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RESUMEN

El zinc es un elemento traza importante para el funcionamiento del sistema
inmune. La deficiencia de este elemento se asocia con retardo en el crecimiento,
depresion de la respuesta de anticuerpos y de la produccion de citocinas como el
interferbn gamma, asi como alteracion de la funcion fagocitica. El zinc, también es
esencial para los procesos de replicacion, transcripcidén, traduccién y en la
actividad de muchas enzimas.

El papel del interferén gamma en las respuestas de los organismos ante diferentes
agentes patogenos realza la importancia de conocer la influencia que tiene la
suplementacién con zinc sobre la produccion de esta citocina en las etapas
perinatales, en las cuales se sabe que los individuos son mas susceptibles a
contraer una gran variedad de enfermedades infecciosas, sobre todo en un pais
como México, en el que la biodisponibilidad del elemento en la dieta esta muy
limitada.

Este trabajo forma parte de una investigacion extensa de los efectos de la
suplementacion con zinc en las diferentes funciones del sistema inmune; el
objetivo fue evaluar los efectos de la suplementacion oral con zinc sobre el
numero de células productoras de interferon gamma en un modelo experimental
murino, durante las etapas perinatales, para lo cual, se formaron cuatro grupos
experimentales: el grupo | suplementado con zinc durante la gestacién y la
lactancia (6 semanas de tratamiento: 6s) (+Zn, 6s), y el grupo Il suplementado con
zinc durante la gestacion, la lactancia y el destete (9 semanas de tratamiento: 9s)
(+Zn, 9s), con sus respectivos grupos testigos (-Zn, 6s; -Zn, 9s). Se determino el
numero de células productoras de interferén gamma mediante un ensayo
inmunoenzimatico ELISpot, con la finalidad de mimetizar la activacion de las
células T se utilizaron in vitro los estimulantes forbol miristato acetato (PMA) e

ionomicina de calcio (I).



En ratones suplementados con zinc durante 6 semanas (+Zn, 6s) se observo un
incremento en el namero de células secretoras de interferobn gamma, en
comparacion con sus testigos (-Zn, 6s); los ratones suplementados durante 9
semanas (+Zn, 9s) no muestran dicha tendencia.

También se observd un incremento significativo en el numero de células
secretoras de interferon gamma en ratones suplementados durante 6 semanas
cuyas células fueron estimuladas in vitro con PMA (+Zn, 6s, PMA) en comparacion
con sus testigos (-Zn, 6s, PMA). Se observo la misma tendencia en ratones
suplementados durante 9 semanas (+Zn, 9s, PMA).

En ratones suplementados durante 6 semanas cuyas células fueron estimuladas in
vitro con ionomicina de calcio (+Zn, 6s, 1) se observo un incremento en el numero
de células secretoras de interferon gamma en comparacion con sus testigos (-Zn,
6s, 1). Los ratones suplementados durante 9 semanas (+Zn, 9s, 1) no muestran

dicha tendencia.

Las células que producen estos resultados sugieren que la suplementacion oral
con zinc, puede modular a las células que producen interferon gamma en las

etapas perinatales de manera dependiente al tiempo de suplementacion.



1. Introduccion

El zinc es un elemento muy importante en el desarrollo de los individuos; forma
parte de un gran numero de proteinas por lo que sus niveles en el organismo

afectan diversos procesos celulares ().

La deficiencia moderada de zinc afecta de manera importante el estado
inmunoldgico; estudios anteriores han mostrado una disminucion en la produccion
de anticuerpos asi como de diversas citocinas, |0 que puede alterar la capacidad

de respuesta ante agentes extrarios " 0.

En las etapas perinatales dicha deficiencia adquiere una mayor importancia, pues
el individuo en desarrollo requiere de grandes cantidades de zinc que le son

proporcionados por la madre )

El interferon gamma es una citocina clave en el desarrollo de una respuesta
inmune de tipo celular Th1, una alteracion en la produccion de dicha proteina
durante las primeras etapas de la vida puede acarrear un serio problema en los

individuos al no disponer de un sistema inmune maduro %,

En nuestro pais se sabe que una gran parte de la poblacion infantil presenta
retardo en el crecimiento, asi como una alta incidencia de enfermedades
infecciosas, lo que ha llevado a inferir que una causa sea una baja ingesta de zinc

aunado a la deficiencia de otros micronutrimentos esenciales para el desarrollo .



2. Antecedentes

2.1 El zinc

El zinc es un metal divalente utilizado ampliamente por los sistemas biolégicos, no
obstante su baja biodisponibilidad en la corteza terrestre. Dos propiedades del
zinc lo hacen un elemento muy destacado en los organismos. Primero, los
mecanismos homeostaticos que regulan su absorcion, distribucion y excrecion son
muy eficientes; no se conocen desordenes asociados con la acumulacion excesiva
de este metal a diferencia del hierro, cobre y otros metales, lo que hace del zinc
un elemento virtualmente no téxico. Segundo, sus propiedades fisicas y quimicas
incluyendo la asociacion estable que forma con las macromoléculas lo hacen
formar parte de un gran numero de proteinas, por lo tanto, participa en numerosos
procesos como la replicacidon y la transcripcion. Ademas, participa en el
mantenimiento de la integridad de las histonas (proteinas intimamente ligadas con
el ADN), interviene en el metabolismo de proteinas, &cidos nucleicos,
carbohidratos y lipidos, razén por la cual desempena un papel fundamental en el

crecimiento celular %39

Bajo condiciones fisiolégicas no sufre oxidaciones o reducciones; tiene una gran
adaptabilidad para asumir diferentes geometrias de coordinacion, forma complejos
principalmente con cuatro ligandos en arreglos tetraédricos. Se le encuentra como
cofactor enzimatico, o bien, formando complejos con otras proteinas como las
metalotioneinas y los factores de transcripcion; destaca por ser un ion estructural
de las membranas bioldgicas '+

Los requerimientos de zinc varian en funcion de la edad, género, de la etapa de
crecimiento, asi como de las pérdidas del elemento. Un adulto normal requiere de
10 a 15mg de zinc en la dieta diaria, mientras que una mujer en gestacion requiere
de 20 a 25mg de zinc por dia para compensar las necesidades del feto en

crecimiento .



Los alimentos de origen animal, particularmente las carnes, los mariscos y el
pescado, son fuentes ricas en zinc y su biodisponibilidad es alta, ya que durante
su digestion se liberan péptidos que contienen lisina y que forman complejos
solubles con el zinc ("), La biodisponibilidad del elemento en la dieta también esta
influenciada por otros factores como son: la edad, género, estado fisiolégico y la

coexistencia de condiciones patolégicas en el individuo ©.

El zinc, se absorbe en el yeyuno e ileon; la presencia de glucosa y proteinas de
origen animal en el lumen intestinal asiste dicha absorcion, en cambio, el cailcio,
acido fitico y otros compuestos la retrasan considerablemente. Las
metalotioneinas y otras proteinas intestinales como los recién caracterizados
transportadores de zinc (ZnT) juegan un papel muy importante en la absorcion del

elemento ("4 7.8.9)

El contenido normal de zinc en el plasma en humanos es de aproximadamente
1pg/mL, lo que representa menos del 1% del contenido de zinc en el organismo;
en el plasma cerca del 30% del total de zinc se encuentra estrechamente unido a
proteinas como la alfa-2-macroglobulina, o bien, a residuos de histidina y cisteina;
el 70% restante se encuentra débilmente unido a la albumina la cual constituye el
mayor transportador de zinc intercambiable 9.

Alrededor del 99% del zinc corporal es intracelular (2-3 g en un hombre de 70 kg);
la mayoria de los tejidos contienen entre 10 y 200 ug de zinc/g de peso seco, sin
embargo, los 0jos, la prostata, las secreciones prostaticas y el esperma contienen
cantidades mayores de zinc. A diferencia del hierro y el calcio, no se conocen

sitios especificos de almacenamiento para el zinc ("),



El organismo pierde zinc a través de los intestinos, vesicula biliar, pancreas,
rinfones y piel . Esta involucrado en procesos como la espermatogénesis, asi
como en la estabilizacion de la estructura cuaternaria de la cromatina en el
esperma antes de la fertilizacion con lo que preserva la integridad gendémica; al
parecer esta involucrado en la fertilizacion del o6vulo; es critico en el
funcionamiento de los receptores hormonales; en la retina forma parte de varias
enzimas como la retinol deshidrogenasa involucrada en el metabolismo de los

pigmentos de la misma .

La deficiencia de zinc es el sindrome mas significativo en el metabolismo de los
metales, puede ser debida a una disminucién de la ingestidon, a una baja
biodisponibilidad del elemento en la dieta, a un incremento en las necesidades y
requerimientos del organismo y en la excrecidn, a factores genéticos, o bien,

puede ser condicionada al consumo de otros nutrimentos - %0,

La deficiencia de zinc en humanos, se describid por primera vez en Egipto en los
anos sesenta en comunidades extremadamente pobres, cuya dieta era rica en
acido fitico, legumbres y pan, en cambio, era carente de proteinas de origen
animal; los individuos afectados eran principalmente adolescentes del sexo
masculino que mostraban retraso en el crecimiento y en la maduracién sexual,
letargia, anemia y hepatoesplenomegalia; la anemia se corrigié con suplementos
de hierro mientras que las demas patologias sélo fueron reversibles con la
administracion de suplementos de zinc (2.

También en la acrodermatitis enteropatica (una enfermedad genética que afecta
la asimilacion del zinc), se han estudiado los efectos de la deficiencia de dicho
elemento, entre los sintomas figuran: alopecia total y simétrica, dermatitis
eritematosa localizada en areas alrededor de la boca, ojos y extremidades,

diarrea, retardo en el crecimiento, asi como disturbios emocionales caracteristicos.



También se han observado desérdenes oftalmicos como conjuntivitis, fotofobia y

opacidad corneal "' 419,

Se ha observado deficiencia de zinc en enfermos con diarrea crénica asociada a
mala absorcion, en casos de enteritis regional, asi como en pacientes con la
enfermedad de Wilson que reciben un tratamiento a base de agentes quelantes

como la penicilamina .

Entre los efectos celulares destacan: sintesis anormal de &acidos nucleicos y
proteinas, polimerizacion anormal de la tubulina, defectos en los cromosomas,

muerte celular excesiva, asi como lipoperoxidacion de las membranas celulares ™,

En la deficiencia de zinc los tejidos mas susceptibles son aquellos que renuevan
constantemente sus células combinando los procesos de proliferacion vy
diferenciacion como ocurre en la piel, mucosa gastrointestinal y gonadas; el zinc

tiene un papel critico en la fisiologia reproductiva en las hembras ).

En la actualidad, los casos de deficiencia severa de zinc son raros, sin embargo, la
deficiencia moderada se reporta constantemente, aunque es dificil establecer su
existencia mediante indicadores bioquimicos, pues las consecuencias funcionales
aparecen antes de que los niveles en plasma o en otro tejido se vean disminuidos,
los grupos susceptibles son: los ninos menores, las mujeres durante el embarazo
y la lactancia, asi como los ancianos. La deficiencia moderada de zinc se
caracteriza por retardo en el crecimiento lineal, disminucién en la sensibilidad
sensorial (especialmente en la capacidad para detectar sabores), disminucién en
el apetito, disminucidon en la respuesta inmune, asi como efectos negativos en la

funcion intestinal >98



La deficiencia de zinc en la poblacién mexicana

En México, la contribucién de los alimentos de origen animal a la dieta es limitada,
en particular en la poblacion rural y en la urbana marginal, cuya dieta se basa

principalmente en maiz y frijol con cantidades variables de verduras (39)

Estas dietas presentan concentraciones elevadas de acido fitico y de fibra que se
sabe inhiben la absorcion del zinc. El acido fitico, es la forma principal en la que se
almacena el fésforo en los cereales, las leguminosas y las oleaginosas, es el
inhibidor mas potente de la absorcion de zinc, pues forma complejos insolubles a
pH fisiolégico. Se ha sugerido que las fibras insolubles como la celulosa
contribuyen a disminuir la absorcion del zinc. Otro nutrimento que se encuentra en
grandes cantidades en la dieta del mexicano es el calcio proveniente de la
nixtamalizacion de la tortilla y puede formar complejos Ca:Zn:fitatos, menos

solubles que los complejos formados por los minerales solos @7 810.11.12)

Una de las evidencias mas claras del deterioro del estado nutricio de los ninos en
México es la alta prevalencia de retraso en el crecimiento, especialmente de un

crecimiento lineal, que se muestra como un retraso en la talla para la edad ¢ '2.

Segun la Encuesta Nacional de Nutricion realizada en México en el afio 1999, la
prevalencia de deficiencia de zinc en ninos menores de 2 anos de edad alcanza
un 33.9% y disminuye progresivamente hasta alcanzar una meseta de 21.4 a
244% entre los 5 y 11 anos; la prevalencia de deficiencia de zinc es
significativamente mayor en los nifos de las localidades rurales que en las
urbanas en todos los grupos de edad. Los niflos menores de 2 anos de edad
tienen las prevalencias mas altas de deficiencia de zinc en todas las regiones
estudiadas; la region Norte del pais es la que tiene los porcentajes mas bajos
(5.5% a 14.2%), la region Sur los mas altos (20.9% a 51.7%), mientras que en la

region Centro son intermedios (19% a 30.6%).



Las mujeres embarazadas que viven en comunidades rurales presentan un
porcentaje de prevalencia de deficiencia de zinc de 30.8%, casi cuatro veces
mayor que el que presentan las mujeres embarazadas de las comunidades
urbanas. Al igual que en los ninos, la deficiencia de zinc en mujeres embarazadas

aumenta del Norte al Sur del pais.

El zinc en las etapas perinatales

Estudios en animales de experimentacion y en humanos han mostrado la
importancia del zinc durante la gestacion; durante esta etapa en humanos se
requiere entre el 5 y 7% del total de zinc corporal de una mujer no gestante, lo que
corresponde aproximadamente a 100mg de zinc, de este, el 57% se deposita en
el feto mientras que 24% lo hace en el musculo uterino. La deficiencia de este
elemento puede provocar infertilidad, una labor de parto prolongada (debida a una
contraccion uterina ineficiente), ruptura prematura de membranas, retardo en el
crecimiento intrauterino, pobre desarrollo cognocitivo, efectos teratogénicos, asi

como muerte del embrién o el feto 7101314

Las necesidades adicionales de zinc pueden ser satisfechas mediante ajustes en
la ingestion del elemento, sin embargo, no se cuenta con evidencia que lo
demuestre, por lo tanto la regulacién de los mecanismos homeostaticos (que
incluyen la absorcion intestinal del elemento y su eliminacién) puede ser la via
principal que permita satisfacer los requerimientos de zinc. Estudios en animales y
humanos sugieren que hay un incremento en la absorcion intestinal del elemento
durante la gestacion que continda en la lactancia; el incremento de la absorcion
intestinal de zinc en la lactancia con respecto a la gestacion se debe
probablemente al incremento en las necesidades del elemento. Por otra parte,

durante la lactancia se reducen las pérdidas de zinc en heces y en orina 1%\



Durante los primeros dos o tres meses de vida los lactantes humanos satisfacen
sus necesidades de zinc a partir de la leche materna, en el cuarto y quinto mes la
absorcién neta del elemento es moderadamente positiva, cubriendo de manera
marginal los requerimientos debidos al crecimiento y pérdidas; después del sexto
mes, la concentracion de zinc disminuye de manera gradual por lo que se requiere

de una dieta adicional que permita satisfacer las necesidades del infante (" 19

Durante los primeros dias después del nacimiento se sabe hay una disminucion
progresiva en los niveles de zinc en suero que se acentua en los nifios con una
edad gestacional apropiada pero con bajo peso al nacer, lo que representa los
altos requerimientos de zinc por el crecimiento y las bajas concentraciones del

elemento disponible en el organismo 7.

En paises en desarrollo como México, el riesgo de desarrollar una deficiencia
moderada de zinc es mas alto, debido al acceso limitado a productos de origen
animal como parte de una dieta complementaria que permita mantener niveles

adecuados de zinc en el infante (",

La suplementacién con zinc

Se han llevado a cabo diversos estudios de suplementacion con zinc en infantes
lactantes de diferentes edades, asi como en mujeres gestantes, encontrando
resultados contradictorios dependiendo de la poblacion estudiada, de la edad y

condiciones de los sujetos de estudio > '9.

Se ha observado un incremento en el peso al nacer dependiente del tiempo de

suplementacién, cuando esta inicié en el primer trimestre el efecto fue mayor que

cuando fue iniciada en el tercer trimestre - 1314,



Destaca también el incremento observado en la circunferencia cefalica de ninos de
mujeres que recibieron 25 mg de zinc al dia, un menor retardo del crecimiento
intrauterino, asi como una disminucion en la incidencia de complicaciones durante
el parto (2.7,13,14)

Otro estudio en donde suplementaron con 20 mg de zinc/d durante un ano a ninos
pertenecientes a una comunidad rural del Estado de México, que presentaban
episodios frecuentes de diarrea, mostrd una disminucién de los episodios
diarreicos en un 35% en comparaciéon con el grupo placebo, sin embargo no

afecto la duracion de los mismos ©.

En el estado de Morelos se realizé otro estudio en infantes de diferentes edades
en donde se compar6 el efecto de un suplemento de varios micronutrimentos,
incluido el zinc, y un suplemento que contenia unicamente zinc, el efecto en el
crecimiento fue mayor en el primer caso, con respecto a la edad, observaron un
mayor crecimiento en los infantes menores de 12 meses en comparacion con los

mayores de 12 meses 2.

También se ha observado un efecto benéfico en el tratamiento de la hepatitis C
utilizando zinc (34mg zinc/d) e interferon alfa; esta enfermedad altera el
metabolismo de metales como el zinc provocando una deficiencia del mismo, lo
que ocasiona una alteracion del balance entre las respuestas Th1 y Th2, se cree

que al suministrar el zinc dicha alteracion se corrige .

En otros estudios en humanos se ha observado que la suplementaciéon con zinc
corrige la disminucién en la actividad de la timulina en pacientes con deficiencia de
zinc, también disminuye la incidencia de infecciones bacterianas. La
suplementacion prolongada incrementa la concentracion de zinc en granulocitos y

linfocitos, asi como la produccion de IL-2 (9.



En el Laboratorio de Investigacion en Inmunologia de la Facultad de Quimica de la
UNAM, se han hecho estudios de suplementacion con acetato de zinc en el agua
de beber en un modelo experimental murino en etapas perinatales, en donde se
han monitoreado diferentes dosis, encontrando que con 500 mg/L la proliferacion
de linfocitos T se incrementa significativamente'® y se observa un incremento en
la capacidad fagocitica de macréfagos '?. Otros resultados con la misma dosis
muestran un incremento en la expresion de IL-1 y TNF-a, y la secrecién de IL-12;
al mismo tiempo, se han evaluado las concentraciones de zinc en diferentes
tejidos como el uterino y el placentario, asi como en embriones, encontrando un

aumento en los niveles de zinc en dichas etapas debido a la suplementacion.

La IL-12 y el interferobn gamma, potencian la eliminacion de parasitos por los
macréfagos, se cree que el efecto benéfico de la suplementacion con zinc sobre
las infecciones en humanos puede ser debida a un incremento en la produccion de

interferon gamma‘'?.

El zinc y el sistema inmune

Los estudios realizados en las ultimas tres décadas indican una rapida
disminucion de la inmunidad celular y humoral tanto en humanos como en
animales deficientes en zinc, algunos han mostrado una disminucién en el
funcionamiento de las células asesinas naturales (NK), importantes productoras de
interferdn gamma, asi como anergia en las respuestas de hipersensibilidad tardia,

linfopenia y atrofia del timo > 10.20.26),

El numero de linfocitos T se reduce en humanos, ratones y primates deficientes
en zinc, mientras que el funcionamiento de los linfocitos restantes parece ser

normal; se ve afectada la capacidad de proliferacion y de respuesta a antigenos
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dependientes de células T. En la deficiencia de zinc hay una elevacion cronica de
los glucocorticoides, los cuales han sido considerados como inductores clasicos
de apoptosis en timocitos precursores de células T, por lo que existe una teoria
que relaciona la deficiencia de zinc y la elevacién de los glucocorticoides con una
eliminacion apoptética de precursoras de células T en la médula ésea y en el
timo, desembocando en la linfopenia; no se ha demostrado que las células
precursoras B sean susceptibles a la apoptosis mediada por glucocorticoides, sin
embargo, la deficiencia de zinc disminuye en un 50-70% algunos subtipos de
células B en la médula 6sea; al parecer las células B maduras presentan una

mayor resistencia ©.

Adicionalmente, hay un incremento en las células de la serie mieloide como
neutrofilos, monocitos-macrofagos, basofilos, eosindfilos y otros. Se cree que los
organismos con deficiencia de zinc dan prioridad a la mielopoyesis sobre la
linfopoyesis asegurando asi su primera linea de defensa ®. Sin embargo, el que
haya un mayor numero de macrofagos no significa necesariamente que su
funcionamiento sea el optimo, pues se ha observado que hay una disminucion en
el porcentaje de macréfagos peritoneales asociados con 7. cruzi en ratones
infectados deficientes en zinc, lo que demuestra que la habilidad del macréfago
para matar el parasito se reduce, dicha habilidad se restablece después de un

tratamiento con zinc pero no con magnesio, cobre o niquel 4.

La deficiencia de zinc en humanos y animales ocasiona una alteracion en el
balance entre las poblaciones de linfocitos T de tipo Th1 y los de tipo Th2, pues
reduce la secrecién de citocinas como el interferén gamma, la IL-2 y el TNF-alfa,
mientras que citocinas como la IL-4, IL-6 e IL-10 no se ven afectadas; la reduccién
en las concentraciones de interferon gamma e IL-2 se corrigieron después de la
suplementacién con zinc; al parecer la deficiencia de zinc afecta principalmente la
produccion de citocinas de tipo Th1, ocasionando una alteracion del balance entre
las células Th1y Th2 ® 19
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2.2 El interferon gamma
Los interferones

El nombre colectivo de interferones se designé a un grupo de proteinas capaces
de interferir con la propagacion de un gran numero de virus. Los interferones
forman parte de un conjunto de biomoléculas reconocidas como citocinas,
participan en los mecanismos naturales de defensa de los vertebrados y se
presentan fundamentalmente en forma de glicoproteinas. Los interferones son
producidos ante diferentes estimulos bioldgicos, inducidos principalmente por virus
aunque también se han descrito otros agentes inductores como: bacterias,
protozoarios, otras citocinas, mitogenos, ARNs de doble cadena tanto naturales

como sintéticos y otras sustancias ¢ %,

Se conocen actualmente varios tipos de interferones entre los cuales se encuentra
el interferdn alfa (también llamado leucocitario), el interferon beta (fibroblastico), el
interferon omega (Unicamente presente en leucocitos) y el recién descubierto
interferon kappa. Todos estos presentan una estructura tridimensional y
propiedades biolégicas similares por lo que se les agrupa como interferones tipo I.
El interfferon gamma, conocido inicialmente como interferébn inmune, tiene
propiedades bioldgicas y estructurales distintas por lo que se le ha designado

como interferén tipo Il ¢+ %),

Las respuestas bioldgicas de los interferones se inician con la unién de los mismos
a receptores especificos en la superficie de las células, lo que promueve la
activacion de senales de transduccion, seguidas por la expresion de los genes

correspondientes ",
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Ahora se sabe que la actividad antiviral es solo uno de muchos procesos celulares

inducidos por los interferones (Tabla 1), pues ademas inhiben la proliferaciéon

celular, regulan la diferenciacion celular y tienen un destacado papel como

inmunomoduladores ¢

Algunas proteinas inducidas por los interferones

Inducido por
Proteina Funciones IFN IFN
Tipo | | Tipo Il
2,5-oligoadenilato-sintetasa | Activador de ARNasa L, la cual degrada + +
moléculas de ARN de cadena simple de origen
viral y celular
Proteina cinasa R (PKR) Fosforila e inactiva el factor de iniciacién + +
peptidico elF2 involucrado en el traslado de
ARNmMm viral en los poliribosomas.
MHC clase | (HLA-A,B,C) Presentacion de antigenos + +
incluyendo la f,-
microglobulina
MHC clase Il (HLA-DR) Presentacion de antigenos + +
Indolamina 2,3-dioxigenasa | Metabolismo del triptofano (catabolismo), limita + +
su disponibilidad para microorganismos
intracelulares
Receptores de TNF Media las acciones del TNF - +
Receptores de IL-2 Media las acciones de la IL-2 - +
Receptor de GM-CSF Media las acciones de GM-CSF - +
Receptor Fey Unién de Ig por macréfagos/neutrofilos * +

Tabla 1. Algunas proteinas inducidas por los interferones (21.29 MHC: molécula del complejo

mayor de histocompatibilidad; HLA: antigeno leucocitario humano; TNF: factor de necrosis tumoral;

IL-2: interleucina 2; GM-CSF: factor estimulante del crecimiento de colonias de granulocitos y

monocitos; Fcy: fraccion c de las inmunoglobuinas.
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El interferon gamma

El interferéon gamma es un homodimero con dominios helicoidales. El gen que lo
codifica se encuentra ubicado en el brazo largo del cromosoma 12 humano. A
diferencia de los interferones del tipo |, el interferon gamma es producido por un

numero limitado de células activadas como las NK, Th1, dendriticas y macréfagos
(22, 24, 25, 26)

El interfferon gamma se une con alta afinidad con un receptor ubicado en la
superficie de la célula, activando asi mecanismos de sefalizacion citoplasmatica

cuyo efecto es la estimulacion o modulacion de la expresion de algunos genes |

El receptor esta formado por dos cadenas polipeptidicas IFNGR1 y dos cadenas
IFNGR2, cada una de éstas se encuentra asociada constitutivamente a un
miembro de la familia de proteinas tirosincinasas Janus (JAK). En el caso del
IFNGR1 la unién es con JAK1, mientras que IFNGR2 se une a JAK2 %2229

Las cadenas IFNGR1 se expresan en la superficie de la célula de manera
constitutiva; las cadenas IFNGR2 también se expresan de forma constitutiva, pero
a niveles muy bajos y su expresién se regula por diferentes estimulos externos. La
funcién bioldgica del interferén gamma recae en la cadena IFNGR2, ademas de
que contribuye al proceso de union ligando-receptor al favorecer la estabilizacion

del complejo, aunque en comparacién con IFNGR1, su afinidad es menor %2
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Sistemas JAK-STAT: las JAK integran una familia de proteinas tirosincinasas que
se asocian con los dominios intracelulares de los receptores. En respuesta a la
interaccion con el ligando las cadenas del receptor se asocian entre si activando
asi a las proteinas JAK, las cuales fosforilan el dominio intracelular de la cadena
IFNGR1 formando un sitio de union para las proteinas STAT1, que se encuentran
como monomeros en el citosol y forman parte de una familia de siete proteinas
muy importantes en la mediacion de los efectos biolégicos de una gran variedad

de citocinas y factores de crecimiento Z 2.

Una vez establecida la union de las STAT1, estas también son fosforiladas por las
JAK. Dichas moléculas fosforiladas y libres forman homodimeros generando el
factor de activacion del interferon gamma (GAF), el cual se transloca al nucleo
donde se une a una region promotora denominada sitio activado por el gamma
(GAS), responsable de la activacion transcripcional de los genes inducida por el

interferon gamma (figura 1) % 229
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Figura 1.Sistema JAK-STAT
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El sistema inmune y el interferén gamma

Las células T que no han tenido contacto con un antigeno (T naive) pueden
diferenciarse en dos clases funcionales de células durante la respuesta inmune,
las células Th1 y las células Th2. Las células Th1 son responsables de la
respuesta inmune intracelular, mientras que las células Th2 se encargan de la
inmunidad extracelular. En términos de control de parasitos, las células Th1
proveen proteccidn contra protozoarios intracelulares como por ejemplo las
especies de Leishmania y Toxoplasma gondii, mientras que las células Th2 estan

asociadas con la proteccion contra parasitos intestinales como los helmintos ¢7 %

29)

La IL-2 y el interferon gamma son productos de las células Th1, mientras que la IL-
4, IL-6 y la IL-10 de las células Th2. El interferon gamma inhibe la diferenciacion
hacia Th2, mientras que la IL-4 hace lo propio con la poblacion Th1 (9.

En la produccion de interferon gamma por las células Th1, recientemente se
identificd un factor especifico de células Th1 llamado T-bet, un miembro de la
familia de factores de transcripcion T-box, el cual induce la produccion de

interferén gamma en estas células "%

El mecanismo por el cual el factor T-bet induce la expresion del interferon gamma
es un area de extensa investigacion. La expresion de T-bet en las células T naive
es inducida por el interferon gamma producido por otro tipo de células como las
NK, a través del factor STAT1; en las células Th1 diferenciadas, la reiteracion de
la expresion del interferon gamma puede ocurrir por dos vias diferentes: 1) por la
estimulacion del receptor de las célulasT (TCR) o 2) por la induccién por citocinas
como la IL-12 e IL-18. La IL-18 aumenta la produccién de interferdn gamma, sin
embargo, a diferencia de la IL-12, es incapaz de inducir la diferenciacion de las
células T naive a células Th1; la combinacion de IL-12 e IL-18 induce la

produccion de interferbn gamma en ausencia de la estimulacion del TCR. Los

17



detalles transcripcionales de la induccioén de la expresion del interferon gamma por
las citocinas IL-12 e IL-18 son poco conocidos, sin embargo, se sabe que hay una
fuerte dependencia del factor STAT4 activado por la IL-12 y el factor NF-«xB
activado por la IL-18, mientras que en la produccion de interferén gamma inducida

por la estimulacion del TCR, el factor NF-AT es muy importante ?7 %),

El interferon gamma producido por las células NK activadas, puede aumentar la
expresion del factor T-bet durante la activacion primaria de las células T naive via
la senalizacion por STAT1. El factor T-bet promueve el desenvolvimiento de la
cromatina en donde se encuentra el gen que codifica al interferobn gamma,
ademas, promueve la expresion de la cadena B2 del receptor de la IL-12, asi la
IL-12 producida por macrofagos o células dendriticas activadas por el patégeno
amplifica la produccion del interferéon gamma por las células T via el factor de
transcripcion STAT4 promoviendo, ademas, la expresion del receptor de la IL-18
(Figura 2) ()

Efectos

El principal blanco del interferon gamma es el macrofago, donde se sabe induce la
expresion de genes que codifican para las subunidades de la NADPH oxidasa y
enzimas lisosomales, cuyos productos estan relacionados con la destruccion de
los microorganismos digeridos. Otro blanco importante del interferén gamma son

las células NK @29,
El interferobn gamma incrementa la sintesis de algunas citocinas, como la

subunidad p40 de la IL-12, el TNF-alfa y la IL-1, lo cual contribuye con la

inmunidad antimicrobiana in vivo 24,
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Por otra parte, el interferon gamma puede inducir la expresion de moléculas de
MHC de tipo Il como HLA-DR, asi como la molécula de adhesién intracelular
tipo | (ICAM-1) @'-23)

La importancia del interferon gamma en la inmunidad innata antiviral al parecer
depende principalmente del tipo de virus infectante, pues mientras que ratones
deficientes en interferon gamma o IFNGR1 no muestran un cambio en la
susceptibilidad a virus como el de la estomatitis vesicular (VSV), dicha
susceptibilidad se ve incrementada ante virus como el de la coriomeningitis
linfocitica (LCMV) ©2).

Se sabe que el interferon gamma induce la expresion de diversas proteinas que
inhiben la propagacion viral como la 2-5 adenilato sintetasa, la cual cataliza la
formacion de un oligonucleétido inusual, 2-5A, requerido para activar una
endonucleasa latente, ARNasa L, cuya funcion es degradar el ARNm requerido

para la replicacion citoplasmatica de una gran variedad de virus "),

Otra proteina inducida en menor proporcion por el interfferon gamma es una
proteina cinasa conocida como PKR, la cual fosforila e inactiva el factor de
iniciacion peptidico elF2 involucrado en el traslado de ARNm viral en los

poliribosomas @".
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Figura 2. Respuesta Th1 y produccion de interferon gamma . El interferon gamma secretado
por las células NK, induce la expresion en las células T naive del factor de transcripcion T-bet, a
través del factor STAT1. El factor T-bet puede autoactivar su expresion e inducir la del interferon
gamma, asi como la de la cadena 2 del receptor de la IL-12, activando a las células T y
promoviendo su diferenciacion a células Th1. Las células Th1 son capaces de producir interferon
gamma como respuesta a las citocinas IL-12 e IL-18, las cuales promueven la expresiéon de los
factores de transcipcion STAT4 y NF-kB respectivamente, asi como por la presentacion de
antigenos via TCR que induce la expresion del factor de transcripcion NFAT.

NK: células asesinas naturales; TCR: receptor de las células T; STAT1: proteinas transductoras de
senales y activadoras de la transcripcion; IL12RB1: cadena 1 del receptor de la interleucina 12; IL-
12: interleucina 12; IL-18R: receptor de la interleucina 18; IL-18: interleucina 18; NF-xB: factor

nuclear kB; NFAT: factor nuclear activado por las células T.
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Estimulacién de la produccién de interferon gamma

Se han empleado ésteres de forbol como el PMA en combinacién con ionomicina
de calcio para mimetizar las senales producidas por la activaciéon del TCR, como
consecuencia hay una proliferacion celular y un aumento en la produccion de
citocinas como la IL-2 y el interferon gamma 3. Sin embargo, el uso individual
de la ionomicina o el PMA no tiene grandes efectos mitdégenicos ni induce la
proliferacion celular. EI PMA promueve la sintesis de proteinas aunque a niveles
inferiores en comparacion con la combinacién de PMA e lonomicina ©". Por otra
parte, el tratamiento de las células T con ésteres de forbol al parecer induce la

expresion de la cadena 2 del receptor de interferon gamma .

La PKC es el receptor celular de los esteres de'forbol, juega un papel muy
importante en la activacion de genes y la regulacion de sus respectivos factores de
transcripcion. Algunos de esos factores de transcripcién son el AP-1, el cual
activa a la proteina cinasa N-terminal c-Jun (JNK) involucrada en la senalizacion
via TCR ™. Otro factor de transcripcion activado por la PKC es el NF-«B,
involucrado en la activacion de un gran numero de genes, incluyendo al del
interferon gamma. La expresion de dicho factor se induce rapidamente por varios
estimulos como la presentacién de antigenos a los linfocitos T, la exposicion a
anticuerpos dirigidos contra proteinas de superficie, asi como el tratamiento de los
linfocitos con esteres de forbol, ionoforos de calcio, lectinas y citocinas como el
TNF-alfa y la IL-1. Dichos factores de transcripcién estan involucrados en las

respuestas inflamatorias y en las respuestas inmunes especificas '>® (Figura 3).

La PKC tiene como cofactor enzimatico al calcio, sin embargo, el mantenimiento
de la estructura inactiva de la proteina es llevado a cabo por el zinc, el cual se
mantiene unido a residuos de cisteina que al ser reducidos lo liberan en el
citoplasma de la célula, lo que trae como consecuencia la activacion enzimatica de
la PKC,; asi mismo, el zinc forma parte de la estructura de diversos factores de

transcripcion en la forma de dedos de zinc como es el caso del NF-xB 32,
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Figura 3. Estimulacién de la produccién de interferén gamma ®® *" 3, varias clases de
proteinas son reclutadas a los receptores de los linfocitos T activados (TCR) y participan en la
propagacion de sefales intracelulares. La enzima fosfolipasa C-y genera la hidrolisis del fosfatidil
inositol bifosfato (PIP;) en inositol trifosfato (IPs) y diacilglicerol (DAG). Estos dos segundos
mensajeros estimulan la elevacion de la concentracion de Ca” intracelular y la activacion de la
proteina cinasa C (PKC) ©?. La PKC puede activar al factor de transcripcion NF-kB, asi mismo la
calcineurina el factor de transcripcion NFAT, dichos factores son capaces de inducir la expresion
del interferon gamma. El PMA y la ionomicina de calcio activan a la PKC, mimetizando la activacion
de la célula T por la presentacion de antigenos via TCR.

El zinc forma parte de la estructura de la PKC y del factor de transcripcién NF-kB, por lo que se
sugiere que sus niveles en el organismo podrian tener una influencia importante en la propagacion
de seiiales al interior de las células.
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Estudios recientes en el laboratorio de Investigacion en Inmunologia de la
Facultad de Quimica de la UNAM, han explorado los efectos de la suplementacion
con diferentes dosis del elemento traza; se ha observado un incremento en la
proliferacion de células T, asi como de la capacidad de respuesta de células de la
primera linea de defensa del organismo como los macréfagos, al aumentar su
capacidad fagocitica y la produccion de citocinas como la IL-1 y el TNF-.
Ademas, se ha observado un incremento en la produccién de IL-12, la cual puede
inducir la produccion del interferon gamma en células Th1, NK, asi como en
células dendriticas en presencia de IL-18; también se ha notificado un aumento en
las concentraciones del elemento en diversos tejidos como son: hepatico, timico,
placentario, uterino, asi como en suero, embriones, macrofagos y linfocitos. Estos
antecedentes nos llevan a investigar los efectos de la suplementacion con zinc
sobre el numero de células secretoras de interferon gamma en ratones en etapas

perinatales.

3. Hipétesis del estudio

La suplementacion con zinc a ratones en etapas perinatales incrementara el

numero de células secretoras de interferon gamma.
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4. Objetivos

Objetivo general

Evaluar los efectos de la suplementacion con zinc sobre el numero de células

secretoras de interferon gamma en ratones BALB/c en etapas perinatales.

Objetivos particulares

Establecer las condiciones optimas de cultivo de células de bazo para
determinar el numero de células secretoras de interferbn gamma.

Implementar la metodologia de ELISpot para el estudio de los efectos del zinc
sobre el numero de células secretoras de interferon gamma en ratones en
etapas perinatales.

Evaluar los efectos de la suplementacion con zinc sobre el numero de células

secretoras de interferéon gamma en esplenocitos de raton.
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5. Material y Métodos
Administracion del zinc

Se utilizaron como progenitores ratones de la cepa BALB/c hembras y machos de
22g (de aproximadamente 8 semanas de edad), los cuales se alojaron por parejas
en cajas de plastico. Se alimentaron ad libitum con alimento comercial (Lab Diet
5015 PMI Foods Inc, St Louis MO, USA), con una concentracion de 74 ug de Zn/g

de alimento.

Se resumen los grupos experimentales de la siguiente manera: las crias que
recibieron acetato de zinc en el agua de beber (Mallinckrodt, Kentucky, USA) en
una concentracion de 500 mg/L desde la gestacion (a los progenitores se les
administro el tratamiento desde el momento del apareamiento y hasta los 21 dias
correspondientes al periodo de gestacion) y durante la lactancia corresponden al
grupo | con 6 semanas de tratamiento (6s, +Zn), mientras que las crias que
recibieron el tratamiento desde la gestacién, durante la lactancia y hasta el
destete corresponden al grupo Il con 9 semanas de tratamiento (9s, +Zn). Los
animales de los grupos testigo, no recibieron Zn en el agua de beber (6s, -Zn; 9s,
-Zn) (Tabla 2).

En estudios anteriores realizados en el Laboratorio de Investigacion en
Inmunologia de la Facultad de Quimica de la UNAM, se registro el consumo de
agua de este modelo experimental, encontrando que cada ratén consume en
promedio 5 mL de agua por dia, por lo que los animales suplementados con zinc

recibieron 2.5 mg de zinc/d.
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Periodo de tratamiento

Estimulacién de las células

con zinc (500 mg/L)
6 semanas: |9 semanas: Sin Forbol |lonomicina
Grupo periodos de | periodos de | estimulante ':L’;?t;" de ?f;’m
gestacion y | gestacion, (PMA)
lactancia lactancia y
destete

1 (+Zn) 6s J PMA |
Testigo | (~Zn) 6s J PMA I
i (+Zn) 9s J PMA 1
Testigo Il (-Zn) 9s J PMA I

Tabla 2. Grupos experimentales (n=12)

Obtencion de células esplénicas

En condiciones de esterilidad se obtuvo el bazo del animal muerto y se perfundio

con 3 mL de medio de cultivo RPMI 1640 (Hyclone, No. Cat. B-0304-Ax, Utah), las

células obtenidas se lavaron dos veces con medio de cultivo por centrifugacion a

200 g durante 10 minutos a 4°C. Finalmente fueron resuspendidas en 2 mL de

RPMI.

El nimero de células se determindé mediante conteo en una camara de Neubauer.

En todos los casos se observo una viabilidad celular mayor al 95% utilizando la

exclusion del colorante vital azul tripano (Flow Laboratories, USA). La concentracion

final de las células se ajusté a 1X10° células/mL en RPMI.
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Determinaciéon del namero de células secretoras de interfer6n gamma

Para la determinacion del numero de células secretoras de interferon gamma
utilizamos la prueba ELISpot, la cual fue disenada originalmente para la deteccién
de células B secretoras de anticuerpos antigeno especificos, sin embargo se ha
adaptado para la deteccion de células secretoras de citocinas especificas u otros
antigenos. Esta prueba incorpora el ensayo inmunoenzimatico en fase solida
ELISA & '

Actualmente es el método mas sensible y selectivo en el estudio de las citocinas,
no requiere estimulacion previa reflejandose la situacion in vivo, en contraste con
otros métodos en donde se requiere una estimulacion previa in vitro para que los

niveles de citocinas sean cuantificables 9.

El ELISpot es una prueba altamente reproducible y sensible, que se puede utilizar
para cuantificar y monitorear respuestas de células T con frecuencias del orden de
1 en 100, 000, asi como células que secreten menos de 100 moléculas de citocina
por segundo. Esta técnica nos permite visualizar directamente cada célula

secretora de interferén gamma como una mancha %37,

El interferon gamma secretado por las células en cultivo, es capturado en las
inmediaciones de la célula por un anticuerpo especifico anti interferon gamma
adsorbido en el fondo del pozo, las células se retiran mediante lavados sucesivos
y se adiciona un segundo anticuerpo especifico anti interferon gamma que va a
adherirse al interferén inmovilizado por el primer anticuerpo, el segundo anticuerpo
se encuentra marcado con una enzima, al adicionar el sustrato de la misma, se
forma un producto colorido insoluble que permite ver el sitio en donde se

encontraba la célula secretora de interferén gamma como una mancha de color.
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La determinacion del niumero de células secretoras de interferon gamma se realizé

con un estuche comercial, ELISpot mouse IFN-gamma (R&D Systems. Cat EL485,

Minneapolis), el cual se fundamenta en el método del doble anticuerpo, el

procedimiento que se siguio fue acorde al protocolo establecido en el estuche y se

describe a continuacion:

1.

Se obtuvieron las células del bazo y se ajustaron como se indica en el apartado
anterior.

Se reconstituyé el anticuerpo monoclonal anti interferon gamma murino
incorporado previamente a los 96 pozos de una placa de difluoruro de
polivinilideno (PVDF) con 200 uL de RPMI 1640 (Hyclone Cat. B-0304-Ax, Utah) y
se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente (Figura 5a).

Se aspird el medio de cultivo de los pozos e inmediatamente se adicionaron
100 pL de la suspension de células (células de un ratén por pozo: 10° céls), asi
como el control positivo incluido en el estuche comercial (interferon gamma
recombinante); los controles negativos consistieron en adicionar en lugar de la
suspension de células: medio de cultivo, amortiguador de lavado, o bien, en no
adicionar en los pasos sucesivos el anticuerpo biotinilado o el sustrato (Figura 4,
5b). Con la finalidad de mimetizar la activacion de las células T y de favorecer
la produccién de interferon gamma se adicionaron también en los pozos
correspondientes los estimulantes: forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) (Sigma
P-8139) en una concentracion de 50ng/mL o ionomicina de calcio 0.5pg/mL
(Sigma 1-0634) (Figura 4). Se incubd a 37°C en una atmdsfera humeda con 5% de
CO; durante 18 horas, el tiempo 6ptimo de acuerdo a la bibliografia consultada
y ensayos previos realizados en el laboratorio ® * 3 Se realizaron 4
experimentos representativos duplicando cada muestra.

Al término del periodo de incubacion se aspird el liquido de cada uno de los
pozos y se procedio a lavar la placa 4 veces con la finalidad de retirar todas las

células (Figura 5c¢).

28



PN
-
+
P

ssPMa ———— > QQQOQQOQQOQQOQQQ
9s PMA —» | QOO0 OO0O0OO00O0O0
ssionomicina————— - | QO QQQQOQOQ OO0
fslonomicina - » 1 QQQOQOOQOQQQ0O
sz 883880808988
esimatantes QQOQQOQOQOQ0
r —[0060600660600
Figura 4. Placa ELISpot

. Se adicionaron en cada pozo 100uL de la solucién de deteccion que contenia
un anticuerpo policlonal biotinilado anti interferon gamma murino. Se incubo
durante toda la noche a 4°C (Figura 5d).

. Al término del periodo de incubacion se repitid6 el paso 4 para retirar el
anticuerpo biotinilado que no se unié al interferébn gamma (Figura 5e).

. Se adiciond6 en cada pozo 100uL de solucion diluida de la enzima
estreptavidina alcalina fosfatasa y se incubé durante 2 horas a temperatura
ambiente con la finalidad de que se uniera a la biotina del segundo anticuerpo
(Figura 5f).

. Al término del periodo de incubacion se repitid el paso 4 para retirar la enzima
Nno unida (Figura 5g).

. Se adicion6 en cada pozo 100uL del cromégeno 5-Bromo-4-Cloro-3
indolilfosfato p-toluidina y cloruro de nitroazul de tetrazolio (BCIP/NBT), y se
incubd durante 1 hora a temperatura ambiente, protegiendo la placa de la luz,
se formo un producto colorido insoluble (Figura 5h).

10.Se desechd el cromdgeno por aspiracion y se enjuagd la placa con agua

desionizada. Se retiré el fondo de la placa y se dejo secar a temperatura

ambiente durante 2 horas.
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11.Los spots se contaron manualmente usando un microscopio estereoscopico
(Zeiss Stem 2000) (Figura 5i).
12.Los resultados se expresan como: numero de células secretoras de interferon

gamma/10° células.

Analisis estadistico

Las diferencias entre los grupos se determinaron mediante la prueba ANOVA y la

prueba T de student, utilizando el software Prism 3.0
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6. Resultados

Efecto del zinc sobre el numero de células secretoras de interfero6n gamma

de ratones suplementados durante 6 y 9 semanas.

Con el propésito de conocer el efecto de la suplementacién con zinc en el nimero
de células secretoras de interfferon gamma de ratones tratados durante 6
semanas (6s: periodos de gestacion y lactancia), se realizd el ELISpot
obteniendo los siguientes resultados, los cuales corresponden a 4 experimentos
representativos y cada muestra por duplicado (n=12).

Células secretoras de IFN-gamma
(6 semanas)
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Grafica 1. Efecto del zinc sobre el nimero de células secretoras de interferén gamma (6s).

Los ratones que recibieron el suplemento durante 6 semanas (6s, +Zn) presentan
un mayor numero de células secretoras de interferéon gamma en comparacién con

los testigos (6s, -Zn), sin embargo la diferencia no es significativa.
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Al mismo tiempo se realizo el ELISpot con células de ratones suplementados con
zinc durante 9 semanas (9s: periodos de gestacion, lactancia y destete), los
resultados corresponden a 4 experimentos representativos y cada muestra por
duplicado (n=12).

Células secretoras de IFN-gamma
(9 semanas)
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Grafica 2. Efecto del zinc sobre el numero de células secretoras de interfer6n gamma (9s).

En los ratones que recibieron el suplemento durante 9 semanas (9s, +Zn) no se
observa un incremento en el nimero de células secretoras de interferon gamma

en comparacion con los testigos (9s, -Zn).
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También se determind el numero de células productoras de interferon gamma de
ratones suplementados durante 6 semanas (6s. periodos de gestacién y
lactancia), las células fueron estimuladas con PMA, los resultados corresponden

a 4 experimentos representativos y cada muestra por duplicado (n=12).
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Grafica 3. Efecto del zinc sobre el nimero de células secretoras de interferén gamma (6s),
estimuladas con forbol miristato acetato (PMA).

En los ratones que recibieron el suplemento durante 6 semanas (6s, +Zn, PMA)
se observd un incremento significativo (T student, p < 0.05) en el nimero de
células secretoras de interferon gamma al ser estimuladas con PMA en

comparacion con los testigos (6s, -Zn, PMA).



Al mismo tiempo se realizo el ELISpot con células de ratones suplementados con
zinc durante 9 semanas (9s. periodos de gestacion, lactancia y destete)
estimuladas con PMA, los resultados corresponden a 4 experimentos

representativos y cada muestra por duplicado (n=12).
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Grafica 4. Efecto del zinc sobre el nimero de células secretoras de interferén gamma (9s),
estimuladas con forbol miristato acetato (PMA).

En los ratones que recibieron el suplemento durante 9 semanas (9s, +Zn, PMA),
se observé un incremento significativo (T student, p < 0.05) en el niumero de
células secretoras de interferon gamma al ser estimuladas con PMA en

comparacion con los testigos (9s, -Zn, PMA).
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Figura 6a. Pozo de ELISpot con células de ratones (6s, -Zn, PMA)

Figura 6b. Pozo de ELISpot con células de ratones (6s, +Zn, PMA)
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Ademas se estimularon las células de ratones que recibieron el suplemento
durante 6 semanas (6s: periodos de gestacion y lactancia) con ionomicina de
calcio, los resultados corresponden a 4 experimentos representativos y cada

muestra por duplicado (n=12).

Células secretoras de IFN-gamma
(6 semanas)
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Grafica 5. Efecto del zinc sobre el nimero de células secretoras de interferbn gamma (6s),

estimuladas con ionomicina de calcio (l).

Los ratones que recibieron el suplemento durante 6 semanas (6s, +Zn, |)
presentan un mayor numero de células secretoras de interferon gamma al ser
estimuladas con ionomicina de calcio en comparacion con los testigos (6s, -Zn,

), sin embargo la diferencia no es significativa (T student, p = 0.0504).
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Células de ratones suplementados durante 9 semanas (9s: periodos de gestacion,
lactancia y destete), estimuladas con ionomicina de calcio, los resultados
corresponden a 4 experimentos representativos y cada muestra por duplicado
(n=12).
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Grafica 6. Efecto del zinc sobre el namero de células secretoras de interferé6n gamma (9s),

estimuladas con ionomicina de calcio ().

En los ratones que recibieron el suplemento durante 9 semanas (9s, +Zn, |) no se
observan diferencias significativas en el numero de células secretoras de
interferon gamma al ser estimuladas con ionomicina de calcio en comparacion

con los testigos (9s, -Zn, |).
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Se resumen los resultados de la suplementacion oral con zinc durante 6 semanas
(6s: periodos de gestacion y lactancia) sobre el niumero de células secretoras de
interferébn gamma.
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Grafica 7. Efecto de la suplementacién con zinc sobre el nimero de células secretoras de
interfer6n gamma de ratones tratados durante 6 semanas (6s: gestacién y lactancia).
PMA: forbol miristato acetato; I: ionomicina de calcio.

Se analizaron los datos con la prueba ANOVA encontrando que hay diferencias

significativas entre los grupos ( p < 0.0242).
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Se analizaron los datos obtenidos con 6 semanas de tratamiento con zinc (+Zn)
con la prueba ANOVA, encontrando que no hay diferencias significativas entre los

grupos
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Grafica 8. Efecto de la suplementacién con zinc sobre el nimero de células secretoras de
interfer6n gamma de ratones tratados durante 6 semanas (6s: gestacion y lactancia).
PMA: forbol miristato acetato; |: ionomicina de calcio.
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También los datos correspondientes a 6 semanas (—Zn) fueron analizados con la

prueba ANOVA encontrando que no hay diferencias significativas entre los grupos

Células secretoras de IFN-gamma
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Grafica 9. Namero de células secretoras de interfer6n gamma de ratones de 6 semanas (6s:
gestacion y lactancia). PMA: forbol miristato acetato; I: ionomicina de calcio.
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También se comparan los resultados de la suplementacion oral con zinc durante 9
semanas (9s: periodos de gestacion, lactancia y destete) sobre el numero de

células secretoras de interferon gamma.
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Grafica 10. Efecto de la suplementacién con zinc sobre el nimero de células secretoras de
interfer6n gamma de ratones tratados durante 9 semanas (9s: gestacion, lactancia y
destete). PMA: forbol miristato acetato; I: ionomicina de calcio.

Se analizaron los datos con la prueba ANOVA encontrando que hay diferencias
significativas entre los grupos (p < 0.0078).
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Se analizaron los datos obtenidos con 9 semanas de tratamiento con zinc (+Zn)

con la prueba ANOVA, encontrando que hay diferencias significativas entre los

grupos (p<0.05)
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Grafica 11. Efecto de la suplementacién con zinc sobre el niumero de células secretoras de
interferon gamma de ratones tratados durante 9 semanas (9s: gestacion, lactancia y destete).
PMA: forbol miristato acetato; |: ionomicina de calcio.
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También los datos correspondientes a 9 semanas (—Zn) fueron analizados con la

prueba ANOVA encontrando que no hay diferencias significativas entre los grupos
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# de células secretoras de
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Grafica 12. Namero de células secretoras de interferé6n gamma de ratones de 9 semanas (9s:

gestacién, lactancia y destete). PMA: forbol miristato acetato; I: ionomicina de calcio.
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7. Discusion

En México como lo muestra la Encuesta Nacional de Nutricion realizada en 1999,
una gran parte de la poblacién infantil presenta una deficiencia moderada de zinc,
principalmente en las comunidades rurales del sur del pais, cuya dieta contiene
una gran cantidad de fitatos, oxalatos y taninos, los cuales impiden una adecuada
absorcion del elemento % 78 101112 picha deficiencia trae como consecuencia
un retraso en el crecimiento lineal, asi como una alta incidencia de enfermedades
infecciosas % '?. Debido a esto y al importante papel que tiene el zinc en la
respuesta inmune, resulta esencial conocer los efectos que tiene |la
suplementacioén oral con zinc sobre el sistema inmunologico de individuos en

etapas perinatales.

Se sabe que la deficiencia de zinc tanto en humanos como en animales ocasiona
una alteracion en el balance entre las poblaciones celulares Th1 y Th2 al reducir la
secrecion de citocinas como el interferébn gamma y la IL-2, mientras que citocinas
como la IL4, IL-6 e IL-10 no se ven afectadas & '9.

Existen estudios realizados en infantes de comunidades rurales de México que
sugieren que la suplementacién con zinc reduce la frecuencia de episodios
diarreicos . Se cree que el efecto benéfico de la suplementacién con zinc sobre
las infecciones en humanos puede ser debida a un incremento en la produccion de
interferén gamma (9.

En estudios anteriores realizados en el Laboratorio de Investigacidon en
Inmunologia de la Facultad de Quimica de la UNAM, se ha encontrado que la
suplementacion oral con zinc en una dosis de 500 mg/L incrementa la produccion
de IL-12 en los macréfagos de ratones tratados durante 6 y 9 semanas. Dicha
proteina es producida in vivo por las células presentadoras de antigenos ante
diferentes estimulos y uno de sus efectos es coestimular la produccion de
interferon gamma en las células T, lo cual polariza la respuesta inmune hacia el
tipo celular o Th1.
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La determinacion del nimero de células secretoras de interferon gamma mediante
el ensayo inmunoenzimatico ELISpot, nos permitid visualizar directamente las
células, que activamente, se encontraban secretando la citocina, y observar el
efecto de la suplementacidon con zinc sobre las mismas. Este ensayo, a diferencia
de otros utilizados en el estudio de las citocinas, no requiere de una estimulacion

previa de las células reflejandose la situacion in vivo 7',

El ELISpot es una prueba altamente reproducible y sensible, en nuestro ensayo
nos permitid detectar como se puede ver en los resultados un namero muy
pequeno de células secretoras de interferon gamma, se puede utilizar para
cuantificar y monitorear respuestas de células T con frecuencias del orden de 1 en
100 000 ©5-%.37

En este estudio se observo un incremento significativo (T student, p<0.05) en el
numero de células secretoras de interferon gamma, estimuladas con PMA in vitro,
de ratones suplementados con zinc durante las etapas de gestacién y lactancia
(+Zn, 6s, PMA), en comparacién con el grupo testigo (-Zn, 6s, PMA), cuyas células
fueron también tratadas con el mismo estimulante (Graficas 3 y 7). Cuando se utilizé
ionomicina de calcio como estimulante se observd la misma tendencia (+Zn, 6s, 1),
sin embargo, la diferencia con respecto a su testigo no fue significativa (-Zn, 6s, )
(T student, p=0.0504) (Graficas 5 y 7), en el caso de las células que no fueron
tratadas con estimulantes también se observd un incremento importante (+Zn, 6s),
aunque la diferencia en el nimero de células secretoras de interferon gamma con

respecto a su testigo no es significativa (-Zn, 6s) (Gréficas 1y 7).

En el caso de los ratones suplementados durante las etapas de gestacion,
lactancia y destete (9 semanas) se observo un incremento significativo en el
numero de ceélulas secretoras de interferon gamma unicamente cuando se utilizé
PMA como estimulante (+Zn, 9s, PMA), en comparacion con sus testigos (-Zn, 9s,
PMA) (prueba T, p<0.05) (Graficas 4 y 10); en las células estimuladas con ionomicina
(+Zn, 9s, |) (Graficas 6 y 10) y en las que no fueron estimuladas (+Zn, 9s) (Graficas 2 y
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10), no se observé incremento en el nimero de células secretoras de interferon

gamma, con respecto a sus testigos (-Zn, 9s, |; -Zn, 9s).

Al comparar el numero de células secretoras de interferon gamma de ratones
suplementados con zinc durante los periodos de gestacion y lactancia (+Zn, 6s),
cuyas células no fueron estimuladas o bien se estimularon con PMA o ionomicina
de calcio (Grafica 8), se encontré que no hay diferencias significativas entre los
grupos, lo que indica que el suplemento de zinc por si solo esta favoreciendo un
incremento en el nimero de células secretoras de interferon gamma, de la misma
magnitud que cuando ademas se estimulan las células in vifro con PMA o con
tonomicina, lo que se confirma al observar que no hay diferencias significativas
entre los grupos testigos (-Zn, 6s) (Gréfica 9). Estos resultados muestran que el
efecto estimulante en el numero de células secretoras de interferon gamma, en
ratones, se debe al suplemento de zinc administrado durante los periodos de

gestacion y lactancia (6 semanas).

Cuando se comparan las graficas 7 y 10, se observa que el numero de células
secretoras de interferobn gamma es menor cuando el tratamiento se prolonga
durante 9 semanas (periodos de gestacion, lactancia y destete), con excepcion de
las células estimuladas con PMA (+Zn, 9s, PMA) cuyo numero es
significativamente mayor en comparacion con las células que no fueron
estimuladas (+Zn, 9s) y las que se estimularon con ionomicina de calcio (+Zn,
9s, 1) (Graficas 10 y 11). Cuando se comparan los grupos testigo entre si (-Zn, 9s)
(Gréfica 12) no se encuentran diferencias significativas. Estos resultados sugieren
que el zinc presente en las células de los ratones suplementados durante 9
semanas esta interactuando con el PMA, favoreciendo la secrecién del interferon
gamma, se ha descrito en la literatura que el blanco de accién del PMA en la
célula T es la Proteina cinasa C (PKC) ™, dicha proteina es importante en la
activacién del factor de transcripcion NF-xB involucrado en la sintesis del

a (10, 30)

interferon gamm. , el zinc mantiene la estructura terciaria de la PKC e

interviene en la activacion de la misma, el zinc ademas tiene un papel importante
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en la estabilizacidon de la estructura del factor de transcripcion NF-xB 0 22

Estos resultados muestran claramente que el zinc administrado en el suplemento
oral en una dosis de 500 mg/L a ratones en etapas perinatales, es capaz de
modular la respuesta inmune, de manera dependiente del tiempo de
suplementacion, lo cual apoya los resultados obtenidos en otras investigaciones
(8. 19 en donde al administrar la misma dosis en el agua de beber a ratones
BALB/c se observo un incremento en el indice fagocitico, asi como en la secrecion
de citocinas como la IL-1, IL-12 y el factor de necrosis tumoral alfa. Cuando el
periodo de suplementacion abarco las etapas de gestacion y lactancia (6s) dicho
incremento fue mayor que cuando se administré el suplemento durante los
periodos de gestacion, lactancia y destete (9s). Al mismo tiempo, en esos estudios
se encontrd que la concentracion del elemento en tejidos como el timo y el higado
se incrementé de manera gradual después de 9 semanas de tratamiento. Otras
investigaciones han mostrado que la suplementacion prolongada de zinc
incrementa la concentracion del mismo en linfocitos y granulocitos 2, lo cual
muestra que la exposicién prolongada al suplemento trae como consecuencia una
acumulacion de zinc en otros 6rganos que puede tener consecuencias nocivas

para el sistema inmune.

Otros estudios realizados en humanos han mostrado, por ejemplo, un incremento
en el peso al nacer dependiente del tiempo de suplementacion: cuando esta inicié
en el primer trimestre el efecto fue mayor que cuando inicid en el tercer trimestre @
13.19 Al parecer, la suplementacion con zinc tiene un mayor efecto en las etapas
en las cuales la velocidad de crecimiento es mayor, lo que no permite que haya
una acumulacion excesiva del elemento en el organismo, permitiendo un mejor

aprovechamiento del zinc suministrado (9.

El zinc tiene un importante papel como estabilizador de membranas, la deficiencia
del mismo altera la composicion de la membrana plasmatica debido a cambios en

el contenido lipidico ®, ademas, se altera la activacion de canales iénicos y el
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ensamblaje de receptores de superficie, por lo que se ve afectada la iniciacion o
inhibicion de las sefales de transduccion dentro de la célula ®, por lo que la
suplementacién con zinc puede coadyuvar en proporcionar a las células la
estabilidad necesaria en las membranas para un optimo funcionamiento. Al mismo
tiempo puede tener un efecto modulador en la induccion de senales al interior de
la célula, por lo que el incremento en el periodo de suplementacién puede causar
una saturacion que afecte dichos mecanismos.

Los resultados del presente trabajo que muestran un incremento en el numero de
células productoras de interferon gamma apoyan los obtenidos en el Laboratorio
de Investigacion en Inmunologia de la Facultad de Quimica de la UNAM con la IL-
12. Asi, la suplementacion oral con zinc en una dosis de 500 mg/L durante las
etapas de gestaciéon y lactancia esta favoreciendo la produccion de IL-12 y en
consecuencia la del interferobn gamma, lo que traera como consecuencia una
mejor respuesta en el individuo ante diversos agentes patogenos presentes en el
medio ambiente en las etapas en las cuales se sabe es mas susceptible.

El incremento del nimero de células productoras de interferon gamma de ratones
suplementados in vivo con zinc, complementa otros trabajos de investigacion, en
donde se ha observado que el zinc adicionado in vifro en concentraciones
estimulantes a cultivos de células mononucleares de sangre periférica induce la
secrecion de citocinas como la IL-1, el TNF-alfa y el interferon gamma . El zinc
puede estar influenciando la activacion de los factores de transcripcion
involucrados en la sintesis del interferébn gamma, como puede ser el factor NF-«B,
cuya activacion al parecer es dependiente del zinc . Por otra parte, se sabe que
el zinc incrementa la actividad de la proteina cinasa C (PKC), a pesar de no formar
parte de su centro activo como lo hace el calcio, sin embargo, contribuye de
manera importante en la estabilizacién de su estructura (Figura 3) %%,
Por lo tanto, se hace indispensable continuar el estudio de los efectos de la
suplementacion con zinc sobre los diferentes componentes del sistema inmune en
diferentes etapas de la vida, asi como su relacion con otros micronutrimentos.
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8. Conclusiones

Las condiciones optimas de cultivo de células de bazo para la determinacion del
nuamero de células secretoras de interferon gamma mediante el ensayo ELISpot
son: 10°células por pozo y 18 horas como periodo de incubacion.

El ensayo ELISpot es una técnica que nos permite estudiar los efectos de la
suplementacién con zinc sobre el nimero de células secretoras de interferon
gamma en ratones en etapas perinatales, se puede implementar en el estudio de
otras citocinas ya que es una prueba muy sensible.

El zinc administrado en el agua de beber en una dosis de 500 mg/L a ratones

BALB/c es capaz de modular positivamente la produccién de citocinas de tipo Th1
como el interferén gamma en las etapas de gestacion y lactancia.
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