé la informacion de la dosis del isétopo (lote, namero de

identificacion de la dosis y la cantidad).

2. Se coloc6 una aguja mariposa al participante y se le afiadié una llave de 3

vias.

3. Se administré la infusién en la vena antecubital del participante utilizando

procedimientos médicos estandar y materiales libres de zinc.

4. Se tomaron 6 mL de sangre en una jeringa vacia y se colocaron en un tubo

para recoleccion de sangre.

5. Se extrajo con una jeringa el is6topo °’Zn del vial, teniendo extremada
precaucion de no derramar la dosis, se coloc6 un papel filtro por debajo del
brazo en casos de derrames o fugas, en caso de ser asi se coloco el papel

filtro en la bolsa Ziploc etiquetada para su andlisis.

6. Se coloco la jeringa con la dosis de is6topo en una de las vias de la llave de

3 vias.

7. Se us6 una segunda jeringa, para enjuagar el vial con 5 mL de solucion
salina, se hizo girar suavemente para mezclarlo con cualquier solucion de
isétopos restante y luego se retird la solucién salina del vial con la misma

jeringa.

8. Se coloct esta segunda jeringa con solucion salina 0,5 N en otra via de la

llave de 3 vias.

9. Se usO6 una tercera jeringa, para enjuagar nuevamente el vial con 5 mL de

solucién salina, se hizo girar suavemente para mezclarlo con cualquier
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solucién de is6topos restante y luego se retir6 la solucion salina del vial con

la misma jeringa.

10.Se coloco esta tercera jeringa con solucion salina 0.5 N en otra via de la

llave de 3 vias.

11.Se anoto el tiempo al comenzar y terminar la infusion, asi como al inicio y

termino de los dos enjuagues.

12.La administracion del isétopo se hizo lentamente en la vena a una velocidad
de ~ 1 mL / min, con cuidado de no derramar el is6topo. Cuando existid

alguna fuga se colocd las perdidas en el papel filtro
6.7.4 PROCEDIMIENTOS PARA LA RECOLECCION DE MUESTRAS DE SANGRE

Tanto para la toma de sangre como para la administracion del isétopo 1V, se
utilizé una llave de 3 vias y un juego de infusibn de mariposa para cada
participante, con la finalidad de hacer una sola puncion. Todo el procedimiento fue
llevado a cabo por una técnica estéril.

Todo el material utilizado fue libre de minerales y estuvo a cargo de la
Universidad de Colorado. La sangre se coloco en tubos de ensayo de polipropileno
que contienen 120 unidades de heparina libre de metal. Los tubos se invirtieron
varias veces inmediatamente después de la recoleccién. Después de una hora, la
sangre fue centrifugada a 3000 rpm durante 10 minutos para separar los eritrocitos
del plasma. El plasma se transfirid a tubos de almacenamiento libres de zinc para
analisis de zinc en plasma. Se afadieron 6mL 0.9% de cloruro de sodio a los
eritrocitos y se mezclaron suavemente. Los eritrocitos se centrifugaron de nuevo a
3000 rpm durante 10 minutos y 0,9% de cloruro de sodio se desecho. El proceso de
lavado con cloruro de sodio 0.9% se repiti6 nuevamente. Se lavaron las células
rojas y se almacenaron a -20 ° C hasta su envio a la Universidad de Colorado para

Su posterior procesamiento y analisis.
6.7.5 PROCEDIMIENTOS PARA LA RECOLECCION DE MUESTRAS DE ORINA

Se recolecto orina el dia 1 por la mafiana antes de la administracion de los
isétopos, y en los dias 6-9, tomando la primera y la Gltima del dia.
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El personal de campo capacité a las madres en la recoleccién de la muestra
de orina, realizando junto con ellas la recoleccién del dia 1, siendo esta la orina
basal. Indicandoles orinar directamente en el recipiente, recogiendo entre 20 mL y

50 mL de orina y cerrar la tapa fuertemente.

Los participantes y sus madres fueron citados en el centro de la comunidad a
las 9:00 am en los dias 6-9 para recolectar diariamente la muestra de orina (se
anoto el tiempo y la fecha de recoleccion en el formato de Recoleccion de Orina). Al
final del estudio se obtuvo un total de 8 muestras de orina, por nifio, ademas de la
orina basal. Las muestras se congelaron a -20°C hasta su envio a la Universidad de

Colorado para los analisis.

6.8 INSTRUMENTOS PARA LA OBTENCION DE DATOS

6.8.1 HISTORIA CLINICA

Se realiz6 el dia 0, a la madre de los participantes, con la finalidad de
conocer el estado de salud del nifio. Consta de una entrevista sobre datos
generales, aspectos relacionados con las caracteristicas generales de los nifios y
con el estado general de salud. La historia clinica fue aplicada por nutriélogas.

6.8.2 CUESTIONARIO NIVEL SOCIOECONOMICO

Se realiz6 el dia 0, a la madre de los participantes. Cubrié aspectos
relacionados con las condiciones de la vivienda, condiciones de hacinamiento,
propiedad de la vivienda las cuales son necesarias para la conformacion de la

variable del nivel socioecondmico de los participantes.
6.8.3 FRECUENCIA DE ALIMENTOS

Se realizo el dia 0, a la madre de los participantes, con la finalidad de
conocer el consumo habitual de alimentos en los nifilos. Se hizo de manera
cuantitativa, preguntando el nimero de veces y la cantidad que consumen los
alimentos en los ultimos 3 meses. La ingestiébn de nutrimentos se calculé usando

tablas de composicion de alimentos del Departamento de Agricultura de Estados
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Unidos (USDA) y del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién "Salvador
Zubiran" (Chéavez et al., 2006).

6.8.4 ANTROPOMETRIA

Se realiz6 el dia 0, midiendo el peso, la talla y el perimetro cefalico de los
participantes. Se evaluo el estado nutricio del nifio, de tal forma que se incluyeron
los nifios que cumplieron los criterios de inclusién. Todas las mediciones se
realizaron por duplicado y una tercera medicion si la diferencia es superior a 5 g

peso, 0.4 cm altura 0 0.2 cm perimetro cefélico.

Las mediciones fueron realizadas por nutridlogas previamente
estandarizadas en forma no consecutiva siguiendo los procedimientos de la
Secretaria de Salud (2002).

El perimetro cefalico se midié con una cinta métrica plastificado (Seca 201).
El peso se tom6 con una bascula electrénica (Seca-Erecta 844, Seca Hanover MD)
con capacidad de 140 kg y precision de 10 g. Los nifios fueron pesados sin
zapatos, sin suéter o chamarras y sin objetos pesados. Para la talla se utilizé un
estadimetro (Seca-Bodymeter 208, Seca Hanover ND) de 2 m con separacién de
0.1 cm. Con el peso y la talla se calculé el IMC para la edad (Z; IMC-Edad) de
acuerdo con el Manual WHO Anthro (WHO, 2009).

6.9. TECNICAS DE LABORATORIO Y PROCEDIMIENTOS

6.9.1. ANALISIS BIOQUIMICOS

La muestra de sangre se analizO en el Laboratorio de Nutricion
Humana de la Facultad de Ciencias Naturales de la UAQ. Para la determinaciéon de
zinc en plasma se utilizé el espectrofotometro de absorcion atémica con flama
(Perkin Elmer, Mod. Analyst 700). Para la determinacion de hierro se utilizd un kit
ELITech y sueros control (normal y patolégico) Spinreact, usando el método PIT-
FEFR (09/2006) y un espectrofotdmetro (Perkin Elmer, Mod Zeeman 5100). La
ferritina en el suero se cuantificdé mediante la turbidimetria del método aglutinacion
de particulas de latex recubiertas con anticuerpos anti-ferrinta humana usando un
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kit de BioSystems (Espafia), se midi6 por espectrofotometria (Perkin Elmer,
ModZeeman 5100). La proteina C-reactiva se midio utilizando un kit comercial de
alta sensibilidad para ELISA (Bioquant, San Diego CA, EUA) con un fotbmetro de
microplacas MultiskcanAscent (ThermoElectronCorporation, Massachusetts, EUA).
La determinacion de la hemoglobina y el recuento sanguineo completo se llevo a
cabo utilizando un equipo de Cell-Dyn y los estandares correspondientes (Cell-Dyn
1400, Abbott, EUA) (Veillon C, 1996).

Los ensayos se realizaron de acuerdo a las instruciones de los fabricantes,

con los calibrados y controles adecuados.

Los puntos de corte utilizados para nifios de 24 a 36 meses se muestran en

la siguiente tabla.

Tabla 7. Puntos de corte para deficiencia de minerales en nifios.

Puntos de corte Referencia
Hierro Deficiente <45 ug/dL
: WHO, 2011

Insuficiente <60 pg/dL

Ferritina Deficiencia <12.9 ug/L Shamah-Lew et al ., 2012
) - Hotz et al., 2003; Shamah-

Zinc Deficiente <65 pg/dL Lew et al ., 2012
Hemoglobina Deficiente <10.9 g/dL Schreiber, 2003
Proteina C Reactiva Infeccién aguda >3 mg/L Sério, 2010

Alfa-1-glicoproteina

. Infeccion crénica >150 mg/dL Sério, 2010
Acida

6.9.2. ANALISIS DE ALIMENTOS

Los andlisis de zinc, hierro y fitato de la dieta se realizaron en la Universidad

de Colorado.

El contenido de zinc y hierro se determind por espectrofotometria de
absorcion atomica de flama (EAAF) ajustado con deuterio (Kjellstrém, 1979). El
analisis para el contenido de fitatos se empleé con HPLC (cromatografia liquida de
alta resolucion) con intercambio de aniones para hacer una medicion directa de

fitatos y fosfato penta-/hexa-inositol (Rounds y Nielsen, 1993).
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6.9.3. ANALISIS DE LA ABSORCION DE ZINC

Las muestras de orina fueron digeridas en humedad para remover toda
materia organica presente usando un sistema de digestion con horno de
microondas, posteriormente el zinc se separd de otros compuestos inorganicos por
guelacién/extraccion con éter (Veillon et al., 1996). Las relaciones entre los is6topos
se midieron por espectrometria de masas de conductividad acoplado (ICP-MS por
sus siglas en inglés, Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry). El ICP-MS
fue operado con el modo de deteccidn por conteo de iones, optimizado a una masa

de 66 para detectar el indice méximo posible (50PPB °°Zn).

Esta técnica consta de la medicién de tres isGtopos estables de zinc, donde
se considera que, la frecuencia vibracional, asociada con los enlaces del is6topo
ligero, sera mayor que la asociada a enlaces con el is6topo pesado. Como
consecuencia, los enlaces formados con el isétopo ligero serdn mas débiles y més
faciles de romper que los que se forman con el isétopo pesado (Redondo, 2005).
Se midieron las siguientes relaciones entre los isétopos: ®'Zn/®®zn, ®zn/%®zn y
9Zn/%®zn, basada en enriquecimiento de orina el cual se define como la cantidad
isotépica de zinc en la muestra dividida entre la cantidad total de zinc en la misma.
Por ultimo, la ATZ y la AFZ se determinaron, la descripcion completa del método

analitico ha sido previamente publicada por Krebs en 1995.

En la tabla 8 se muestra de manera resumida las técnicas a utilizar para

cada marcador.

Tabla 8. Resumen de técnicas

Cromatografia liquida de alta

Fitatos (alimentos y suplemento) resolucion (HPLC)

Zinc (alimentos y suero) Espectrometria de absorcion atdbmica
Biometria hematica Impedancia eléctrica

Proteina C reactiva Espectrofotometria

Alfa-1 glucoproteina acida Inmunoensayos

Espectrometria de masas de

R 67 68 70
Proporciones de *'zn, “Zny “zn conductividad acoplada (ICP-MS).
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6.10 Procesamiento de datos

El procesamiento de datos incluyd calculos del zinc total en la dieta
experimental (ZTD), absorcién fraccional de zinc (AFZ) y absorcion total de zinc
(ATZ).

La AFZ se determind por la técnica de DITR, basada en el enriquecimiento
de orina con is6topos estables de zinc (Friel et al., 1993; Krebs et al., 1995). Para
cada sujeto los datos del enriquecimiento de orina con el iso6topo estable de zinc
administrado via intravenosa (°®Zn) fueron extrapolados a 24 horas para calcular la
AFZ de los is6topos de zinc administrados por via oral (°’Zn 'y "°zn). Asi, la AFZ fue
determinada a partir de la relacion en las concentraciones de los isotopos en la
orina (Friel et al., 1992).

La ATZ de las comidas experimentales se determiné multiplicando la
cantidad conocida de zinc ingerido por la absorcion fraccional previamente

determinada.

Asi, el ZTD y la ATZ para cada individuo se calcul6 a partir de las siguientes

ecuaciones:

ZTD (mg Zn)= mg de Zn en cada gramos de dieta experimental * gramos de

la dieta experimental consumida.

ATZ (mg Zn)= ZTD (mg Zn) * AFZ (mg Zn).

6.11 Analisis estadistico

A partir de los datos obtenidos en el estudio se calcularon estadisticos
descriptivos tales como medidas de tendencia central y de dispersion para conocer
de la poblacion estudiada las caracteristicas descriptivas como edad, estado
nutricional por IMC, estado de zinc, hierro, ferritina, PCR y AGP, asi como variables
de interés propias del estudio como concentraciones de zinc y fitatos en la dieta

experimental, AFZ y ATZ.
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Se hizo una comparacién con prueba de T para muestras pareadas: entre
ATZ y la AFZ al consumir la dieta experimental con el suplemento y sin él.

Se aplicaron pruebas de correlacion (de Pearson) para conocer las

asociaciones entre:

ATZ y AFZ con la edad, IMC, ZTD, contenido de fitatos en la dieta y relacion

molar acido fitico:zinc

En todos los analisis estadisticos se considerd un nivel de significancia de
5%.

Todos los andlisis se analizaron utilizando el programa SPSS v18 (SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) Inc., Chicago, IL).
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VIl. RESULTADOS

7.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LA POBLACION

Se realiz6 un escrutinio en la localidad de Fuentezuelas, Tequisquiapan,
donde 20 nifios de 24 a 36 meses fueron incluidos (cumpliendo los criterios de
inclusion), 2 fueron excluidos por seguir en lactancia materna, un nifio por tener un
inadecuado control de esfinter y un cuarto nifio por falta de consentimiento por
parte del padre, quedando asi 16 sujetos, de los cuales 2 més fueron eliminados al
final del estudio por una aplicacion nula del isotopo intravenoso, sélo 14 sujetos
completaron el estudio (Figura 6).

Escrutinio
(n =20) Excluidos (n= 4)
e Lactando (n=2)
e  Sin control de esfinter (n=1)
| ¢ No consentimiento por el padre
: ) (n=1)
Asignacion a
Tratamiento (n= 16)
Dieta de origen vegetal Dia 1 Dieta de origen vegetal + SPL
(n=28) (n=28)
Dieta de origen vegetal + SPL Dia 2 Dieta de origen vegetal
(n=7) (n=7)
Analizados: n=7 Analizados: n=7
Excluido por analisis: n=1 Excluido por analisis: n=1
Razén: Sin administracion Razén: Sin administracion
de IV *®Zn y sin ingestién de de IV *®Zn
67Zn

Figura 6. Diagrama de flujo de sujetos participantes, aleatorizacion de los grupos. SPL: suplemento
de proteina lactea.
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Las caracteristicas generales de la poblacion estudiada (n=16) al inicio del

estudio se muestra a continuacién en Tabla 9.

Tabla 9. Caracteristicas generales de la muestra (n=16)

Variable Media Desviacion
estandar

Nifios 8
Nifias 8
Edad (meses) 31.2 + 4.4
IMC/Edaad (Z score) 1.28 * 0.79
Perimetro cefalico (cm) 48.73 + 1.42
AGP (mg/dL) 126 + 26.78
CRP (mg/dL) 1.26 * 0.85
Hemoglobina (mg/dL) 13.3 * 0.65
Zinc en suero (ug/dL) 75.7 + 11.8

Media + Desviacion Estandar

7.2 DIAGNOSTICO DE LA POBLACION

De acuerdo al IMC/Edad se determiné que todos los nifios se encontraban
en la normalidad con un Z score de -1.99 a 1.99, mostrando una tasa de

crecimiento adecuado. Este dato lo corroboramos con el perimetro cefalico.

En la Tabla 9 podemos observar que los marcadores de infeccion, AGP y
CRP, se encuentran por debajo de sus puntos de cortes (AGP >150 mg/dL y CRP
>3 mg/L), descartando que nuestra poblacion se encontraba con algun proceso

infeccioso.
Un sujeto presento valores por debajo de lo normal en el zinc plasmatico

(<65 pg/dL).

La poblacion estudiada se encontraba normocrémica con una concentracion
de hemoglobina corpuscular media entre 36 y 32 g/dL, normocitico con un volumen
corpuscular medio entre 76 y 90 fL (datos no mostrados) y con hemoglobina < 10.9

mg/dL, por lo que podemos corroborar que no existia algun tipo de anemia.
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El 94% de los sujetos nacieron en término, de los cuales el 80% tuvo un
peso adecuado entre 2,500 y 4,000 g; ninguna de las madres fumé ni consumié

bebidas alcohodlicas durante el embarazo.

Se encontrd que 68.6% de los padres tenian secundaria terminada, el 12.5%
tenian secundaria incompleta y el 12.5% tenian primaria terminada; el 43.8% de las
madres contaban con secundaria completa, el 12.5% tenian secundaria incompleta
y el 37.5% tenian primaria completa. La mayoria vivian en casa propia, con tuberias
dentro de la vivienda, contando con letrinas (81%), todos tenian paredes de
tabique, algunos tenian piso de cemento firme y otros de loseta o duela. El 37.5%
de los nifios no tenian hacinamiento (menos o igual de 2 personas por dormitorio),
el 56.3% tenian un hacinamiento medio (de 3 a 5 personas por dormitorio) y el
6.3% tenian un hacinamiento critico (mas de 5 personas por dormitorio), segun los
criterios de CELADE (Centro Latinoamericano y Caribefio de Demografia); con
todas estas caracteristicas podemos observar que nuestra poblacién de estudio se
encontraba en un entorno rural tipico mexicano, con un nivel socioeconémico medio
bajo y bajo (L6pez, 2009).

7.3 CONSUMO DE LA DIETA

El consumo de la dieta se administr6 a libre demanda, esto quiere decir que
a los nifos se les ofrecian dos tacos de frijol y ellos decidian cuanto querian comer.
No existio diferencia significativa en el consumo de la dieta experimental entre
ambos grupos, consumiendo en promedio porciones similares de tortilla, frijol y
nopal, asi como cantidades similares de colacion. Sin embargo, el grupo que
consumié el suplemento tuvo un mayor aporte tanto de macro como
micronutrimentos, debido al aporte de estos nutrimentos en el suplemento (Tabla
10).
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Tabla 10. Diferencia en la ingestion entre el grupo control y el suplementado

SPL CONTROL
Kilocalorias (Kcal) 1111.34 + 244.14 735.63 + 183.81
Hidratos de carbono (g) 193.25 *  42.78 135.46 + 34.18
Proteina (g) 47.58 + 12.08 34.83 £ 8.93
Grasa (g) 2879 6.45 19.25 = 2.28
Hierro (mg) 16.19 = 3.71 10.21 = 2.52
Zinc (mQ) 5.19 + 1.07 2.82 0.92
Acido fitico (mg) 1266.49 =+ 382.57 1348.29 + 322.99

Sig.
.001
.001
.001
.001
.001
.001
421

Porcentaje de
adecuacion
IDR SPL (%)

1090
169.3
37.4

29.1
13.0a
4.0a

102.0
114.1
127.2
98.9
124.5
129.7

Porcentaje de
adecuacion
CONTROL (%)
67.5
80.0
93.1
66.2
78.6
70.5

Media + Desviacion Estandar

a Ingestion diaria sugerida (IDS)
SPL: Suplemento de Proteina Lactea
IDR: Ingestion Diaria Recomendada
Prueba t, muestras pareadas

La diferencia en la cantidad de lo ingerido es debido a que los hidratos de

carbono, la proteina, la grasa, el hierro y el zinc estaban presentes en el

suplemento; en cambio el acido fitico no tuvo diferencias significativas ya que no se

encontraba presente en el suplemento.

7.4 ABSORCION TOTAL Y FRACCIONAL DE ZINC

Como se muestra en la Tabla 11, se observd una diferencia estadisticamente

significativa en la ATZ y la ZTD entre ambos grupos, existiendo un aumento en el

grupo suplementando, mientras que la AFZ no mostré diferencia significativa.

Tabla 11. Diferencia de la absorcién y concentracion de zinc en la dieta

entre gupos.

SPL
AFZ 0.092 = 0.037
ATZ (mg) 0.463 =+ 0.185
ZTD (mQ) 5.189 *+ 1.066

4+

CONTROL
0.089 + 0.030
0.256 + 0.137

2.8200 = 0.920

Sig.
726
.001
.001

Media + Desviacion Estandar

AFZ: Absorcion Fraccional de Zinc
ATZ: Absorcion Total de Zinc
ZTD: Zinc Total en la Dieta

SPL: Suplemento de Proteina Lactea
Cambio significativo en pruebat pareada, t <0.05
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El ZTD en el grupo suplementado fue 2.369 mg (46%) mayor que el grupo
control, mientras en la ATZ fue 0.207 mg (45%) mayor. La absorcion total de zinc
se ve de manera grafica en la Figura 7, observando el comportamiento de cada

sujeto durante la suplementacion y sin ella.

1.00 eControl
Suplemento

0.807

ATZ(mg)

0.004

T T T
100 105 110 115 120

ID

Figura 7. Absorcién total de zinc de cada sujeto al ser o no suplementado. ATZ: Absorcion total de
zinc. Prueba t, muestras pareadas, t < 0.05

En las siguientes figuras se compara de manera grafica ambos grupos,
existiendo un aumento de la AFZ (Figura 8) en el grupo suplementado, sin ser este
significativo. En cambio el aumento en la ATZ (Figura 9) y la ZTD (Figura 10) en el

grupo suplementado, fue estadisticamente significativo.
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M Suplementado W Control
0.18
0.16 A
0.14 -
0.12 A
0.10 A
0.08 A
0.06 A
0.04 -
0.02
0.00 -

AFZ

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Numero de sujeto

Figura 8. Diferencia en la Absorcion Fraccional de Zinc (AFZ) entre el grupo suplementado y el
control. No existio diferencia significativa de la AFZ entre los grupos, Prueba t, muestras pareadas,
(p=0.726)

M Suplementado M Control
0.90 -~

0.80 -
0.70 -
0.60 -

Eo.so -

E 0.40 -
0.30 -
0.20 -

0.10 A

0.00 -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Numero de suejeto

Figura 9. Diferencia en la Absorcion Total de Zinc (ATZ) entre el grupo suplementado y el control. El
grupo con suplemento aumento significativamente el ATZ con respecto al grupo control, Prueba t,
muestras pareadas, (p = 0.001)
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M Suplementado M Control
8.00

7.00 -+
6.00 -
—~5.00 -
o0
54.00 ]
N300 -
2.00 -+
1.00 ~

0.00 -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Numero de sujeto

Figura 10. Diferencia del Total de Zinc en la Dieta (ZTD) entre el grupo suplementado y el control. El
grupo con suplemento aumento significativamente el ZTD con respecto al grupo control, Prueba t,

muestras pareadas, (p =0.001)

A un mayor consumo de zinc en la dieta la AFZ puede reducir o ser
indiferente (Figura 11), mientras que el ZTD afecta positivamente la ATZ (Figura
12).

[}
Suplementado
— Control
0.15 °
[}
[}
0.125-] °
[ )
° o o
g, 0.10- ® ° ..
[ J

NI [}
& [}

0.0757 ° °

° [ J
o o [ ]
0.05- [ ]
[ ]
[ )
[
0.025
T T T T T T T
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
ZTD_mg

Figura 11. Relacion entre consumo de zinc y absorcion fraccional de zinc (AFZ). La R de Pearson
Total fue R= -.055, en el grupo suplementado R= -.429 y el grupo control R=.237. Ninguno de los

coeficientes tuvo una p < .05.
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Figura 12. Relacién entre consumo de zinc y absorcién total de zinc (ATZ). La R de Pearson Total
fue R=.621, en el grupo suplementado R=.093 y el grupo control R=.802. La asociacion es

significativa en una correlacion de Pearson (p =.001)

La Tabla 12 nos muestra los porcentajes de adecuacion de los
Requerimientos Fisiologicos (RF), IDR y Limite Superior (LS) en ambos grupos. Se
calculo el porcentaje de adecuacion segun los requerimientos fisiolégicos dados
por: WHO, FNB/IOM y IZINCG. EIl grupo suplementado alcanza a cubrir la IDR,
4mg/d. Sin embargo, esto no es suficiente para cubrir sus RF. En tanto que, el
grupo control no cubre la IDR ni sus RF. Ninguno de los grupos llega a exceder del
LS. El hecho de que ninguno de los grupos cubra sus RF, pude deberse a la alta
presencia de acido fitico en la dieta mexicana, pues se ha visto que la relacion
molar de &cido fitico:zinc superior a 15:1 (Hambidge et al., 1998), 18:1 (Hurrell et

al., 2010) influye negativamente en la absorcién de zinc.
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Tabla 12. Porcentaje de adecuacion de ambos grupos segun el zinc consumido y absorbido

Requerimientos fisiol6gicos IDS Mx LS
WHO FNB/IOM IZINCG
(0.83 mg/d) (0.74 mg/d) (0.53 mg/d) (4 mg/d) (8 mg/d)
Porcentaje de adecuaciéon SPL (%) 55.78 62.57 87.36 129.75 64.88
Porcentaje de adecuacion Control (%) 30.84 34.59 48.30 70.50 35.25

IDS: Ingestion Diaria Sugerida

LS: Limite Superior

WHO, por sus siglas en inglés, World Health Organization

FNB/IOM, por sus siglas en inglés, Food and Nutrition Board/ US Institute of Medicine
IZINCG, por sus siglas en inglés, International Zinc Nutrition Consultative Group

SPL: Suplemento de Proteina Lactea

Dificilmente se puede llegar a una relacion molar menor de &cido fitico:zinc
15:1 en la dieta mexicana, pero el hecho que la proteinas lacteas puedan promover
la absorcion de zinc a pesar de la relacion molar tan alta es una buena estrategia

para aumentar su absorcion.

Se encontré una relacibn molar del acido fitico:zinc de 21:1 y 41:1 en el
grupo suplementado y el control, respectivamente, se vio una diferencia significativa
en la relacibn molar entre ambos grupos, usando una prueba T para muestra
pareadas (p= .001). Se observé una asociacion, con una correlacién de Pearson,
entre la relacion molar y la absorcion total de zinc en el grupo control (p=.009), a
diferencia del grupo suplementado donde no hubo dicha asociacion (p=.286). El
gque exista asociacion en el grupo control y no en el grupo suplementado se puede
deber a la presencia de proteinas lacteas que contrarrestan los efectos inhibitorios

del acido fitico en la absorcion total de zinc.

No se encontraron asociaciones entre los factores de edad, IMC y sexo con
la ATZ y AFZ, ni entre la AFZ, ATZ, ZTD vy los pools de zinc intercambiables (EZP,
por sus siglas en inglés, Exchangeable Zinc Pool). La absorcion fraccional podria
tener méas interaccion con la cantidad de zinc en el lumen intestinal y la presencia

de &cido fitico, que del estado de zinc del anfitrion per se.
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VIIl. DISCUSION

Se encontré un aumento en la ATZ al consumir un suplemento a base de

proteina lactea.

Algunos estudios han encontrado que la ATZ es directamente proporcional a
ZTD vy, la AFZ es inversamente proporcional a ZTD (Sandstrom y Cederbland,
1980; Wada et al., 1985, Reyes, 1996; Tran, 2004; Miller et al., 2007; Hambidge et
al., 2010). En este estudio la AFZ no disminuye a pesar de recibir una mayor
cantidad ZTD, por lo que la AFZ no fue inversamente proporcional a la ZTD. Esto
puede deberse a que no existe una saturacion en los trasportadores de zinc, no
viéndose afectada la absorciéon de zinc, debido probablemente a la cantidad dada
de zinc o al efecto de las proteinas lacteas.

Sin embargo, se ha visto que aunque el consumo de alimentos fortificados
con zinc puede reducir la AFZ, el enriguecimiento de zinc afecta positivamente a la
absorcion total de zinc, incluso después de casi dos meses de exposicion al zinc
(Lépez et al.,, 2005), afectando positivamente el enriquecimiento de zinc en la
absorcion total. Por otro lado, Brown y colaboradores concluyeron en el 2009 que la
suplementacién de zinc tiene un efecto positivo en la talla. Asi mismo, un meta-
andlisis demostré que la suplementaciéon durante 24 semanas de zinc tiene un
efecto positivo en el crecimiento lineal, en nifios <5 afios de edad, en paises en
desarrollo (Imdad y Bhutta, 2011).

En el meta-analisis de Imdad y Bhutta, nos habla de un mejor efecto en la
suplementaciéon de zinc, cuando se administra solo, sin embargo, se ha demostrado
en muchos estudios que a pesar de que el zinc y el hierro tengan un mecanismo de
absorcion muy similar, no se ve afectada cuando la relacion molar de ambos es 1:1,
mientras que si hay una alta proporcion de hierro la absorcién de zinc se ve inhibida
(Troost et al., 2003; Arredondo et al., 2006).

La absorcion por trasporte activo de zinc en y a través del enterocito ha
demostrado ser un proceso saturable, siendo el principal medio para mantener la

homeostasis del cuerpo (Reyes, 1996; Hambidge et al.,, 2010). Se considera que
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aunado a este mecanismo, existe un componente de difusion no especifica

(homeostaticamente regulada), insaturable (Lonnerdal, 2000).

Miller y colaboradores (2007) mencionaron que existe una saturacion en los
trasportadores cuando hay un exceso de zinc, para mantener la homeostasis del
zinc. En este estudio no existio una cantidad excesiva de zinc, dicha cantidad fue
cercana al IDR (4 mg/d), en comparacidén a otros estudios donde las cantidades
dadas eran 2 veces mayores que lo recomendado. Esto pudiera explicar porque no

hubo una disminucion en la absorcion fraccional del grupo suplementado.

Como se vio la absorcion total de zinc del grupo suplementado es 2 veces mayor
que el grupo control. La presencia de proteina lactea podria sensibilizar el trasporte
de zinc, potencializado la absorcion de zinc, creando una complejo proteina-zinc
ayudando a que entre en el enterocito, por medio de péptidos o aminoacidos (Raikos
y Dassios, 2013).

El efecto de la proteina en la absorcion de zinc puede deberse a que la a-
lactoalbumina se une a cationes divalentes facilitando su absorcion, esto podria
deberse a que tiene un sitio de union especifico a zinc (Szymlek-Gay et al., 2012).
La o-lactoalbumina esta compuesta principalmente por triptéfano (4-5%), lisina
(11%) y cisteina (6%) (Lonnerdal y Lien, 2003). Se ha visto que la lisina forma
complejos solubles con zinc ayudando en su absorcion (Rosado, 1998; Lonnerdal y
Lien, 2003). También la histidina es buen quelante de zinc, y los estudios clinicos en
sujetos humanos han demostrado su efecto positivo en la absorcion de zinc
(Lonnerdal, 2000). Durante la hidrdlisis de proteinas de la leche son liberados
péptidos con N-terminal libres, con amino &cidos libres producidos por la digestion
enzimatica. Estos ligandos con capacidad quelante, forman complejos solubles de
bajo peso molecular con minerales que influyen en su disponibilidad (Drago y
Valencia, 2004). La union de los minerales a péptidos procedentes de las proteinas
del suero es menor y menos especifica que la union a péptidos originarios de la
caseina, ya que tienen cargas negativas que unen eficientemente metales divalentes
(Peso, 2012). El efecto positivo en la absorcién de zinc no se ha encontrado en la
caseina. Mas sin embargo, la caseina puede contrarrestar el efecto inhibitorio del
fitato sobre la absorcion de zinc, esto pude deberse a los fosfopéptidos de caseina

53



(CPP) que hacen complejo con el fitato, aumentando significativamente la absorcion
de calcio y zinc en crias de ratas lactantes, asi como en las células intestinales

humanas (células Caco-2) (Lénnerdal, 2000).

Por lo tanto, las proteinas lacteas juegan papeles muy importantes en la
disponibilidad del zinc. Por un lado tenemos el suero de leche que potencializa la
absorcién de zinc y por el otro nos encontramos con la caseina la cual inhibe el

efecto del acido fitico.

El suplemento de proteinas lacteas tiene un cociente de proteinas
leche:caseina de 60:40. Dicha relacion es similar a la de la leche humana, en la
cual se ha encontrado un aumento en la absorcion de zinc cercano al 35%
(Lonnerdal y Lien, 2003; Drago y Valencia, 2004).

Ademas de las proteinas lacteas, el suplemento esta compuesto por varios
micronutrimentos, los cuales crean interacciones importantes. Estos
micronutrimentos se encuentran presentes en cantidades cercanas al IDR. Se ha
visto que al no existir cantidades elevadas, los micronutrimentos estan en equilibrio,

compitiendo menos entre ellos (Chen et al., 2006; Imdad y Buhatta, 2011).

Dentro de las limitaciones en este estudio, nos encontramos que no
logramos saber con certeza, si el aumento en la ATZ se dio por la proteina de la
leche usada como potencializador o el aumento del TZD en el grupo suplementado,

siendo diferentes las cantidades de zinc entre los grupos.
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IX. CONCLUSION

El consumo de una dieta a base de tortilla y frijol junto con un suplemento
de proteina lactea, tiene un efecto positivo en el aumento de la absorcion total de

zinc, promoviendo asi, una mayor biodisponibilidad de este.
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