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1. INTRODUCCION.

Los elementos que se encuentran en los sistemas biolégicos de
los seres vivos en muy pequefias cantidades y se conocen como
elementos traza y ultratraza realizan funciones metabélicas muy
importantes. Existe un creciente interés en el estudio del papel
que juegan estos elementos, motivado por la preocupacién de conocer
sus funciones en el organismo y en el sistema inmunitario. Adenis,
los efectos de los elementos en la respuesta inmunitaria deben ser
tomados en cuenta ya que un exceso 6 una disminucién en la ingesta,
de estos micronutrientes puede provocar diversos estados
patolégicos y también seria factible dar pautas para una posible
regulacién de la inmunidad y ayudar a una mejor comprensién de los

mecanismos moleculares de la respuesta inmunitaria.

Un elemento esencial puede definirse, como aquel que resulta
necesario para mantener la vida de un organismo y cuya falta puede
ocasionar la muerte & un mal funcionamiento del mismo. Un elemento
traza esencial 8se requiere en concentraciones del orden de
miligramos & menores.

Entre los elementos traza esenciales podemos citar los
siguientes: manganeso, zinc, niquel, hierro, cobre entre otros; los
cuales resultan importantes para el metabolismo de las células
debido a que funcionan principalmente como cofactores de numerosas

enzimas.
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El zinc en particular, juega un papel primordial en una gran
variedad de sistemas metabélicos. Es importante para el
funcionamiento de la respuesta inmunitaria, ya gue la deficiencia
de zinc estd particularmente asociada con diversos trastornos como
son: involucién timica, abatimiento de las células citotéxicas,
deterioro en las funciones de macrbéfagos y disminucién en la
respuesta humoral primaria y secundaria. Adem&s la deficiencia de
zinc en la dieta favorece el desarrollo de una gran variedad de

enfermedades incluyendo infecciones, neoplasias y autoinmunidad.

Se ha observado que durante las diferentes etapas de
desarrollo, como son la gestacidén, la lactancia y el postdestete,
se presentan inmunodeficiencias fisiolégicas transitorias, en donde
se han observado niveles bajos de zinc, por lo gue se propone gue
este elemento como inmunomodulador, podria reforzar el sistema

inmunolégico en esos periodos.



2. ANTECEDENTES.

2.1. OLIGOELEMENTOS.

Existen numerosos elementos que se encuentran en los
seres vivos en muy pequefias cantidades y se conocen como elementos
traza y O6ligoelementos (1). Los avances en la bioguimica, 1la
biologia molecular, los métodos analiticos y la inmunologia, han
enriquecido el campo en la investigacién de los mismos, de tal
forma, que actualmente se les reconocen funciones metab&élicas muy
importantes (2). También en la actualidad, se reconoce que las
deficiencias subclinicas de varios de estos elementos son

frecuentes y varian en diferentes poblaciones y edades (1).

Se acepta que el hombre contiene en su composicién corporal
cerca de 40 a 50 elementos traza. De ellos, al menos 30 se
consideran esenciales. Un elemento se considera esencial, desde el
punto de vista nutricional, cuando una especie animal privada de
él, desarrolla manifestaciones clinicas Yy bioquinicas
reproducibles. Estas pueden ser prevenidas 6 revertidas con la
administracién de pequefias cantidades fisiolégicas &
suplementarias de tales elementos (3). Hasta 1970, al menos nueve
elementos traza eran considerados esenciales para el ser humano.
Estos son: hierro, zinc, manganeso, cobalto, cromo, molibdeno,
selenio y yodo. En el hombre se han descrito sindromes de

deficiencia para la mayorfia de ellos.
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Hasta el momento, seis elementos mds han sido aceptados como
esenciales en otros mamiferos; ellos son: flaor, vanadio, estafio,
silicio, niquel y arsénico, se les conoce como ultramicroelementos
de transicién, pero con excepcién del conocimiento del papel que
desempefia el fldor en la salud dental, hasta ahora todavia no hay

evidencias directas que demuestren ser necesarios en el hombre (1).

Actualmente, la informacién de que se dispone para estimar los
requerimientos de 1la mayor parte de los dligoelementos, es
insuficiente, se sabe que los elementos aniénicos se absorben
eficientemente, en tanto que 1los catiénicos, se absorben
relativamente mal. La disponibilidad de los ©6ligoelementos es
afectada por interacciones con otros factores de la dieta, por

ejemplo, la del zinc con el fitato (3).

Tanto en el caso de los elementos aniénicos como de 1los
catiénicos, el organismo‘responde a niveles excesivos de ingesta,
aumentando la excrecién y, en algunos casos, disminuyendo 1la
absorcién intestinal con el fin de tener un control homeostitico y

evitar efectos toxicos (1).



2.2, OLIGOELEMENTOS Y LA RESPUESTA INMUNE.

Varios éligoelementos 3juegan papeles importantes en
funciones metabélicas y celulares, lo gque sugiere gque pueden
influenciar 1la respuesta inmune, y por lo tanto alterar 1la
suceptibilidad a infecciones y otras enfermedades. En general, las
deficiencias de elementos traza deprimen la respuesta inmune, tanto
celular como humoral y aunentan el riesgo de infecciones graves
(4). Para cada uno de ellos hay tanto un limite inferior como
superior para que su funcién fisiolégica sea 6ptima. De manera que
las pruebas de funcién inmunitaria pueden servir para calibrar los

requerimientos fisiolégicos de cada uno de estos elementos (2).

Al respecto, existen evidencias clinicas experimentales,
que tanto la deficiencia como el exceso de hierro, producen mayor
suceptibilidad a las infecciones, La deficiencia de hierro deprime

la inmunidad celular y la funcién de los neutr&filos (4,5).

La deficiencia de zinc, causa atrofia reversible de los
tejidos linfaticos, especialmente del timo. Esto se refleja en la
disminucién del ndmero de 1linfocitos T y B. La reaccién de
hipersensibilidad tardia disminuye (2,4). Se ha encontrado
deterioro en las funciones de los macréfagos y disminucién en la
respuesta humoral primaria (6) y secundaria (7,8). Asi mismo, se
ha asociado una variedad de enfermedades incluyendo infeccione:

(9), neoplasias y enfermedades autoinmunes (10).

[



En estudios hechos en niflos con acrodermatitis
enteropadtica, una enfermedad en que se presenta grave deficiencia
de zinc, se han demostrado alteraciones en la respuesta inmune
principalmente relacionadas con la deficiencia de linfocitos T y B
y la funcién de los neutréfilos (2). Estos cambios mejoran

rdpidamente al administrar suplementos de zinc (1,2).

La deficiencia de 6ligoelementos como el cobre se ha
relacionado con la disminucién de la actividad bactericida de los
neutrdfilos; la de selenio con la depresién de la respuesta inmune
humoral y disminucién de la actividad de la glutatién peroxidasa de
células fagociticas; la de yodo con depresién de la funcién de
linfocitos y neutr6filos y otros elementos como cobalto, cadmio y
arsénico han demostrado causar alteraciones inmunolégicas en

experimentos de laboratorio pero no "in vive" (1,2).

2.3. ZINC.

El zinc se considera como un 6ligoelemento esencial,
involucrado en la sintesis proteica y en el metabolismc de los
4cidos nucleicos. Es necesario, por lo tanto, para el crecimiento
y desarrollo normales, para la sintesis de DNA, RNA polimerasa,
transcriptasa reversa y nucledsido fosforilasa (2). También para
las funciones neurosensoriales y la respuesta inmune (11). Los
mecanismos bioquimicos por los cuales este metal ejerce su efecto

atin se desconocen (1,2).



El zinc, es componente de una gran variedad de proteinas,
de las cuales algunas son enzimas humanas; ejemplos principales
son: fosfatasa alcalina, carboxipeptidasa, anhidrasa carbénica,
procarboxipeptidasa, deshidrogenasa alcohélica, superéxido
dismutasa (2). También juega un papel importante en el metabolismo
de la vitamina A. La retinoreductasa es una metaloenzima del zinc
que interviene en el ciclo de la rodopsina en la retina. La
administracién de zinc puede aumentar el nivel de retinol en el

plasma (12).

El zinc tiene también interacciones con diferentes
hormonas (2). Forma complejos con la insulina e interviene en su
almacenamiento, liberacién y accién. En ratas deficientes de zinc
se han observado alteraciones en la tolerancia a la glucosa (13).
En humanos, ésto no se ha logrado demostrar plenamente. Lo que si
se sabe en humanos, es que existen otras influencias hormonales en
el "“"gtatus"® del zinc (14). Tanto glucocorticoides, como los
estrégenos alteran la distribucién tisular del zinc (15). Los
glucocorticoides aumentan la captacién hepitica del zinc, mientras
que la administracién de estrégenos sintéticos a ratas, disminuye!
los niveles plasmaticos de zinc y aumentan la concentracién en

higado, eritrocitos, Gtero y rifon (14).
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También se ha visto que la administracién de este metal
en bajas concentraciones incrementa la actividad de la enzima
convertidora de angiotensina encontrandose que es una enzima

dependiente de zinc (16).

Las reservas de zinc en el organismo estidn en un
equilibrio muy precario., La falta de zinc en la dieta ocasiona una
ripida disminucién en su nivel plasmatico (17). Del zinc ingerido,
s6lo un 30 a 40% es absorbido. Dicha absorcién depende de la

fuente de origen.

El zinc que proviene de alimentos de origen animal es
mejor absorbido que el de origen vegetal, esto se debe a que los
fitatos y la fibra que contienen los vegetales se unen al zinc en

la luz intestinal disminuyendo su absorcidén (18).

Cuando se absorbe en la célula mds zinc del necesario, se
sintetizan metalotioneinas y éstas se ligan al zinc residual. Con
la descamacién celular el zinc retorna al contenido intestinal. El
intestino parece ser su principal ruta de excrecién, con cantidades

significativas presentes en secreciones pancreiticas.,



Una vez absorbido el zinc plasmatico, se liga a 1la
albimina, transferrina y macroglobulina. Se requiere zinc para el
crecimiento celular y se encuentra en las concentraciones mas altas
en los espermatozoides, coroides de 1los ojos, cabello, ufias,
huesos, glandula prostdtica, higado, rifiones, mGsculos y piel.
Todos estos érganos resultan, por consiguiente, afectados por 1la

deficiencia de zinc (1,2).

Durante la Gltima década el zinc como nutrimento, ha sido
objeto de considerable interés, por sus propiedades como
inmunomodulador (9). Asi pues, actualmente la inmunomodulacién del
zinc esti siendo estudiada en forma activa y se ha propuesto como

parte del tratamiento en diversas inmunodeficiencias (11).

El zinc modifica y estabiliza las membranas celulares,
tal vez interactuando con los grupos fosfato de los fosfolipidos.
También puede inhibir algunas funciones inducidas por la
calmodulina, 1la cual interviene en procesos regulados por el
calcio. Algunos estudios sugieren que al igual que el calcio el
zinc participa en la distribucién celular y en la activacién de las
proteinas cinasas, aunque através de distintos mecanismos. La
influencia del zinc sobre estas enzimas, se ha visto que afecta la
expresién del receptor para eritrocitos de ratdn presente er

algunos linfocitos B humanos (19).
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Debido a gque no todas las manifestaciones clinicas
ocasionadas por la falta de zinc pueden explicarse por 1la
alteracién y falta de una 6 la combinacién de varias enzimas, se ha
propuesto que deben existir interacciones probablemente entre el
zinc y el genoma que expliguen las manifestaciones clinicas de la
deficiencia del metal. Dichas interacciones se llevan a cabo, por
medio de factores de transcripcién denominados dedos del zinc (zinc
fingers). Estas son proteinas constituidas por repeticiones de 30
amino&cidos que interacttan con el DNA en una secuencia de pares de
bases especificas para el inicio de la sintesis de una proteina

(20).

2.4. ZINC EN EL PERIODO DE GESTACION.

Se ha demostrado en modelos animales que la deficiencia
de zinc tiene repercusiones importantes sobre la reproduccién. En
dichos modelos por ser experimentales, el grado de carencia del
elemento es mucho mayor que el que se observa en animales en
gestacién (21). En el embarazo normal, el zinc plasm&tico desciende
probablemente debido a efectos endécrinos y a la expansién del
volumen circulante. En realidad, la cantidad total de zinc en el
compartimiento plasmitico permanece constante & incluso puede
aumentar. Se ha observado, también, disminucién del contenido de
zinc de los leucocitos, pero esto parece reflejar s6lo cambios er
las proporciones de los subgrupos de estas células durante el

embarazo, mas que deficiencia "per se" (1).
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Los embarazos anormales y trastornos del crecimiento
fetal, pueden ocasionar cambios del zinc plasmatico y leucocitario,
wando lugar a una impresién falsa de que la causa del problema es
la deficiencia de zinc. Sin embargo, parece ser que la combinacién
de niveles séricos bajos de zinc y aumento en niveles de cobre es
una caracteristica de respuesta sistémica a una gran variedad de
situaciones de stress y no precisamente a deficiencia de zinc en el

perfodo de geﬁtacién (22).

La evidencia mads clara de la existencia de deficiencia de
zinc durante la gestacién la ha proporcionado la respuesta a la
suplementacioén. Pero en estudios relacionados, s6lo raramente se
han controlado otros factores que pueden influir sobre el resultado
del embarazo. Sin embargo, un estudio de las etapas finales de la
gestaciéon demostré un menor nimero de nacimientos con bajo peso y
de alteraciones del parto, mientras que en otros se observé una
disminucién de la incidencia de toxemia en madres adolescentes al
administrar zinc (1). Se han hecho estudios incluso, para evaluar
manifestaciones conductuales, y se ha implicado en la depresién
postparto. No obstante, en humanos se requieren mas estudios que
permitan identificar 1los subgrupos de madres embarazadas que

podrian beneficiarse con la administracién de suplementos de zinc

(23).

1
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En animales de experimentacién, en particular en monos
Rhesus, se han evaluado los efectos a largo plazo de la privacién
de zinc durante el embarazo, y se ha encontrado, que las primeras
manifestaciones de deficiencia son en la respuesta inmune mis que
en los niveles séricos y que en otras funciones del zinc. En dicho
estudio, se encontré que tras una dieta baja en zinc por un afio (10
ppm) , los niveles séricos de IgM, IgG y funciones de quimiotaxis de

los neutréfilos estaban disminuidas (21).

En ratones adultos, se ha evaluado la deficiencia de zinc
en relacién a niveles de metalotionefna. Las metalotioneinas son
protefnas inducibles por el zinc y en general se les considera como
sustancias inmunomoduladoras. En este estudio, se encontré que los
ratones privados de zinc durante el periodo gestacional, tuvieron
disminucién en la sintesis y aumento en la degradacién de las

metalotioneinas (24).

Uriu-Hare Yy cols., demostraron disminucién en el
transporte transplacentario de zinc durante la gestacidn, asi como
alteracién de las protefnas transportadoras de zinc en el feto

(25).

12
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Una revisién de la literatura sugiere, que el estado
nutricional materno puede ser un importante modulador en el
desarrollo de toxicidad (teratogénesis) de una gran variedad de
agentes del medio ambiente. Existe evidencia de que el metabolismo
del zinc puede ser afectado por estos agentes y como manifestacién
de embriotoxicidad puede haber reduccién en la captacién de zinc en
el feto, desarrollando consecuentemente un crecimiento anormal

(26).

En otros estudios experimentales se ha demostrado que la
composicién de los tejidos es diferente cuando la dieta es
restringida en zinc durante el periodo gestacional. Los recién
nacidos muestran significativa reduccién en la concentracién de
zinc en diferentes tejidos principalmente higado y hueso, con una

compensacién de aumento de cobre en los mismos (1,26).

13



2.5. ZINC EN EL PERIODOC DE LACTANCIA.

En estudios hechos con ratas sometidas a privacién de
zinc durante la gestacidédn y la lactancia se ha comprobadoc que éstas
incrementan la absorcién y disminuyen la excrecién del mismo,
ademis de que aumentan los niveles’'de zinc en el calostro tratando
de compensar la deficiencia preestablecida (27). Normalmente,
durante este periodo los requerimientos de zinc aumentan, por 1lo
tanto, los efectos de una privacién controlada del elemento son
graves, y han sido demostrados en estudios experimentales. De tal
forma, que se ha comprobado que las consecuencias inmunolégicas de
la deficiencia de zinc durante la gestacién y lactancia persisten
a pesar de la suplementacién y continGan hasta por tres

generaciones (7,28).

Se ha visto que la deficiencia de zinc durante la
lactancia, no obstante, no afecta la produccién de leche ni 1la
composicién de sus nutrientes, lo cual demuestra nuevamente que los
efectos de 1la deprivacién de zinc se deben precisamente y
dnicamente a este elemento y no a las deficiencias mixtas (1). Las
concentraciones de zinc en la leche materna varian importantemente
de acuerdo a las especies estudiadas, por ejemplo; la leche humana
contiene aproximadamente 1.5 microgramos de zinc por mililitro; en

cambio, la leche de vaca contiene tres veces mas.

14
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Es una constante, que en las diferentes especles de
mamiferos estudiados, las concentraciones del elemento van
disminuyendo a lo largo del periodo de lactancia, de tal forma, que

las concentraciones mas altas se encuentran en el calostro (29).

Adenmis de que varian las concentraciones de zinc en las
diferentes especies animales, también se ha observado que en ellos,
el zinc bisicamente estd unido a proteinas del suero, aungue no se

ha logrado esclarecer el significado de estas diferencias. (1).

Especificamente se ha demostrado que la deficiencia de
zinc durante la gestacién y lactancia, tiene efectos en 1la
respuesta inmune humoral tanto primaria como secundaria, y en
algunos estudios con 1la demostracién de ausencia de niveles
detectables de IgM, IgG2 e IgA (30). En otros estudios después de
una inmunizacién con eritrocitos de carnero el niGmero de células
formadoras de anticuerpos en el bazo y la hemolisina sérica estén
marcadamente disminuidas. Este efecto, es m&s pronunciado en la

respuesta inmune primaria, y en las células formadoras de

anticuerpos IgG (31).

15



2.6, ZINC EN EL PERIODO DE POSTDESTETE.

El periodo postdestete, es decir, cuando termina la
lactancia materna, es critico para todos los mamiferos (2). En
referencia al zinc, se sabe que su concentracién disminuye en la
leche materna a medida que avanza la lactancia por lo tanto, cuando
llega el destete, el producto ha estado recibiendo cantidades de

zinc menores a los requerimientos normales (32).

En esta etapa, se han realizado varios estudios
aleatorios, controlados, en preescolares de nivel socioeconémico
bajo de los Estados Unidos y Canada, aunque realizados en pequefia
escala, han producido claras evidencias de que la deficiencia leve
de zinc en la nifiez puede limitar el crecimiento. Aun cuando 1la
principal secuela clinica a esta edad, es el retardo en el
crecimiento, otros estudios clinicos han demostrado que también
pueden producirse alteraciones del gusto y sobretodo deficiencias
inmunolédgicas con la consecuente suceptibilidad a infecciones. En
la actualidad se estd investigando, el efecto de la deficiencia de

zinc sobre el crecimiento del cerebro (1).

16



En algunos nifos que viven en su hogar parece haber un
grado leve de deficiencia de zinc sin que haya evidencias de otras
deficiencias nutricionales, excepto niveles bajos de ingesta de
alimentos energéticos. La deficiencia leve es mds frecuente en
varones que en mujeres. También hay evidenclias que indican gue la
desnutricién proteico-energética puede complicarse con deficiencia
de zinc, especialmente en Jamaica y Chile. Niveles bajos de ingesta
pueden producir deficiencia en adolescentes del Medio Oriente
(1,2).

Los adultos son capaces de adaptarse a mirgenes muy
amplios de ingestas de zinc. Entonces surge la interrogante de
porque ocurren estos estados de deficiencia leve de zinc. Para lo
cual, hay que tener en cuenta varios aspectos: a) no se ha
deterpinado si la capacidad de lactantes y nifios de adaptarse a
ingestas bajas es comparable a la de adultos; si fuera asf,
pareceria probable gue la adaptacién incluiria una menor velocidad
de crecimiento gque disminuiria los requerimientos y b) no esté
claro, ni siquiera en adultos, hasta que punto dicha adaptacién es
capaz de sobrepasar los efectos de componentes de la dieta que
tienden a inhibir la absorcién del zinc, ya que las interacciones

en la dieta pueden ser importantes en la disminucién de 1la

disponibilidad del zinc (2).

17
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Otro reto en el periodo postdestete, es que hay ingesta
de otros 6ligoelementos que vienen en las leches industrializadas
y es probable que la similitud en las propiedades fisico-quimicas
de varios de estos elementos hace surgir la posibilidad de que

compitan entre ellos por lugares 6 mecanismos de absorcién (33,34).

18



2.7. ZINC EN LA SENECTUD.

Curiosamente existen muchas similitudes entre nifios y loa
ancianos en cuanto a su suceptibilidad a enfermedades e
infecciones, El patrén de enfermedades que se presentan en la
senectud, sugiere que en edad avanzada disminuye la respuesta
inmune (35). El1 nGmero de células pluripotenciales capaces de
habilitarse para colonizar los 6rganos linfoides y madurar como
células inmunocompetentes disminuyen con la edad. Algunos estudios
han demostrado disminucién en 1la frecuencia y magnitud de la
respuesta cut&nea de hipersensibilidad tardia a antigenos derivados
de bacterias u hongos. La linfopenia y la anergia que se presentan
en esta etapa de la vida, son importantes factores pronésticos. El
nimero de 1linfocitos T circulantes esti&n disminufdos con
subpoblaciones de CD4 disminuidos y de CD8 normales. Las
alteraciones funcionales asociadas con esta disminucién de
proliferacién de linfocitos incluyen disminucién en la respuesta a
mitégenos y antigenos. De ahi que en estudios hechos por Beach y
cols., se ha relacionado la deficiencia de zinc con la oncogénesis

(36).

En cuanto a inmunidad humoral se ha observado que en la
genectud hay disminucién en los niveles de IgG y aumento en la IgA
géricas. La respuesta proliferativa de cé&lulas B en relacibn a un
lipopolisacérido bacteriano también esti disminuida (35). En el
caso de este grupo de poblacién, las alteraciones en la respuesta
inmune son multifactoriales, pero se considera que los factores mis

importantes son la dieta, la nutricién y el ambiente (37).
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2.8, TOXICIDAD DEL ZINC.

Se sabe en la actualidad que niveles de ingesta que son
s6lo cinco veces mayores que la ingesta diaria promedio pueden
producir evidencias bijiogquimicas de toxicidad, tales como
deficiencias de cobre. Por lo tanto, cualquier medida para prevenir
la deficiencia de zinc debe ser puesta en practica con precaucién

usando la cantidad minima efectiva de este elemento (38).

Hasta el momento se ha prestado poca atencién hacia las
propiedades téxicas del metal fuera de considerarlo como un riesgo
industrial por la inhalacién de las emanaciones téxicas & como
consecuencia de contaminacién grave de un medio localizado. El zinc
ha sido considerado como un suplemento no téxico, particularmente,
cuando se ingigre por via oral. 5in embargo, se pueden presentar
algunos sintomas como : n&usea, vémito, letargia, fatiga vy
deficiencia consecutiva de cobre ya mencionada, lo cual provocaria
alteraciones en la funcién inmunolégica y efectos adversos en la

relacién LDL:HDL (38).

Se han realizado estudios tanto en humanos como en
animales de los efectos de la administracién de altas dosis de
zinc. En uno realizado por Chandra en adultos sanos (39), se
demostré que al administrar una dosis de 150 mg de zinc dos veces
al dia, habfia un ligero aumento en la respuesta a mitégenos y

alteraciones en el perfil de lipidos.
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En modelos murinos, la exposicién a una ingesta excesiva
de zinc durante la gestacién, lactancia y destete ocasioné una
disminucién en el ndGmero de células formadoras de anticuerpos, sin
alterar el porcentaje de células B ni la respuesta a mitSgenos. Se
provocd también deficiencia secundaria de otros elementos,

principalmente cobre (40).

En otro estudio la administracién de cantidades elevadas
de zinc (5000 ppm) en la dieta de ratones, provocé una reduccién
significativa en la respuesta citotéxica en contra de las células
tumorales (39). La ingestién de =zinc puede causar pocas
manifestaciones de toxicidad, sin embargo, es necesario tener
presente que la administracién de suplementos de zinc puede

interferir con la utilizacién del cobre y afectar la respuesta

inmune (38).
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2.9. ZINC Y LA RESPUESTA INMUNE.

Existen evidencias claras de que el zinc tiene gran
influencia en la respuesta inmune (7,11,27,28,39). El papel
inmunomodulador del zinc se hace mas evidente cuando hay
deficiencia y dado que el elemento se obtiene fundamentalmente de
la dieta, las manifestaciones se presentan cuando hay desnutricién
(1,2,4,11,39), principalmente proteico-energética (1). En estos
caso. se sabe que la deficiencia de zinc causa atrofia reversible
de los tejidos linf&ticos especialmente el timo, esto se refleja en

la disminuci6én del ntmero de linfocitos T y B (11).

La inmunoesencialidad es un aspecto del zinc, que ha sido
investigado en la dltima década, y ha sido démostrada en muy
diversos aspectos de la respuesta inmune, adem&s, dadoc que el zinc
tiene propiedades inmunomoduladoras, tanto el déficit como el

exceso puede ser perjudicial para el sistema inmunitario (38).
2.9.1. ZINC Y RESPUESTA INMUNE CELULAR.
La respuesta inmune celular es de importancia en la
defensa contra virus, bacterias, protozoarios y células tumorales

(41) . Existe claramente una inhibicién de la respuesta inmune

celular durante la deficiencia de zinc.
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Algunos estudios reportan efectos como los siguientes:
linfocitopenia e infecciones recurrentes en humanos, disminuciédn en
el nimero de células de bazo, menor crecimiento del bazo y del timo
en ratones y reduccién en la cuenta de leucocitos en ratones
deficientes durante el periodo postnatal, se ha reportado
linfopenia con un aumento en la proporcién de células T supresoras,
disminucién en la proporcién de células T cooperadoras e inhibicién
de la respuesta a la sensibilizacién cutdnea en ratones y humanos

(42,43).

Estudios recientes han comprobado el efecto de 1la
privacién de zinc en la respuesta inmune celular. En ratas Wistar,
la falta de zinc en la dieta ocasiona atrofia del timo y
leucopenia, con disminucién en el nGmero de linfocitos circulantes
(44). En cobayos privados de zinc se ha demostrado que hay
disminucién en la hipersensibilidad tardfa a eritrocitos de carnero

y disminucién en la respuesta inflamatoria (45).

La deficiencia de zinc afecta también la citotoxicidaad
mediada por células, en algunos experimentos con ratones Balb,
sometidos a una dieta baja en zinc, se ha demostrado acumulacién en
la respuesta citotéxica a la inoculacién de células tumorales e
inhibicién directa del crecimiento tumoral, esto en relacidn a que
se produce un dafo en la respuesta a mitégenos, factores de
regulacién y linfocinas en el suero (46), esto debido a que el zinc

es un cofactor esencial de la hormona timica (47).
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Muchas de las alteraciones comprobadas & inducidas en
animales de experimentacién, se han observado en una variedad de
situaciones clinicas en humanos con deficiencia de zinc (48), como
por ejemplo en pacientes con anemia falciforme (deficientes de
zinc), la actividad NK de las células mononucleares de sangre

periférica estd disminuida (49).

La respuesta proliferativa de linfocitos también se vé
afectada en la deficiencia de zinc. En monos Rhesus que han estado
privados de zinc desde la gestacién hasta el afio de edad, los
linfocitos de sangre periférica, muestran una depresién notoria en
su respuesta proliferativa a ConA y PHA, y en la actividad de
fosfatasa alcalina (50). La administracién oral crénica de zinc a
ratas (20mg de zinc por mg de peso corporal por dfa, durante 7
semanas ), dA& lugar a un aumento significativo en la respuesta a

las c@lulas de bazo a ConA y PHA (39).

Se ha observado una baja respuesta proliferativa a
mitégenos en linfocitos de pacientes con acrodermatitis
enteropdtica y en pacientes con alimentacién parenteral deficientes
de zinc (51). La ausencia de zinc en el medio de cultivo durante la
induccidn de la proliferacidén, di lugar a una inhibicién notable de
la respuesta al adicionar EDTA a un cultivo de esplenocitos de
ratén (0.001 a 0.1 mM), adem&s se observa una disminucién en la
respuesta proliferativa a ConA y PHA, con una recuperacién de dicha

respuesta al reconstituir el zinc del medio (44).

24



otras evidencias del papel del zinc en la mitogénesis, se
han observado al cultivar células de bazo de ratas deficientes en
zinc 6 de ratas control en presencia de suero normal. En este caso
la respuesta a ConA es igual para ambos grupos, en cambjo al
cultivar las células de ratas deficientes 6 control en un medio de

suero deficiente en zinc, la respuesta a ConA se vé reducida (43).
Con estos estudios, se demuestra que la falta de zinc

afecta al proceso de estimulacién por mitégenos (52). La anergia es

la manifestacién mids contundente de la deficiencia de zinc (44).
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2.9.2, ZINC Y LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL.

La deficiencia de zinc afecta de manera importante la
respuesta secundaria de anticuerpos (respuesta de memoria) (53). La
privacién de zinc provocada en ratones en el periodo entre el
primer y sequndo retos con eritrocitos de carnero, di& lugar a una
inhibicién en 1la formacién de anticuerpos, asociada, a una
disminucién en el nimero de células de memoria en el bazo (54).
Este efecto no puede ser completamente revertido con 1la
suplementacién del zinc en la dieta (7).

En estudios realizados en ratones NZB; se ha demostrado
que una deficiencia inducida de zinc provoca una menor frecuencia
de anticuerpos antieritrocitos, si se establce antes de la
aparicién de signos de enfermedad hemolitica autoinmune y en los
casos en que se presenta la autoinmunidad, se observa una
disminucién en los titulos de anticuerpos antieritrocitos de tipo
IgA, IgM, Ig9Gl, IgG2b (36). No obstante, una vez que se han
producido ya los anticuerpos, la deficiencia inducida de zinc ya no
es capaz de disminuir los titulos de estos, esto hace suponer que
el papel del zinc es crucial en los eventos iniciales del
establecimiento de la respuesta inmune humoral (55). Esto se ha
probado en pacientes con enfermedades autoinmunes establecidas;
donde los suplementos de zinc no han mostrado ser una adecuada

alternativa terapéutica (56).
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En animales privados de zinc, se ha reportado una
disminucién en el nfimero de c¢élulas de bazo productoras de
anticuerpos frente a antigenos dependientes de células T

(eritrocitos de carnero) y antigenos T independientes (dextré&n)
(57) .

También en monos Rhesus privados de zinc durante la
gestacién se han encontrado niveles de IgM disminuidos (58). Ademés
en algunos otros estudios hay evidencias de que aunque los niveles
de anticuerpos sean normales, en sujetos con deficiencia de zinc la

afinidad de éstos frente a su antigeno se encuentra alterada (59).

Como se puede observar en estos estudios citados, es
mucho mayor el conocimiento gue existe del papel del zinc en el
desarollo y ontogénesis de la respuesta inmune celular pero nho as{
en la respuesta inmune humoral tanto primaria como secundaria. De

ahi surge la necesidad de realizar nuevos estudios al respecto.
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3. OBJETIVO

Investigar el efecto de un inmunomodulador no téxico como el
zinc, en células formadoras de anticuerpos IgM e IgG de ratones en
diferentes etapas de desarrollo, a los que se les administré un
suplemento del metal, en el agua de bebida, durante los periodos de

gestacién, lactancia y postdestete (21 y 42 dias de edad).
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4. MATERIAL Y METODOS.

Animales,.

Se utilizaron ratones BALB/c.AnN de 21 y 42 dias, estos
animales recibieron acetato de zinc (Mallinckrodt No. 8740) en el
agua de bebida "ad libitum" y alimento Bluebcnnet (bioterio México
nimero 5014) (dieta de roedor para laboratorio con no menos de
0.01% de zinc). El tratamiento se inicidé una vez puestas las
cruzas, las crias fueron alimentadas por sus progenitoras hasta
transcurrir los 21 dias de nacimiento. En el caso de los 42 dias se
separaron las crias de los padres y se les administré el nmismo
tratamiento hasta alcanzar dicha edad. Las dosis de zinc estudiadas
fueron de 500 y 1000 ppm. En el caso de los controles de cada edad
ingirieron agua desionizada en lugar de la solucién de zinc.

Disefio experimental.

Se utilizaron ratones de 21 y 42 dias de edad, los cuales
fueron separados en 6 grupos experimentales. Los grupos y los
tratamientos que recibieron se resumen en la tabla 1. A todos los
grupos se les evalué su respuesta de anticuerpos. La respuesta de
anticuerpos fué medida como la capacidad de los animales para
formar células productoras de anticuerpos antieritrocitos despuds
de una inmunizacidén practicada 5 dias antes para IgM y 2

inmunizaciones en el transcurso de 10 dias para IgG.
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Z2INC "IN VIVO" EN ppm

GRUPO GESTACION LACTANCIA DESTETE

21 dias 21 dias 21 dias
I 500 500 =000 e—e—e—-
1T 1000 1000 20 we——w—-
Control 0 0 ——————
ITI 500 500 500
v 1000 1000 1000
Control| o 0 0

Tabla 1. Grupos de animales y periodos durante los
cuales permanecieron en tratamiento. A los 21 y 42 dias de edad que
corresponden a los periodos de lactancia y destete respectivamente,

se inicié la inoculacién de los animales con GRC.
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Inmunizacién de los animales.

Una vez terminado el tratamiento con zinc de los ratones
problema y los controles de 21 y 42 dias de edad, se les administrd
intraperitonealmente 0.25 ml de una suspensién de glébulos rojos de
carnero al 15% para evaluar la respuesta a IgM y se repitié la
inyeccién a los 6 dias para IgG. Transcurridos los § y 10 dias
respectivamente después de 1la inmunizacién, 1los animales se
sacrificaron por dislocacién cervical, se obtuvieron los bazos y se
disgregaron en solucién salina balanceada (BSS) a fin de separar
las células linfoides y poder evaluar mediante la técnica de
cunningham (60) modificacién del método original de Jerne (61), el

6
nGmero de CFA/10 células de bazo.

A continuacién se describe la técnica gue se empled en el
estudio.

Metodologia.
Técnica de Cunningham modificacién del método de Jerne.

1. El bazo de cada ratdn se disgregé en 4 ml de BSS., El

tejido disgregado se colocé en un tubo de ensaye y se dejé reposar

en hielo durante 5 minutos, 1lo que favorecid el depésito de

fragmentos de tejido.
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2. Para obtener las células esplénicas se transfirié el

sobrenadante a otro tuvo y se centrifugd a 1500 rpm durante 10 min.

3. Las células se lavaron 2 veces con BSS, por
centrifugacién a 1500 rpm durante 10 minutos. Al final se

resuspendieron en 5 ml de BSS.

4. Se tomé una alicuota de la suspensién para preparar
una dilucién 1:20 en una solucién de azul tripano (Flow
Laboratories, Inc., No. Cat 16-910-49), se llené la camara de
Neubauer y se conté al microscopio con aumento de 40X el ndmero de

células viables/ml.

[
. El1 nlGmero de células fué ajustado en BSS a 5x10
células/ml.

6. La suspensién de células de cada bazo, se mezclé con
GRC al 8% para IgM y al 4% para IgG y suero de cuyo 1:10 en las

siguientes proporciones:

Para IgM

6
200)n1 de suspensién de células de bazo 5x10 cél./ml
100 jml de una suspensién de GRC al 8%

200)n1 de suero de cuyo 1:10.
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Para IgG

200 )nl de suspensidn de células de bazo 5x10‘ cél./ml
100)nl de una suspensiédn de GRC al 4%

100)u1 de suero de cuyo 1:10

100)n1 de antiiﬁf-globulina 1:10 (Hiclone No. Es-2060).

7. Con la mezcla anterior se llenaron por duplicado (IgM)
y cuadruplicado (IgG) las cAmaras de Cunningham. Se utilizaron 200

1 de la mezcla por cAamara, lo cual corresponde a 0.4x1& cél.
T

esplénicas por camara.

8. Las cdmaras se sellaron con parafina y posteriormente

se incubaron durante 60 minutos a 37 grados centigrados.

9. Se contd el nuimero de placas liticas por camara.
Posteriormente se obtuvo el promedio por animal y finalmente se

calculé el nimero de CFA/IO‘ cél, de bazo.
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5. RESULTADOS

5.1. Efecto del zinc sobre la respuesta humoral IgM a los

21 dias y 42 dias de edad.

En las gré&ficas No. 1 y 2 se observa la respuesta IgM de
ratones BALB/c sin tratamiento, 500 y 1000 ppm. Dentro de las dosis

evaluadas se observa una mejor respuesta de CFA a 1000 ppm en ambas

edades.

Se realizé el tratamiento estadistico (ANOVA) de 1los
resultados obtenidos y se encontré que las dosis de 500 y 1000 ppm

presentan una p<&0.05 respecto a los controles (Cuadro No. I).

edad (d) grupos CFA/lchél. esplénicas
21 control 296.24+/-73.41
21 I 417.37+/-66.31%
21 II 553.74+/~57.0%
42 control 306.74+/-20.42
|42 . omr  5B4.75+/-60.81#
42 v 777.62+/-17.08%*

cuadro I. En este cuadro se observa la respuesta humoral
primaria IgM, expresada como CFA. Los resultados se muestran como
la media +/- S. Los resultados se analizaron estadisticamente a
través de ANOVA encontrindose que entre 1las dosis existen

diferencias significativas p<&0.05%,
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5.2. Efecto del zinc sobre la respuesta humoral IgG a los

21 y 42 dias de edad.
En las gradficas No. 3 y 4 se observa la respuesta IgG de
ratones BALB/c sin tratamiento, 500 y 1000 ppm. No se observod
diferencias en la respuesta de CFA en las diferentes dosis, pero si

en cuanto a la edad.

Se realizé6 el tratamlento estadistico (ANOVA) de 1los
resultados obtenidos y se encontr6 que las dosis no presentan
diferencias significativas p > 0.05 respecto a los controles, pero

con una p<£ 0.05 respecto a la edad (Cuadro No. II).

edad (d) grupos CFA/J.O‘ cél. esplénicas
21 control 408.52+/-148.13
21 I 434.5+/-37.78
21 II 441.12+/-43.36
42 control 458.75+/-41.91
42 I1I 494.87+/-41.49
42 IV 499,0+/-86.05

Cuadro I1I. En este cuadro se observa la respuesta humoral
secundaria Ig9G, expresada como CFA. Los resultados se muestran como
la media +/- S. Los resultados se analizaron estadisticamente a
través de ANOVA, obteniéndose para las dosis una p>0.05 y para las
edades una p< 0.05.
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RESPUESTA HUMORAL IgM
21 DIAS

CFA/10 CELULAS ESPLENICAS

ppm de zinc
o0 [ZJ1300/500 - 1000/1000
GRAFICA No 1 P 0.05%
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RESPUESTA HU ORAL IgM
42 DIAS

000 CFA/10 CELULAS ESPLENICAS
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GRAFICA No 2 P& 0.05%
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RESPUESTA HU ORAL IgG
21 DIAS
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RESPUESTA HUMORAL IgG
42 DIAS
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6, DISCUSION

En el presente estudio, se ha evaluado el efecto de la
administracién de dosis mnoderadas de zinc, sobre la respuesta
inmune humoral primaria y secundaria durante las etapas de
gestacidén, lactancia (21 dias de edad) y destete (42 dias de edad).
Se realizé la evaluacién en estas etapas, ya que se sabe que el
zinc tiene un papel importante en la ontogenia de la respuesta
inmune tanto celular como humoral (11). Ya que se ha visto qQue la
privacién de zinc durante la gestacién ejerce efectos deletéreos en
la respuesta inmune de los ratones y esto puede persistir, a pesar

de la suplementacién de zinc hasta la tercera generacién (7).

Las dosis de zinc utilizadas en el estudio, se
determinaron en base a ensayos previos realizados en el laboratorio
de investigacién en inmunologia, de acuerdo a andlisis de curvas de
dosis-respuesta. Se administré por via oral por ser la forma m&s
fisiol6gica de administracién en forma de acetato de zinc en el
agua de bebida. El resto de la dieta fué estandar para todos los
grupos estudiados. De tal forma, que la Gnica variable controlada

fué la dosis de zinc que varié de 0 a 500 ppm y 1000 ppm.

Se Babe por reportes de la literatura que la
administracién de zinc durante la gestacién es capaz de estimular
la sintesis de DNA y RNA en linfocitos humanos de sangre periférica

(62) y de células de bazo murinas (63). Por lo que se ha
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demostrade que el zinc tiene efecto mitogénico. Asi mismo, en
estudios experimentales en animales se ha observado, que, por el
contrario, 1la privacién de zinc durante la gestacién, causa
disminucién en la respuesta a mitégenos y en las funciones de las
células del sistema fagocitico mononuclear (6é4). Adn més, es
importante 1la cuidadosa administracién de zinc durante la
gestacién, ya que asi como la privacién causa alteraciones en la

regpuesta inmune, el exceso también es inmunotéxicoc (38).

En nuestro trabajo, la respuesta inmune humoral, se
evalud en base a la estimulacién 6 cantidad de células esplénicas
formadoras de anticuerpos en respuesta a un reto con eritrocitos de
carnerc, ya que esta forma de evaluacién ha sido descrita en
diversos estudios previos (6,7). Por ejemplo se sabe que la adicién
de zinc a cultivos de células formadoras de anticuerpos "in vitro”
de ratones envejecidos produce un dram&tico incremento en la
respuesta inmune primaria contra antigenos derivados de eritrocitos
de carnero (6). Ademds se ha estudiado en estas mismas células en

cultivo, su capacidad de formacién de interleucinas con y sin

suplemento de zinc.

El mecanismo por el cual se sabe que el zinc pudiera
estimular la producciédn de células de bazo formadoras de
anticuerpos es controvertido y al parecer estid en relacién a que
el zinc aumenta la produccién de interleucina 4, la cual facilita
la produccién de otras linfocinas que se sabe pudieran activar a

los linfocitos B y es posible que esta accién el zinc
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la ejerza directamente en la regulacién de la expresién del genoma

para la transcripcidn y sintesis de varias linfocinas (55).

En nuestro estudio usamos un modelo animal para
determinar "in vivo" el efecto del zinc en la produccién de células
formadoras de anticuerpos de respuesta primaria (IgM) y de

respuesta secundaria (IgG).

La cantidad de células de bazo formadoras de anticuerpos
se contaron con la técnica de Jerne (6l1) y se mostraron en las
gr&ficas como el promedio en los dos diferentes grupos de edades
estudiados (lactancia y destete) relacionados con tres diferentes

dosis de zinc (control, 500 ppm y 1000 ppm).

Se encontré que, en la evaluacién de la respuesta humoral
primaria, es decir, nlGmero de células esplénicas formadoras de
anticuerpos IgM, que a los 21 dias de edad, hubo un aumento
progresivo en el promedio de la cantidad de estas células
directamente proporcional con la dosis de zinc utilizada (grafica
1). Asi también, a los 42 dias de edad (gr&fica 2), se vid un
aumento significativo en la cantidad promedio de las células
formadoras de anticuerpos IgM en relacién directa con la dosis

empleada de zinc en la dieta.
Estos datos sugieren, que la suplementacidn de zinc

ejerce un efecto de estimulacidén de la respuesta inmune primaria,

al estimular mayor produccién de células de bazo, durante un primer
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reto con un antigeno que en este caso fué derivado de los

eritrocitos de carnero.

Al evaluar la respuesta inmune secundaria en base a la
produccién de células esplénicas formadoras de anticuerpos IgG, se
dié un seqgundo reto con eritrocitos de carnero, se observé gue a
los 21 dias de edad no hubo diferencias significativas en 1la
cantidad de CFA en los grupos suplementados con diferentes dosis de
zinc. Es decir, no existié correlacitn entre las dosis de zinc y la
produccién de células formadoras de anticuerpos IgG, como se puede
observar en la gr&fica 3. Este mismo fenbmeno se obhservéd en ratones

de 42 dias de edad (grafica 4).

No obstante, s{ hubo una diferencia significativa en el
nGmero de CFA para IgG entre las edades de 21 y 42 dias, lo cual
suglere que existe una maduracién de la respuesta inmune

secundaria, pero gue ésta es independiente de la dosis de zinc.

Al respecto DePasquale-Jardieu y Fraker, observaron que
ratones privados de zinc s6lo producian un 43% de CFA-IgG con
respecto a controles suplementados con zinc. Pero tampoco
encontraron diferencias entre los grupos que recibfan suplemento y
los que tomaban el zinc adecuado en la dieta (7). Esto sugiere, que
probablemente, no se encontrd relacién entre la respuesta inmune
IgG y dosis de zinc, porgque todos los grupos recibieron el metal,
es decir, no hubo un grupo completamente privado de zinc desde 1la

gestacién.
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Lo que se hizo evidente en nuestro trabajo, es que el
zinc juega un papel crucial en el desarrolleo de las células
esplénicas IgM, pero quizi una vez estimuladas éstas, ya no haya un
estimulo adicional con la suplementacién de zinc para la produccién
de células de memoria IgG, ya que es posible que las modificaciones
en el genoma gqueden ya establecidas desde el primer reto antigénicc

(55).
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7. CONCLUSIONES

1.- El ensayo con diferentes dosis de zinc, muestra que
este elemento provoca un estimulo en la respuesta inmune humoral

primaria, expresada como la cantidad de células CFA~IgM.

2.- Dicho estimulo en el desarrollc de la respuesta

inmune primaria, es proporcional a la dosis de zinc empleada.

3.~ La respuesta humoral IgM puede ser estimulada por el

zinc tanto a los 21, como a los 42 dias de edad.

4.- No existe relacién entre la administracién de
diferentes dosis de 2zinc en el desarrollo de la respuesta

secundaria expresada como la cantidad de CFA-IgG.

5.~ El desarrollo de la respuesta inmune humoral IgG es

mayor en relaciédn con la edad.

6.~ El 2zinc parece tener un papel importante en el

desarrollo de la respuesta inmune humoral IgM.

7.~ Se deben continuar los estudios enfocados a tratar de
esclarecer el mecanismo por el cual el zinc puede estimular 6
modular la respuesta inmune humoral, para evaluar los efectos de la
suplementacién de zinc, en diferentes etapas de la vida en seres

humanos.
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