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RESUMEN

El zinc es un micronuiriente esencial para la inmunocompetencia. La
carencia de este elemento y aun deficiencias marginales dei mismo,
producen una serie de efectos negativos tales como retraso en ei
crecimiento y trastornos en la gestacion, también se presenta alteracion en
las dos ramas de la respuesta inmune. Dichos efectos pueden persistir por
periodos prolongades durante la vida de los individuos y en las
generaciones posteriores. (Beach et al 1380, Beach ef a/ 1983, Chandra 1991)

Se ha demostrado que la intervencién con Zn tiene un efecto positivo
sobre la respuesta inmune. En especial la suplementacion oral con este
metal, en un modelo murino durante las etapas perinatales, elevé la
profiferacién linfocitica, la concentracion de las inmunoglobulinas y la
actividad fagocitica. (Lastra et ai 1996)

La anatomia de los drganos linfoides también se altera por la
deficiencia de zinc, siendo el timo el 6rganc que se afecta de forma mas
evidente, E| timo tiene especial importancia en el sistema inmune ya que
proporciona 1os elementos necesarios para la maduracion y diferenciacion
de los linfocitos T, sin embargo, involuciona tempranamente llegando a su
tamafio maximo entre las 3 y 4 semanas de edad en el ratén. El indice
timico (peso timo/ peso corporal) es una medida de la involucion, ya que a
diferencia del humano, el tejido linfoide del timo murino no se sustituye por
tejido conectivo y grasa. (George y Ritter 1996)



Con el abjeto de analizar el efecto de la administracion oral de zinc en
la involucién timica, se dio un suplemento de este elemento traza en el agua
de bebida (500 y 1000 mg/L) durante la gestacion, la lactancia y el destete a
ratones BALB/cAnN. Los resultados muestran que el tratamiento incremento
el indice timico de aquellos animales de seis semanas de edad respecto al
control (p<0.05), y se obtuvo una pendiente positiva al graficar el peso
corporat contra et peso timico en los ratones con la suplementacion, en
contraste con el grupo testigo (0 mg/L}, en el cual la pendiente fue negativa.
No se observé variaciéon significativa en el indice esplénico ni en la
concentracion de zinc en el bazo respecto al tratamiento, sin embargo, la
concentracién de zinc en suero aumentd conforme la dosis del metal
administrada.

Los resultados indican que la suplementacién con zinc en dosis de
500 mg/L retarda la involucion timica al aumentar ei indice timico del grupo
con tratamiento. Estas observaciones sugieren que la involucién fisiolbgica
del timo no es un proceso irreversible y puede ser alterado por la
concentracién de zinc en el organismo. Es necesario realizar nuevos
estudios encaminados a conoccer los mecanismos moleculares por los
cuales el zinc afecta la involucién del timo, ademas de establecer la dosis
éptima de suplementacién.
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1. INTRODUCCION

El zinc influye muchos aspectos del sistema de defensa del huésped, desde

la integridad de la piel hasta ia regulacién génica en los linfocitos.

El zinc es importante para el desamrollo y funcién normales de las células
integrantes del sistema inmune no especifico, como neutréfilos y células NK . El
zinc también afecta el desamolio de la inmunidad adquirida, participando en la
activacidn de linfocitos T y en la produccidn de citocinas tipo Th1; asi mismo,
participa en el desarrolio de los linfocitos B y la produccion de anficuerpos,

particularmente de IgG. {Shankar of &/ 1998, Lesourd 1997, Lastra ef al 1996, Chandra 1991)

Estos efectos del microelemento en el sistema inmune pueden explicarse a
través de su participacion en procesos celulares basicos como la replicacion, y la
transcripcién, y por el papel del zinc en ta estructura y funcion de enzimas

involucradas en la activacién y la muerte celutar.

De lo anterior se puede deducir que la deficiencia de este elemento traza
que puede estar acompafiada de una malnufricion protéico-energética o
desnutricién, conduce a una respuesta inmune deficiente que incluye atrofia timica
y, por consiguiente, una mayor susceptibilidad a infecciones. (Welinghausen ot af

1967)
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Se ha reportado que la malnutricién en el humano dentro del primer afio de
edad resulta en una reduccién permanente en el tamafo del timo, dicha reduccion
en el tamafio y celularidad se gbservd principalmente en la corteza det drgana.

(Golden etal 1977)

El timo proporciona los elementos necesarios para el desarrollo y
diferenciacion de los linfocitos T, sin embargo, involuciona tempranamente y se
conoce poco acerca de los factores que desencadenan dicho evento. El timo
alcanza su maximo tamafio entre las tres y cuatro semanas de edad en el ratdn, y
después se reduce con la edad. La funcionalidad disminuida del timo se asocia
con la reduccion en el tamaiio del érgano, y, ademas, se ha visto que el timo
remanente es menos eficiente, ya que su produccion de céivlas es menor a la

esperada. (George y Ritter 1996, Mocchegiani ef af 1995a)

En contraste con algunos modelos experimentales, en los cuales se pueden
provocar deficiencias severas de zinc, las poblaciones humanas frecuentemente
exhiben deficiencias marginales del elemento, especialmente en ciertos estados
del desarrollo como |a gestacion y la lactancia; también se ha observado que los

reservonos de zinc experimentan una reduccién progresiva con la edad.
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En México y en muchos paises en vias de desarrollo existen deficiencias
severas de micronutrientes, siendo la poblacién mas afectada los nifios, quienes
muestran infecciones subclinicas que aunado al mal tratamiento y a la desnutricién

conduce a un elevado indice de mortalidad. {(Rosado ef af 1997)

Se conoce que la suplementacién oral con zinc cuidadosamente
maonitoreada, incrementa y restablece la respuesta inmune tanto celular como
humorat en individuos normales ¥ en aquelios con deficiencias marginales de zinc.
En modelos experimentales se ha visto que el tratamiento con zinc aumenta la
produccién de IgM y la proliferacién de los linfocitos en respuesta a la
concanavalina A. (Murray et al 1983, Lastra ef af 1996). Por lo anterior, es importante
explorar el impacto de distintos suplementos de zinc en el sistema inmune. El
presente trabajo ha sido disefiado para estudiar el efecto de la suplementacion
oral con zinc (500 y 1000 mgi) en la involucion timica, y su impacio en ofros
érganos linfoides asociado a los cambios en la concentracién tisular y sérica

inducida por la suplementacién durante la gestacion, la lactancia y el destete.
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2. GENERALIDADES

Microelementos

Los elementos traza se encuentran en el organismo en concentraciones
de miligramos por kilogramo de tejido. El cobre, el cobalto, el cromo, €l iodo, el
hierrg, el fiGor, el manganeso, el molibdeno, el selenio y el zin¢ son esenciales
para el crecimiento y desarrollo normales de animales y humangs. {Lockitch 1996)

Uno de los elementos traza a los que se han enfocado numerosas
investigaciones, es el zinc, debido a su importancia en el sistema inmune.
Durante las ultimas dos décadas se han realizado diversos estudios tanto in
vivo como in vitro, en animales y en humanos que muestran que el zinc es
esencial en el desarrollo y funcion normales de diversos tejidos y células del
sistema inmune. Los avances realizados en el drea de la biclogia celular y
molecular han aportado datos que explican el papel del zinc en la expresion

genética, la proliferacion y la apoptosis de células linfoides. ({ Mulhern et al 1985,
Cunninham- Rundles ef af 1990, Fraker y Telford 1997)

2.1 Funcién biolégica del zinc

El zinc posee caracteristicas quimicas que le permiten participar en
multiples procesos bioguimicos, por ejemplo, se ha descrito que este metal
participa en la mayoria de los procesos de sintesis y degradacion de gran
cantidad de moléculas gracias a su funcion como cofactor enzimético y
activador quimico. (Bramblia et al 1994)

El zinc modifica la estabilidad de la membrana celular, posiblemente
debido a que es capaz de formar mercaptidos con los grupos ticies de las
proteinas, o debido a su posible interaccion con los grupos fosfato de
fosfolipidos y con los grupos carboxilo de los acidos sidlicos. Esto es importante
ya que se puede alterar el ensambiaje de receptores de la superficie celular y
canales idnicos que podrian afectar la {ransduccion de sefiales, ademas, se
podria cambiar la zona de contacto con otras células y con la matriz
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extracelutar. Otro efecto también importante en la sefializacion celular es la
inhibicion por el zinc de algunas funciones estimuladas por calmodulina,
proteina que une calcio y que puede unirse a otras proteinas de acuerdo a los
cambios de calcio intracelutar, su union modifica la actividad de muchas
enzimas y proteinas que participan en el transporte membranal. (wsllinghausen et
al 1997) Diversas investigaciones han reportado interacciones del zinc con la
proteina cinasa C, enzima que tiene un papel central en la transduccion de
sefiales provocada por la activacion del receptor al unirse a su ligando, seguido
por una elevacion en el recambio de fosfatidilinositol. (Wellinghausen et af 1996)

Se conoce también que el zinc tiene un importanie papel en el
crecimiento y desamollo. Las acciones del zinc sobre el crecimiento pueden
dividirse en tres tipos: 1) accion sobre el gusto y el olfato, regulacién del apetito
y regulacion en el consumo de alimentos; 2) accion estimulante en la sintesis de
DNA y RNA, que conduce a la replicacion celular y ia diferenciacion de
condrocitos, osteoblastos y fibroblastos, ademés afecta la transcripcion celular,
que resulta en la sintesis de somatomedina-C (higado), fosfatasa aicalina,
colageno y osteocalcina (hueso), y 3) su accion en la sintesis hormonal, por
ejemplo, su participacion en la sintesis de GH (hormona del crecimiento), v la
interaccién del Zn con hormonas relacionadas con et crecimiento dseo como la
tesfosterona, las hormonas tiroideas, la insulina y la vitamina D3 (Brandac-Neto
of ol 1995).

El zinc también tiene una actividad moduladora en la transmision
sindptica, ya que interactia con sitios especificos en los neurotransmisores
neurotropicos. La funcidn del zinc en el sistema nervioso es compleia, ya que
actia como inhibidor de los receptores de GABA. (Westtrook y Mayer 1987)

Zinc y hormonas

El zinc afecta la sintesis, la secrecidn y la actividad periférica de las
hormonas, asi como estas Gitimas pueden infiuir en el metabolismo del zinc a
varios niveles. Esto se ha comprobado, mediante el estudio de animales que
fueron privados de zinc en su dieta, éstos presentaron niveles plasmaticos
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reducidos de algunas hormonas y neurotransmisores; como son: insulina, GH,
tirotropina, hormonas tircideas, gonadotropinas, testosterona y el péptido
intestinal vasoactivo (VIP), mientras que otras hormonas se encontraron en
niveles incrementados, entre estas Ultimas se pueden citar la prolactina (PRL),
el cortisol, la corticosterona y las catecolaminas. (Fabris et af 1990)

Existe una relacién directa entre los niveles de zinc en sangre y los de
testosterona, hormona que posee actividad anabdlica. Por otro lado, el zinc se
ha encontrado en altas concentraciones en el pancreas de diferentes especies,
observandose que el elemenilo es esencial para la sintesis, cristalizacion y
accién periférica de la insulina. (Brandao-Neto ef a/ 1995).

Se ha demostrado que ef zinc se une al factor timico sérico (FTS o
timulina), en proporcién equimolar, dicho factor presenta actividad bioldgica
cuando el péptido esta unido al Zn, mientras que cuando ne se encuentra unido
al metal es capaz de unirse a sitios blanco, pero dicha forma es inactiva y
probablemente evita que la forma activa ejerza su accién. (Fabris et at 1990)

Zinc y enzimas

Se han identificade mas de 200 metaloenzimas, las cuales participan en
procesos metabdlicos refacionados con la sintesis y la degradacién de lipidos,
carbohidratos, proteinas y acidos nucléicos (Tabia I). En todas las enzimas que
han sido analizadas por cristalografia, el atomo de zinc estructural se coordina
con 4 cisteinas, mientras que ios atomos de zinc localizados en los sitios
activos de las enzimas se coordinan con 3 aminoacidos de la proteina y con

una molécula de agua. (Bramblia ef af 1994)
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Tabla 1. Enzimas con requerimientos primarios de Zinc

Fosfotransferasas Polimerasas
Timidina cinasa RNA polimerasas
Piruvato cinasa DNA polimerasas
Adenilato cinasa
Desoxinucleotido transferasa

Fosfatasas

Hidrolasas Fosfatasa alcalina
Diadenosina tetrafosfato Fosfatasa creatina
hidrolasa ATPasa
Peptidilpéptido hidrolasa Fosfolipasa A2

Deshidrogenasas Peptidasas
Deshidrogenasa alcoholica - Carboxipeptidasa A
Superéxido dismutasa Carboxipeptidasa B
Deshidrogenasa léctica Carboxipeptidasa N

Tomado de Fabris et al 1990

Zinc y control transcripcional

Para que un gen se exprese, se requiere que las proteinas conocidas
como factores de transcripcién interactden con un segmento del gen llamado
promotor. Algunos de estos factores de transcripcibn contienen sitios de unién
al DNA denominados dedos de zinc (zinc fingers), los cuales parecen ser
adecuados para el reconocimiento del DNA. Su estructura esta constituida por
dominios formados por repeticiones de aproximadamente 30 aminodcidos, entre
los que se encuentran dos histidinas y dos cisteinas invariables a los que se
une el metal, esto provoca que tales secuencias se plieguen alrededor del
atomo de zinc formando un complejo tetracoordinado. (Rhodes 1993)

Por otro lado existen reportes, que indican que la actividad de las
polimerasas de DNA y RNA en diversos tejidos o cultivos celulares puede verse
afectada por la deficiencia de zin¢. (Brandao-Neto ef al 1985)

Actividad antioxidante

Bajo condiciones /n vitro en sistemas biolégicos se ha observado que el
zinc actla como antioxidante interactuando con grupos sulfhidrilo de proteinas,
inhibiendo su oxidacion. In vivo, induce la sintesis de metalotioneinas, proteinas
que tienen la propiedad de eliminar radicales libres. También, ia adminisfracién
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de zinc puede inhibir la toxicidad de agentes como el tetracloruro de carbono, el

etanol y las radiaciones ionizantes. (Walsh et al 1994)

2.2 Absorcién del zine

Ingesta de zinc en la dieta
La fuente mas importante de zinc es la came de res, de cerdo y el
pescado. (Walsh ef al 1994)

La disponibilidad del zinc es baja en dietas compuestas de cereales no
refinados, por 10 que el zinc estd mas disponible en dietas de origen animal que
en fuentes vegetales. El fitato, presente en los granos y vegetales, inhibe la
absorcion del zing ya que este forrma complefos con el fitato a pH alcalino. Otros
inhibidores de la absorcién det zinc incluyen la lignina, algunas hemicelulosas,
fosfopéptidos de calcio derivados de la digestién de la caseina y e! calcio,
como se muestra en la tabla 1. (Gavdar et af 1991)

Tabla Il. Factores asociados con una disminuciéh en la absorcién de zing

Factores en la dieta

Calcio
Cobre Ausencia de una apropiada absorcion
Hierro Acrodermatitis enteropatica (AE)
Fitato Fibrosis cistica
Fibra (ciertas hemicelulosas) Disfuncidn pancreatica
Lignina Fenilcetonuria
Alcohol Hipotiroidismo
Acidos grasos poliinsaturados
Disfuncién gastroiniestinal

Enfermedad en la mucosa intestinal
Sindrome de malaabsorcion

Cirugia_

Tomado de Walsh ef af 1994

Regquenmientos de zinc

Los nifios, los adolescentes y las mujeres embarazadas tienen
requerimientos mas altos de zinc que los adultos. Esto se comprobd analizando
el recambio de ®*Zn en ratones durante la gestacién, la lactancia y el destete,

observandose que la pérdida de zinc corporal es ef doble de la observada en
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hembras no prefiadas. En los primeros meses de la lactancia en el humano, la
leche matema proporciona aproximadamente 2 a 3 mg de Zn diarios, cantidad
que decrece graduzlmente a cerca de 0.6 mg/dia a los seis meses.

Tabla Il). Requerimientos de zinc de distintas especies

ESPECIES REQUERIMIENTOS
Ratas Todas las clases 12 mglkg
Ratones Todas las clases 30 mg/kg
Humanos Nifios 5-10 mg/dia

Adultos 12-15 mgl/dia
Lactantes 16-19 mg/dia

Tomado de da Silva 1991

Absorcion gastrointestinal

Una vez en el intestino, el zin¢ se asocia con metalotionainas y con otras
proteinas por un proceso dependiente de energia. La mayor velocidad de
absorcién se presenta en el yeyuno (357 + 14 nM/min/40 cm), comparado con
&l duodeno (230 + 33 nM/min/d0 cm) e ileo (84 £ 10 nM/min/40 cm) ésto se
determind por una técnica de perfusi6n intestinal realizada en humanos. (Walsh
ot a/ 1954) La absorcion intestinal del zinc es estimulada significativamente por la

adicion de giucosa sin que se vea incrementada la absorcién de agua y sodio.
{Jameson 1993)

Los franstomos genéticos en el metabolismo del zinc, como la
acrodermatitis enteropatica en humanos, presentan un defecto en la absorcion
de zinc resultando en deficiencia grave del microelementc. La causa especifica
de la falla en la absorcién no se conoce, pero se fienen reportes de que las
proteinas intestinales ricas en cisteina {(CRIP) estan involucradas en el
transporte de Zn a través de ia membrana intesfinat en los animales normales.
{Bremner y Baatle 1995)

Ligandos

Durante la digestién, el zin¢ se libera de los ligandos a los que se une en
los productos alimenticios, por ejemplo, en la leche los principales ligandos son:
histidina, D-penicilamina, acidos grasos esenciales y prostaglandinas; después
el zinc se asocia con ofros presentes en las microvellosidades intestinales,
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algunos de estos ligandos son amincacidos como la histidina que provienen de
la dieta, otros, como las metalotioneinas, pueden ser de origen endégeno; y
otros mas incluyen el acido citrico, el acido piconilico, las inmunoglopulinas y la

lactoferrina.

Transporte plasmaético

Después de su absorcidn, el elemento se une a vanias proteinas del
plasma para ser transportado hacia los diferentes drganos. Aproximadamente ¢l
66% del zinc en la circulacion esta unido a la albumina y un poco mas del 32%
del metal se une a la -2 macrogiobulina. El uno o dos porciento del zinc
ptasmatico puede estar asociado con aminoacidos libres. El zinc plasmatico y
eritrocitario representa aproximadamente del 10 al 20 % del zinc corporal.
{Scuderi  1990)

Influencia del estado fisiolbgico en la absorcién

s Edad

Debido a que la capacidad de absorcién del zinc por el intestino en varias
especies, se reduce con la edad, los ancianos tienen un mayor riesgo de
mostrar una deficiencia. (Fabris ef af 1990, Mocchegiani E. ef af 1995)

o Deficiencia en la dieta

En modelos experimentales se ha observado un aumento en la absorcién
de Zinc en animales con una dieta deficiente del elemento, mientras que con un
exceso se ve disminuida, (Walsh of al 1994)

+ Embarazo

La absorcién de zinc también se ve incrementada durante el embarazo,
observandose una reduccion después del parto, en algunas ocasiones el zinc
puede ser depositado en el higado, esto debido al pronunciado anabolismo que
existe durante ésta etapa. Estudios realizados en ratas prefiadas demuestran
que durante la etapa final del embarazo la capacidad intestinal para absorber
zin¢ aumenta como consecuencia del desaiollo exponencial del feto. (Lindsay et
al 1994)
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2.3 Sitios de almacenamiento

El zinc se almacena principalmente en el misculo y la médula dsea, sin
embargo, la deficiencia del metal se desarrolla rapidamente cuando ia ingesta
se reduce. En la tabia IV se muestra la concentracion de zinc en tejidos de
distintas especies.

Tabla IV. Concentracién comparativa de zinc en diferentes tejidos.

Tejido Concentracién de zinc
Plasma (humano) 110 + 14.8 pg/di
Linfocitos (humanos) 50.9 + 5.9 ng/10'%els
Plasma (murino Balb/c) 114.8 £ 4.47 pug/dL
_Higado (murinoC57BL/6) 1.29 + 0.08 umol/g de tejido seco

Tomado de Walsh ef al 1994 y Morgan ef al 1988,

Los cambios caracteristicos en el metabolismo del zinc después del
estrés, son. una disminucion rapida y significativa en las concentraciones
plasméticas del elemento asociadas con un incremento en el contenido de zinc

hepético.

2.4 La excracion del zinc

Aproximadamente del 5 al 10 % de la excrecion diafia de zinc es renal, el
resto es excretado en fluidos pancreéticos o en la bilis. La excrecion fecal diana
de zinc varia entre 5-10 mg/dia y depende de la dieta. En condiciones
patoldgicas acompadiadas por diamea y mala absorcién se observan pérdidas
fecales excesivas de zinc. El zinc fecal esta compuesto de zinc proveniente de
la dieta que no fue absorbido y del zinc enddgeno que proviene de fa bilis, del
fluido pancreatico y de células de la mucosa intestinal. La secrecion de Zn
enddgeno aumenta cuando la fuente de proteinas de la dieta es de origen
vegetal. (Bremner y Beatle 1995, Walsh ef al 1994)

Ef zinc también es secretado por la orina, en humanos aproximadamente
de 200 a 600 ug de zinc se pierde por dia en la orina y en ratones 1.14 pg, lo
que comresponde a menos del 10% de la cantidad consumida en la dieta, sin

embargo, la excrecién renal es sensible a los cambios en el status de zinc. Por
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ejemplo, en un experimento realizado en humanos por Babcock A. et al, un
incremento de 11 veces en la ingesta de zinc debido a la suplementacion con
ZnS04, produjo un incremento del 37% en el zinc plasmatico, y un aumento de
188% en la excrecion diaria de zinc en la orina; lo que indica que el incremento
en los niveles plasmaticos de zinc aumenta la depuracion renal, posiblemente
debido a una mayor filtracion y/o a una reabsorcion disminuida. (Walsh et col 1994)

2.5 Evaluacion del status de zinc

La concentracion de zinc sérico o plasmatico es aun la prueba mas
comun para evaluar el sfafus de zinc. El 65% del zinc sérico se encuentra unido
a la albGmina y por lo tanto puede estar disminuido en 1a hipoalbuminemia. La
concentracion plasmatica de zinc muestra variaciones diumas y se ve
disminuida fuertemente en las respuestas de fase aguda con movilizacién de
zinc de los tejidos; en una situacién grave, el monitoreo del status de zinc
requiere pruebas séricas periddicas hasta que se mantenga estable. (Linder 1991,
King 1990)

También las mediciones de la concentracion de zinc en saliva, semen,
pelo, sudor, fluido amnidtico, teucocitos, células mononucleares, globulos roios
o plaquetas y la estimacion de la excrecion renal y fecal han sido utitizadas en la
clinica para determinar el estado nutricional de los pacientes. Otras pruebas
funcionales incluyen la determinacion de la fosfatasa alcaling, la
deshidrogenasa lactica, la ribonucleasa, la anhidrasa carbonica, ademas de la
agudeza dei oifato y gusto. (Jameson 1993, Linder 1991)

2.6 El zinc y las metalotioneinas
Las metalotioneinas son proteinas de bajo peso molecular, ricas en
cisteina y tienen sitios de union a metales, existen en diferentes isoformas

dependiendo de la especie animal y del tejido en que se localicen. Las
diferentes isoformas de las metalotioneinas estan codificadas por diferentes
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genes los cuales se encuentran en el mismo cromosoma y se expresan de

manera coordinada. (Cousins 1985)

La sintesis de las metalotioneinas es un proceso complejo, ya que se
induce por Zn, Cu y Cd, pero también por factores fisiopatologicos en los que se
promueve transcripcion genética directamente por metales o indirectamente
por cambios en los niveles de citocinas o esteroides.

Los cambios rapidos en las concentraciones de metalotioneinas en
respuesta a la administracion de metales, implica que estas proteinas inhiben {a
accidn deleterea del exceso de cationes. Por otra parte, los complejos de zinc-
metalotioneina pueden estar involucrados con diversos procesos metabdlicos,
actuando de manera directa via interaccién con apoproteinas y apoenzimas, 0
indirecta por regulacion de la concentracion de zinc libre en el interior de las
células. (Bremner y Beatie 1995)

2.7 El Zin¢ en las etapas perinatales

E! zinc es un nutrimento esencial para el crecimiento y fa diferenciacion
celular de todas las especies y fiene un papel trascendental en el desamolio
fetal y embnionario, especialmente en el sistema nervioso. En la actualidad esta
bien definido el efecto teratogénico de la deficiencia de zinc en los mamiferos,
algunas de las anomalias observadas cuando se produce una deficiencia
severa de zinc en las ratas son: labio y paladar hendido, malformaciones del
sistema nervioso (defectos en el tubo neural), asi como numerosas
anormalidades del corazén, puimén, higade y sistema urogenital y defectos en
el esqueleto 6se0. Ademas de éstas anormalidades morfolégicas, también se
han observado alteraciones en la conducta y defectos en las funciones
pancredtica y pulmonar, y como se explicara mas adelante, en la respuesta
inmune. Entre los mecanismos propuesios para explicar la teratogenicidad de la
deficiencia del zinc se encuentra, la reduccién en la sintesis de proteinas y
acidos nucleicos, disminucion en el grado de polimerizacidn de tubuling,
aumento en la oxidacion de macromoléculas, defectes en la membrana celular,
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expresion génica alterada, reduccion en la unidn de hormonas y factores de
transcripcion dependientes de regiones de dedos de zinc, y alteracion en el
ciclo celular. (Wellinghausen ef af 1997, Jameson 1993, Beach ef af 1982)

Es bien conocido que los requerimientos de zinc aumentan durante el
embarazo, esto es particularmente importante en mujeres de un nivel
socioecondmico bajo las cuales no consumen la cantidad adecuada de zinc y
de proteinas con lo que la biodisponibilidad del elemento se ve memada,
ocasionandose una deficiencia crénica marginal del microelemento. En modelos
animales se ha observado que se puede presentar una interrupcién en el ciclo
estral si la deficiencia de zinc se induce una semana antes de la cruza, evitando
ol apareamiento y por lo tanto la fertilizacion. También se ha descihito que la
carencia de Zn durante la gestacidn afecta el desarrollo de las glanduias

mamarias y por lo tanto la transferencia de nutrientes de la madre al necnato.
(Cadvar et al 1991, Beach ef a/ 1983 )

El zinc esta involucrado en el crecimiento intrauterino del feto. Existen
numerosos reportes acerca de que el sfatus del zinc en la madre esta
intimamente relacionado al peso del neonato, la edad gestacional al parto,
parlos prematurcs, retraso en el crecimiento y preeclampsia. En un
experimento, realizado por Goldenberg ef al, en el que se estudi6 el efecto de la
suplementacién con Zn en una dosis de 25 mg/d en mujeres embarazadas, se
observé un incremento significativo en el peso neonatal. En modelos animales
también esta muy claro este fenémeno, ya gque Beach observo que la
deficiencia de zinc en ratones N:NIH({S) durante las etapas perinatales aumento
el grado de mortalidad y ocasiond anormalidades fisicas asi como interrupcion
en el crecimiento de la progenie. Hasta ahora, los mecanismos por 10s cuales la
suplementacion con zinc durante el embarazo resulta en un incremento en el
peso neonatal y en el crecimiento fetal, y la prolongacion de la edad
gestacional, permanecen poco comprendidos. (Goldenberg ef af 1995, Garg ef af
1993, Beach et al 1983)
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Existen muchos trabajos que afirman que la deficiencia de zinc en el
periodo neonatal resulta en parametros inmunoldgicos anormales. Uno de los
mas importantes es el realizado por Beach et al que muestra una relacion
estrecha entre la deficiencia de zinc durante el embarazo e inmunodeficiencia
persistente por tres generaciones en modelos murinos, estos estudios también
sefialan que la privacion marginal de zinc causa una reduccién significativa en
la respuesta inmune cuando ocurre durante ciertas etapas del desarrollo. (King et
al 1995, Tamura of al 1992, Beach of a/ 1983, Luecke y Fraker 1979, Golden sf a/ 1977)

Todo lo anterior es relevante, ya que estudios realizados en individuos
aparentemente bien nutridos, indican que las mujeres embarazadas, las
mujeres iactando y los nifios pueden sufrir deficiencias marginales o incluso
carencia severa de este elemento traza.

2.8 Deficiencia y exceso de zinc

La deficiencia de zinc estd caracterizada por retardo en el crecimiento,
deficiente cicatrizacién de heridas, rash, pérdida de cabello, ceguera noctuma,
desordenes en el sistema nervioso, alteraciones en el metabolismo de los
carbohidralos y defectos inmunolgicos, particularmente en las funciones de las
céiulas T con un incremento en la susceptibilidad a infecciones. (Tabta V)

Las deficiencias de zinc pueden clasificarse de acuerdo a su origen, en;
heredtarias, adquiridas primanas (debido a la dieta), o secundanas
{condicionadas). Las deficiencias de zinc adquiridas se presentan
frecuentemente por una suplementacion inadecuada en la nutricion parenteral,
acompaiiadas por malnutricion proteico-energética y/o mala absorcion. Las
deficiencias adquiridas secundanias pueden presentarse como resultado de
quemaduras severas, terapia anticonvulsivante, el tratamiento con penicilamina,
la quelacion en la enfermedad de Wilson, y por pérdidas urinarias excesivas de
zinc. ( Bremner y Beatle 1995, Michel et al 1993, Linder 1991)
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Tabla V. Manifestaciones clinicas de la deficiencia de zinc.

Caracteristicas Fisicas Anommalidades Fisicoguimicas Patologia
+ Retardoenel « Retardo en la cicatrizacidn de + Diarrea
crecimiento heridas » Desordenes de tipo
s Hipogonadismo ¢ Zincuria anormal inmune
» Pubertad retardada « Bajos niveles de zinc en plasma, » Gestacién prolongada
+ Estatura baja pela y orina » Sangrado atonico
« Bajo peso corporal « Hiperamonemia « Infecciones frecuentes
« Microcefalia « Metaloenzimas de zinc « Mala absorcién
* Mandibula pequeiia disminuidas « intolerancia a la lactosa
* Anemia ferropenica » Hipofuncion testicular
+ Disminucion en la produccion de ¢ Teratogénesis
ACTH * Impotencia
e Incremento en ja sensibilidad a « Defectos renales
la insulina « Hepatoesplenomegalia
» Disminucion en la actividad de la
SM-C
Signas Newopsiquiatricos Desordenes Dermatoldgicos
» Pérdida del apetito + Piel aspera
« Letargo mental + Pelo disminuido y quebradizo
« Adaptacidn anormal a la oscuridad + Queratitis
_» Depresion
« Iritabilidad
« Dasordenes emocionales
+ Temblores
Tomado de Bramblia of a/ 1994
Toxicidad del zinc

Relativamente poca atencion se ha puesto en las propiedades téxicas del
zinc, ya que la mayoria de los reportes citan sdlo ejemplos de riesgo industrial,
tales como Ia fiebre provocada por inhalacion de los humos del metal, o como
consecuencia de una contaminacion importante en ambientes localizados.
Aunque es cierto que los sintomas evidentes de la toxicidad sélo se presentan
cuando se han ingerido grandes cantidades de zinc, existen evidencias que el
use humano de suplementos del microelemento, alin en concentraciones

moderadas, puede provocar efectos adversos bajo ciertas circunstancias.
{Fosmire 1990)

Dosis téxicas
En los casos reportados de envenenamiento agudo por zinCc se
presentan diarrea, nausea, vomito, dolor muscular y fiebre. Esto se ha
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informado en incidentes de ingestion accidental, infusion intravenosa o por
contaminacion durante la hemodialisis. En otro reporie, en el que un individuo
de 16 afios ingind 12 g del metal en un periodo de dos dias, se reporto letargia,
vertigo, y dificultad al escribir, todos estos sintomas desaparecieron al aplicar
una terapia quelante. (Walsh ef a/ 1994, Fosmire 1990) En un modelo murino
(BALB/c) se ha visto que la suplementacién con 1000mg/L durante la gestacion,
la lactancia y el destete tiene un efecto negativo en el valor del hematocrito y
se observd una disminucion no significativa en el peso corporal de los animales.
(Lastra et af 1996)

Dosis farmacoldgicas

La suplementacion oral con zinc en dosis terapéuticas (20 mg/d en
humano) puede causar dafio gastrointestinal y ulceracion gastrica. También se
ha demostrado que la terapia prolongada con suplementos del elemento, puede
producir deficiencia severa de cobre, acompaiada por anemia, leucopenia y
neutropenia; éste efecto se utiliza terapéuticamente en el tratamiento de la
enfermedad de Wilson. La interrupcion en el uso de estos suplementos permite
una aparente normalizacion en el status de cobre. (Fosmire 1990)

En un estudio realizado por Chandra, en once voluntarios masculinos, se
demostrd que después de administrar 300 mg Zn/d en un periodo de seis
semanas, algunas funciones inmunolégicas se deprimian como el indice de
estimulacién linfocitica, la migracion quimiotactica y la fagocitosis, si se
compara con los valores obtenidos antes de la suplementacion. Ademas, se
observé un incremento en ias lipoproteinas de baja densidad (LDL) y una
disminucion en las de alta densidad (HDL), sin embargo, las concentraciones de
triacilgliceroles y colesterol total no se modificaron significativamente. (Jameson
1993, Beach ef a/1983)

De lo anterior se puede deducir, que la prescripcion de dosis
farmacologicas de zinc, particuiarmente cuando la ingesta es por periodos
prolongados, puede dar lugar a reacciones potencialmente adversas.

27



2.9 El zinc y el sistema inmune

La mayoria de trabajos estan enfocados ha estudiar el efecto de la
deficiencia del zinc en la respuesta inmune especifica, sin embargo, la
influencia de! zinc en los mecanismos inespecificos ha recibido poca
atencidn(tabla Vi), entre las consecuencias que se pueden mencionar se
encuentran: lesiones en la piel, lesiones gastrointestinales que provocan
cambios degenerativos sobre los enterocitos, dafos en las microvellosidades
asi como alteraciones en la funcién pulmonar. (Lastra y Espinosa 1993).

Tabla V1. Consecuencias inmunologicas de la carencia de zinc.
Tejide o célula afectada CONSECUENCIAS

Histologia Atrofia timica
Anormalidades estructurales de las areas
dependientesde T
Timo Produccion hormonal reducida

Activacién de timulina periférica (Zn-FTS)
reducida

Linfocitos T Proliferacién y diferenciacion reducida de
linfocitos T
Actividad defectuosa de las células T
cooperadoras
Disminucion en la respuesta a mitdgenos

Linfocitos B Respuesta por anticuerpos disminuida
hacia antigenos dependientes de T
Respuesta normal a antigenos
dependientes de B

Células Asesinas Naturales (NK) Actividad disminuida

Tomado de Waish et af 1994

Efecto del zinc sobre los tejidos linfoides y el sistema inmune.

La deficiencia de zinc en ratones y humanos causa atrofia del timeo y de
los nodulos linfaticos y reacciones deficientes de hipersensibilidad cutanea
mediada por células. Los linfocitos aislados de animales deficientes de zinc
muestran una respuesta disminuida a mitdgenos y una reduccion en la
produccidén de anticuerpos dependiente de T, mas auin, cuando se administra
una dieta deficiente en zinc a animales de experimentacién se produce una
respuesta deficiente de las células T cooperadoras (CD4"} acompafada por una
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disminucién en la actividad de las células NK. Los ensayos encaminados a
conocer la funcién del zinc en el desarrollo y funcidn de diferentes poblaciones
de células linfoides, indican que este elemento influye principalimente en el
linfocito T. Sin embargo, los resultados de experimentos en cultivos mixtos con
céluias de ratones deficientes en Zn, han puesto de manifiesto que Ia depresién
observada en la proliferacion de las células T es indirecta y debida a un defecto
primario en ia poblacion de macrofagos. Este fendmeng se hace reversible al
aumentar ef nimero de macréfagos en el culivo. También se conoce que la
produccion y accion de algunas citocinas, es dependiente de Zn, por ejemplo en
monocitos este microelemento induce la sintesis de IL-1, IL-6 y TNF, y en
linfocitos T la produccién de IL-2 y de interferén entre otros. (Cunningham-Rundles
ot al 1990, Wellinhausen ef al 1997, Lastra y Espinosat1993).

Se conoce que la expresion del gen de la interleucina-2, que resulta del
reconocimiento del antigeno por los linfocitos T, es crucial para la subsecuente
diferenciacion y proliferacion de esta poblacién, habiéndose definido varios
factores reguladores necesarios para la activacién del proceso, sin embargo, se
conoce poco sobre la regulacidn negativa de la expresion de IL-2, donde parece
estar involucrada la sintesis de una proteina de Zn. (Driessen 1995)

El efecto mitogénico del zinc en linfocitos T, que se ha observade en
expermentos in vitro, indica que este microelemento puede actuar directamente
en las células del sistema inmune, ademas, el zinc es requerido por la enzima
nucléosido fosforilasa la cual es indispensable para el funcionamiento de los
linfocitos T. El zinc también puede influir el sistema inmune a través de su
accion en la actividad bioldgica de la timulina. Se ha demostrado que en
condiciones caracterizadas por deficiencia de zinc, como aquellas asociadas
con la edad o con enfermedades congénitas, o infecciosas como el SIDA, se
cbserva una reduccion en el nivel de timulina activa circulante, acompaiiada por
una aparicién concomitante de moléculas inactivas del factor timico sérico (el

zinc no se encuentra unido al péptido). (Mocchegiani y Fabris 1995b, Fabris ef af 1990,
Prasad ef 5/1988, Murray ef a/ 1983)
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Efecto del zinc sobre la inmunidad humoral

Algunos estudios realizados en esta rama indican que existe una severa
disminucidn en los niveles séricos de IgG en pacientes que presentan
deficiencia de zinc unida a mainutricicn protéico-energética; otros hallazgos
sugieren que la carencia de zinc provoca alteraciones en la distribucion de las
inmunoglobulinas. (Chandra 1989)

En un experimento realizado por Fraker ef al, en el que se enfocaron
primariamente a células de linaje B en la médula de ratones adultos jévenes, la
deficiencia moderada de zinc (MDZ) causdé una disminucion del 43% en la
poblacidn de células nucleadas que exhibian el marcador B220, mientras que
en aquellos animales con una deficiencia severa de zinc (SZD) la disminucion
fue del 91%. Las células B (B220'lg)) fueron mas sensibles a la deficiencia,
pues la deficiencia moderada de zinc produjo una reduccién de células
nucleadas del 60%. Las células B inmaduras (B220°IgM'igD’) se vieron
afectadas en forma similar, sin embargo, en ratones con MDZ, las células B
maduras (IgM’IgD’), presentaron una resistencia moderada. El analisis por
citometria de flujo indicd que la deficiencia de zinc causaba un aumento en las
células NK con un incremento paralelo en la proporcion de células nucleadas
que presentaban Mac-1 tanto en deficiencias moderadas como graves. La
deplecién de las células de linaje B en la médula como resultado de la
deficiencia de Zn, indica que existe una alteracion en el proceso linfopoyético de
la médula, lo cuél parece ser la clave de la linfopenia resultante en muchos
tipos de malnutricion. (King LE ef af 1995, Fraker et al 1995)

Efecto sobre Ia funcién de fas células fagocificas.
Se ha demostrado que la falta de zinc afecta la permeabilidad de la
membrana del macrdfago y 1a actividad fagocitica. (Beisel 1992)

Un estudio encaminado a cbservar el efecto regulador del zinc en la

induccion de la sintesis de citocinas por superantigenos y lipopolisacarido, en
células mononucleares de sangre periférica y monocitos purificados mostro que

30



el zinc aumenta significativamente la produccion de IL-1§ {después de 48h de
cultivo) y de TNF-o (después de 24h) en forma dosis-dependiente, lo que
sugiere que la funcién del zinc es probablemente mediada por activacién del
monocito y la liberacion de citocinas. (Oriessen st a/ 1995)

2.10 Desarrollo e involucién del timo

El timo es un 6rgano linfoide primario que proporciona el microambiente
especializado donde ocurre el rearreglo genético y la maduracion de los
timocitos. Después de la expresién del receptor de la célula T, los linfocitos
experimentan dos procesos esenciales en su desarollo; la seleccion positiva,
proceso por el cual se establece un repertorio celular restringido por las
moléculas del MHC propias, y la seleccién negativa, en la cual se eliminan por
apoptosis aquellas células que reconocen péptidos propios. (Paul 1693, George y
Ritter 1996)

Embriologia

El timo es un 6mgano complejo, altamente especializado, el cual
embriolégicamente tiene un origen mdltiple, presentando componentes
endodérmicos, ectodérmicos y mesodémicos. Durante la sexta semana de
gestacién en el humano, el endodemmo recubre la porcion ventral de la tercera
bolsa faringea formando una saculacién pronunciada que subsecuentemente se
desprende de la pared faringea, dando origen al prmordio timico. Después de
esto, el primordio timico migra en direccidon caudal y medial junto con la
gldndula paratiroidea. Durante la oclava semana, el primordio timico se
extiende hacia su extremo inferior, formando dos bairas epiteliales que se
fusionan con la linea media, para ocupar su posicion definitiva en el mediastino
anterosuperior. Durante su movimiento descendente, la porcion final del drgano
se vuelve delgada, se alarga y fractura en pequeios fragmentos que
usualmente desaparecen, aunque, pueden persistir en los tejidos blandos del

cuello, frecuentemente en intima conexion con la glandula paratiroidea.
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Después que se ha completado la migracion, las células epiteliales
derivadas del endodermo forman redes reticulares fibrosas y los elementos
mesenquimatosos presentes forman una cépsula alrededor de dichas
estructuras. Como resultado del crecimiento de esta capsula, se forman
trabéculos que dividen al Grgano en numerosos lébulos. Para la décima
semana, las células linfoides originadas en el higado fetal y en la médula ésea
llegan ai timo, y el 6rgano se diferencia en corteza y médula; otras pequefias
estructuras tubulares compuestas de células epiteliales, aparecen también en
este periodo, éstas mas tarde forman los corpisculos de Hassall. (Janeway y
Travers 1994, Suster y Rosai 1990)

El peso relativo maximo del timo se alcanza al nacimiento, aungue el
crecimiento absoluto del timo continda hasta la pubertad, con un peso de 30-
40g en el humano; después empieza su involucion, por lo que permanece en un
estado atréfico hasta la edad madura. (Paul 1993)

Estructura y microambiente timico

El timo esta envuelto por una céapsula de tejido fibroconectivo y una
membrana basal que cubre el drea corfical, estas dos capas estan separadas
por el area subcapsular fundamentalmente constituida por ur-a capa continua de
células epiteliales. El tejido fibroconectivo rico en colagena entra y atraviesa la
corteza, separando el timo en lobulillos; éste tejido fibroconectivo o trabécula,
ademas, contiene fibroblastos, adipocitos y terminaciones nerviosas. El epitelio
subcapsular reviste la superficie del 6rgano y los espacios perivasculares
formando una barrera que separa el espacio intratimico propioc del mesénquima
vascularizado.

El estroma del timo es esencialmente una red de células epiteliales
unidas entre si por desmosomas, intercaladas entre éstas se encuentran
células derivadas de 1a médula dsea. Estudios de microscopia electronica y de
inmunohistoquimica demostraron la heterogeneidad del estroma identificandose
al menos seis tipos de epitelio distribuidos gradualmente del area subcapsular a
la médula. El epitelio tipo 1 de la regién subcapsular/ subtrabecular, es muy
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imporiante ya que éste lugar es donde se inicia la timopoyesis; éstas células
generalmente no presentan moléculas del complejo principal  de
histocompatibilidad clase li. (Paul 1993, Suster y Rosai 1990)

Las células epiteliales tipos 2, 3 y 4 forman el estroma de la corteza,
éstas células epiteliales son positivas para las moléculas MHC clase 1 y I, y
pueden secretar diversos factores como citocinas. Las células epiteliales tipo 2
y 3 parecen ser las enigmaticas células llamadas nodrizas, estas tienen
vacuolas citoplasmicas en las cuales albergan linfocitos inmaduros, la
membrana que rodea estas vacuolas expresa moléculas clase | del complejo
principal de histocompatibilidad, por lo que su funcién no solamente es el aislar
y proteger a las células T de un contacto prematuro con antigenos que las
pudiera llevar a la muerte celular, sino que parece ser el sitio en el cual los
linfocitos T empiezan su seleccion. (Boyd st al 1993)

La red epitelial medular esta formada por los tipos celulares 3.5 y 6; las
células tipo 5 estan predominantemente localizadas en la unién corticomedular.
Una caracteristica exclusiva de la médula timica es la presencia de estructuras
queratinizadas conocidas con el nombre de corpisculos de Hassall, ellas son
mas notorias en el timo humano y presentan las citoqueratinas 19 y 3/10
caracteristica de un epitelic maduro, lo que sugiere que son el estado final de
las céiulas epiteliales timicas.

Las células epiteliales timicas (TEC), particularmente las poblaciones
medular y subcortical producen citocinas y diversos péptidos entre los que se
encuentran IL-1, IL-6, IL-7, TGF-B. Ademas, los timocitos activados secretan
también diversas citocinas que tienen un efecto autocrino y paracrino; por
ejemplo, et IFNy que se secreta por los linfocitos T puede actuar en las células
epiteliales timicas y a su vez, las citocinas producidas por estas dftimas
promueven la proliferacion y diferenciacién de los timocitos sefalando de esta
manera la compleja interaccion entre las células epiteliales timicas y los
linfocitos T, que comprende sefales en ambas direcciones que conducen al
desarrolio de los linfocitos T. (Ritter y Boyd 1953}
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Componentes no epiteliales.

Se presume que los monocitos y ios precursores de las células
dendriticas llegan al timo junto con otras células tallo circulantes y se
diferencian en éste organo en macrofagos y células interdigitantes. Los
macrofagos timicos son fenotipica y ultraestructuralmente heterogéneos, los del
tejido conectivo son grandes de forma iregular y contienen material
electrodenso en su citoplasma; fa caracteristica principal de los macrdfagos
corticales es la presencia de multiples lisosomas que contienen restos de
linfocitos fagocitados, a diferencia de los macréfagos de la unién corticomedular
que carecen de éste material fagocitado. {Ardavin 1997, Boyd et af 1993)

Los componentes de la matriz extracelular son también importantes en el
microambiente timico, entre estos se encuentran glicosaminoglicanos y
glicoproteinas como la laminina y la fibronectina, estas estructuras normalmente
se encuentran junto a las células epiteliales particularmente fas fipo 1, entre
sus funciones se puede mencionar que son el soporie del desarrolio de los
timocitos, intervienen en las interacciones célula-célula incluyendo la migracidn
Y Ppueden wunir citocinas solubles generando gradientes locales de
concentracién. Las diferentes poblaciones de timocitos y células epiteliales
expresan diversos receptores para componentes de la matriz extracelular. (Boyd
ot a/ 1953, Paul 1993)

Algunos linfocitos B pueden encontrarse como agregados en los foliculos
linfoides o dispersos como células individuales. Los foliculos linfoides con
ceniros germinales activos se pueden observar en el timo normal,
especialmente en ef de nifios y adolescentes. Las células plasmaticas son raras
en el timo normal, estan usualmente localizadas en el septo de tejido conectivo,
o menos frecuentemente, en la médula. Pueden encontrarse en forma
numerosa en el limo en involucion.

Se acepta en 1a actualidad la presencia de células neuroendocrinas, en el
timo normal, ya que han sido identificadas en la glandula de aves y reptiles y en

menor grado en el timo de algunos mamiferos (incluyendo el humano). (Hadden
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1998, Suster y Rosai 1990)

Linfocitos timicos

Los precursores linfoides provenientes de la médula Osea migran a
través de la sangre y llegan al timo por los vasos sanguineos que se
encuentran en la frontera entre la corteza y la médula, es decir, al nivel de la
union  corticomedular; entonces éstas células afraviesan Ia corteza
practicamente en su totalidad y se ubican en el componente subcapsular donde
empieza el fenémeno de maduracion.

Los linfoblastos activos mitélicamente, presentes en la region
subcapsular carecen de las moléculas CD4, CD8 y CD3, y comprenden
aproximadamente el 15% de las células linfoides presentes en ei timo. Bajo la
influencia del microambiente subcapsular y cortical extemno, los timocitos
secuencialmente regulan la expresion de CD25 y CD44, se dividen y expresan
CD4 y CD8, como consecuencia del rearreglo de la cadena B del receptor del
linfocito T (TCRY); esta poblacién celular corresponde al 85% del total de los
timocitos. La expresion selectiva de moléculas MHC clase Il en la corteza timica
y las interacciones al nivel de la membrana plasmitica entre las células
epiteliales de esta regién y las células T son particularmente importantes en el
proceso de seleccion positiva, un paso critico en la diferenciacion de ios
timocitos. Inmediatamente después de que el TCR se expresa en la corteza, los
timocitos con alta afinidad hacia péptidos propios son inducidos a tolerancia o al
proceso de seleccion negativa, al parecer, esta seleccion es mediada por
diversas células que expresan el complejo apropiado (péptido-moléculas del
MHC), como células epiteliales, fibroblastos reticulares y macrdfagos entre
otras; la eleccion en el resultado del proceso entre delecion clonal o anergia
puede ser dependiente del estado de diferenciacion en el que se encuentre la
célula T ylo la presencia 0 ausencia de ciertas sedales accesorias en las
células involucradas; este evento resulta en apoptosis y fagocitosis activa,
caracteristica que da a esta area una apariencia de "cielo estrellado” y se hace
particularmente evidente en la involucién timica accidental (debida a estrés).
(Anderson y Jenkinson 1997, Owen y Jenkinson 1993)
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Aun existe mucha controversia acerca de ia funcion del epitelio medular
en el proceso de diferenciacion de las células T. Se ha demostrade que los
linfocitos T CD4" migran directamente a fa periferia sin entrar a la méduia;
aungue algunos investigadores afirman que parte del proceso de maducacion y

seleccion tambien puede ser medular. (Anderson y Jenkinson 1997, Boyd et af 1993,
Owen y Jenkinson 1993, Paul 1993)

ETAPA | CD5'
CcD§
CD4 CD25"
CD3 CD44' Blasto timico
CD2" ckit' TdT (0.5-5%)
cD1*
cD7’
CcDs'

ETAPAN CDS8*
cp4’
Ccb3® cD2s5" Timocitos

CD2" CD44 corticales
CD1" ckit (60-80%)

TdT
CD38’
cDs’ { L

ETAPA Il CD3*
cD2' Timocitos
co7’ maduros
(15-20%)

TCRap"'CD3 TCRap’CD3  TCRyd'
CD4'CD8"  CD4"CD8' CD4 CD8

Figura 1 Secuencia en la maduracion de los linfocitos timicos. (Moreno 1996, Abbas
1957}

Involucion timica
El timo experimerta un procesc lento de involucion fisioldgica con la
edad, este comienza en la pubertad (en el ratén a las 4 semanas), cuando el

6rgano alcanza su peso MAximo y la proporcion de produccion de células T
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es muy grande. Este proceso de envejecimiento es conocido como “involucion
fisioldgica™, consiste en alteraciones atroficas graduales y progresivas y es
acompanado por cambios graduales en las poblaciones de células relativas a
diferentes indices de involucion del epitelio tanto de la corteza como de la
médula. En el humano, durante las primeras etapas, los cambios consisten
principalmente en un decremento en el nimero de timocitos corticales, y en
fases mas avanzadas, el parénquima timico adquiere una apariencia primitiva y
es reemplazado por islas de células epiteliales sin linfocitos, que presentan
agregados de corplisculos de Hassall y tejido adiposo abundante.

Los cambios microscdpicos mas notables cbservados durante la
involuciéin, son relativos a la distribucion, arquitectura y apariencia citologica de
las células epiteliales; algunas de ellas adquieren apariencia mesenquimatosa,
olros de sus arregles comprenden formaciones similares a rosetas carentes de
lumen central. Ya que estas caracteristicas pueden encontrarse también, con
alguna frecuencia en casos de displasia timica y timomas, sugiere que los
cambios involucrados en la involucion representan estados regresivos y
funcionaimente inactivos de las células epiteliales. (Suster y Rosai 1990}

Algunas veces, algunos remanentes timicos estan casi exclusivamente
formados de elementos epiteliales, de manera inversa, algunos remanentes
timicos estan constituidos casi exclusivamente de linfocitos, por lo que estos
pueden parecer nddulos linfaticos.

Otro cambio drastico que puede presentarse, es la involucion accidental
o debida a algin tipc de estrés. Esta condicion representa una respuesta
dramatica de la glandula timica a episodios graves de estrés, en los cuales
existe una liberacidn repentina de corticosteroides provenientes de la corteza
adrenal que llevan a una deplecidon rapida de los linfocos timicos corticales.

Cuando las pérdidas de timocitos contindan, {a arquitectura lobutar se
colapsa y se produce fibrosis. El timo entonces se transforma en uha masa

adiposa que confiene islas dispersas de parénquima con cantidades muy
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pequedias de linfocitos, (George y Ritter 1996, Suster y Rosai 1990)

A pesar de lo descrito anteriormente el nimero de células T maduras en
ta periferia no muestra una disminucion similar, por lo que se ha sugerido que
las células T son de larga vida o se renuevan eilas mismas, o ambas
situaciones. Ademas, una vez que el repertorio de células T se establece, la
inmunidad puede sostenerse sin la produccion de grandes cantidades de
nuevas células T, (Janeway 1984)

Se ha observado que la involucidn timica aguda en la infancia se
correlaciona con la duracidn de enfermedades agudas, como se ha observado
en adultos y nifios con SIDA. (Suster etal 1990)

La involucién timica y el embarazo

El timo se altera evidentemente durante el periodo de gestacion y el tipo
y magnitud de estos cambios depende de las interacciones nerviosas,
endocrinas e inmunologicas.

La estructura del timo cambia dramaticamente durante el embarazo
humano y animal. Cuando se estudié el embarazo alogénico en un modelo
murino, el peso del timo se incrementd transitoriamente, seguido por una
disminucion drastica. Esta pérdida en ef peso del drgano, se ha atribuido a la
muerte celular y a una emigracion de linfocitos pegueiios de la corteza; también
se ha visto que los nervios timicos tienen menor cantidad de
neurotransmisores. En la etapa final del embarazo, se aprecia la involucion
maxima de la corteza, y se mantiene hasta que la lactancia termina; después de
esto, reaparece la noradrenalina en los nervios, la corteza se vuelve a poblar y
el timo “recrece” rapidamente, (Clarke y Kendall 1994)

Los niveles de hormonas circulantes son importantes para determinar el
grade de involucion en el ratén, ya que se ha observado una correlacién
negativa en el nimero de embriones y la concentracion de progesterona en
circulacion con ef peso del timo. En algunas cepas de raton, la involucion
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timica puede ser prevenida por transplantes de piel del padre. (Clarke v Kendall
1994)

La funcién del timo durante el embarazo es compleja, este érgano pierde
dos tercios de sus células inmaduras en este periodo, sin embargo, el
significado de estos cambios todavia no es claro, aungue, se piensa que influye

la capacidad de la madre para proteger al feto de respuestas inmunes
perjudiciales a antigenos paternos.

Teorias propuestas para explicar Ia involucion timica

En humanos, el incremente sustancial de los tejidos grase y conectivo y
del espacio perivascular compensan la disminucion de las dreas verdaderas del
timo, por lo gue el tamafic permanece constante a través de la vida. En
contraste, la pérdida de tejido timico en el ratén, no se ve acompafada por una
expansion de los tejidos conectivo y graso produciéndose una reduccion
significativa del famafio fotal timico con la edad. La involucién del timo no es
soko la reduccion en el tamafio, sino también la disminucién en la produccion de
células T, por lo que el timo que se mantiene es menos eficiente, produciendo
menos células de las esperadas. Asi, por ejemplo, se ha estimado que el timo
de un raton viejo produce solo el 0.7% del nimero de céiulas T producidas en
un recién nacido. Esta pérdida en la estructura y funcion timica es Gnica en el
sistema inmune. (George y Ritter 1996)

Existen varias teorias que intentan explicar el envejecimiento timico, sin
embargo, ninguna es totalmente clara hasta ahora. Una de ellas, sostiene que
la involucién es un proceso adaptativo, es decir, un tejido que experimenta un
alto grado de proliferacion y reorganizaciéon puede por si mismo ser
de alto riesgo de transformacion maligna. Esto supone que hay una desventaja
directa en la produccién continua de células inmunes a lo largo de ia vida del
animal, ya que se incrementa el riesgo de autoinmunidad. Otra teoria
argumenta que el proceso de envejecimiento esta visto como el resuitado de
una oplimizacion, es decir, que los organismos deben balancear el reparto de
energia, con objeto de hacer optimo el uso de su energia y maximizar su
capacidad para reproducirse. El timo en infantes humanos es un organo
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relativamente grande, alcanza en promedio poco mas de 20 g a los 6 meses
{aprox. 0.5% del peso corporal total) y contiene aproximadamente 10
timocitos de los cuales el 20-25 % son producidos por divisién celular cada dia.
Este proceso es muy costoso, ya que ef 95 % de los timocitos mueren en el
timo como resultado del mecanismo disefade para eliminar células
autoreactivas y para seleccionar un repertorio de células restringidas por el
MHC, con lo anterior se propone que mientras el timo es muy eficiente desde &l
punto de vista inmunolégico el gasto de energia y recursos es muy alto.

Parece razonable, decir que el timo, experimentara su involucién y la
pérdida de la funcidn rapidamente. EI Homo sapiens tenia una vida corta
debido a la depredacion o al padecimiento de distintas enfermedades, y vivia
en pequefios grupos con relativa poca movilidad, por lo que en los primeros
afios de vida, muchos de esos individuos habrian estado expuestos a la
mayoria de los patégenos en su ambiente, y habrian desarroliado un repertorio
de células T de memoria, por esto el contacto con nuevos patégenos seria
poco probable y el gasto de mantener un timo fotalimente funcional, para
mantener la produccién de nuevas especificidades de céiulas T no estaria
justificado. Sin embargo, recientes investigaciones han enfatizado el
incremento de la morbilidad en la vida actual, ya que se explica que la vida en
las grandes ciudades implica que los humanos estén expuestos a nuevos
patégenos durante su vida, por lo que se necesita mantener 1a capacidad para
producir nuevas céiulas T. (George y Ritter 1998)

2.11 Elzinc y ol timo

Entre los cambios fisioldgicos que se observan como respuesta a l1a
deficiencia de zin¢ estan la atrofia timica y la linfopenia, por ejemplo, en un
experimento en ratones, la administracidon de una dieta deficiente en Zn por 30
dias, provocd atrofia timica extrema (70-80%) acompafiada de hipoplasia
esplénica; sugiriendo que la deficiencia del elemento aitera la linfopoyesis o la
produccién de nuevos linfocitos por |la médula dsea. (Fraker et al 1995)
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Experimentos y evidencias clinicas apoyan la idea que al avanzar la
edad, el sistema inmune experimenta un deterioro progresivo de su eficiencia;
al parecer esto depende en gran medida de la involucidén del timo, fendmeno
considerado ireversible y uno de los eventos mas tempranos refacionados con
la edad. Como la edad avanza el timo muestra una declinacion progresiva en su
funcién, que se demuestra por el tamafo reducido del drgano, y la evidencia
histologica de hipotrofia de la corteza, también los niveles plasmaticos de
hormonas timicas como timosina a1, timopoieting, y la timulina cuya forma
activa contiene Zn, estan disminuidos. Las causas de ese deterioro se
desconocen, pero se ha sugerido que la disminucién progresiva de la actividad
endocrina timica puede ser debida a algunas alteraciones de las célutas
epiteliales que se vuelven incapaces de sintetizar y/o liberar dichos factores o
bien a Ia presencia de ofros mecanismos exfrinsecos que parecen controlar la
funcion del epitelioc endocring. Experimentos realizados en el ratén han

demosirado que ambos mecanismos pueden estar involucrados. (Hadden 1998,
Mocchegiani y Fabris 1995b)

Los factores ambientales que incluyen a los factores neurcendocnnos,
son de importancia primaria, ya que algunos de eflos influyen en la actividad
endocrina del timo. (Clarke y Kendall 1984, Mocchegiani y Fabris 1995b) Se ha
demostrado que la involucidn timica relacionada con la edad puede ser
revertida por algunas manipulaciones endocrinas que se conoce afectan el
crecimiento timico durante el desarrollo, por ejemplo, la administracion de
hormonas como la tiroxina (T4) y la hormona del crecimiento o  bien la
administracién de inhibidores de la hormona luteinizante. (Fabris et al 1990)

A pesar de la informacién existente se desconoce el mecanismo preciso
por el cual el zinc ejerce su accién en el timo, pero se sabe que la
suplementacion con el metal puede reactivar la cascada enzimatica necesaria
para la sintesis de péptidos timicos o que la suplementacion puede corregir el
recambio de algunas hormonas, importantes en el funcionamiento timico.
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El zn y la apoplosis

La apoptosis es particularmente importante para {a fisiologia del sistema
inmuney se acepta como modelo de muerte de los centroblastos con baja
afinidad para e! antigeno en los centros germinales y el mecanismo efector de
los linfocitos T citotdoxicos y de las células NK. También los timocitos que
presentan receptores de células T de alta afinidad para los antigenos propios
son clonalmente suprimidos durante el desarollo del timo por este tipo de
muerte. (McConkey 1994, Duke 1991)

La apoptosis o muerte celular programada es un tipo activo de muerte
celular, que ocurre en diversas condiciones fisiopatoldgicas. Una de las
caracteristicas mas importantes de ésta es que 1a muerte celular es precedida
por fragmentacion del DNA, consecuente con la activacion de la endonucleasa
nuclear dependiente de Ca y Mg. Se ha visto que dicha fragmentacion puede
ser inhibida por iones Zn. (Cohen 1993, Barbieri ef a/ 1992 )

En diversos reportes se propone que el zinc es capaz de inhibir la
apoptosis, sin embargo, se ha demostrado por diversos experimentos, que a
pesar de que el zinc inhibe completamente la fragmentaci<n del DNA vy por lo
tanto su pérdida, no protege a los timocitos murinns de la muerte espontanea o
inducida con dexametasona, Los datos también sugieren que la fragmentacion
det DNA aunque caracteristica, no es un evento critico para la muerte de tipo
apoptético de los timocitos. (Treves et a1 1594 Barbieri ef al 1992)

Muy recientemente el grupo de Fraker y Tellfor ha proporcionado nuevos
datos que sugieren que el zinc, lejos de ser un blogueador de la apoptosis, es
un modulador de éste tipo de muerte, ya que grandes concentraciones del
metal (500-1000uM) prevenia la muerte celular, sin embargo, al utitizar
concentraciones entre 80-200uM de zinc se pudo inducir la apoptosis de célutas
inmaduras CD4'CD8" afTCRY CD3". Ademas, mostraron que cuando se
inducia la apoptosis por los glucocorticoides, el "efecto protector” del zinc es
$6lo transitorio. (Fraker y Telford 1997)
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Otro dato interesante es que la malnutricién puede inducir apoptosis en

ciertas células y tejidos, especialmente en precursores linfoides. (Shankar y
Prasad 1998, Fraker y Telford 1997)

2.42 La suplementacién con zinc

Las observaciones realizadas en los estados de deficiencia de zinc, han
llevado al emplec de suplementos para prevenir la variedad de alteraciones
ocasionados por su carencia. Sin embargo, en todos los casos se debe analizar
la dosis a administrar, ya que aunque la suplementacion farmacologica con el
microelemento tiene la mayoria de las veces resultados dptimos, puede haber
ocasiones en que se presenten efectos toéxicos, ain en dosis moderadamente
bajas.

Como se ha mencionado los niveles plasmaticos de zinc parecen variar
de manera inversa a la edad y algo similar parece ocumir con el sistema inmune
por ko que algunos autores han considerado importante, estudiar los efectos de
la suplementacion con zinc en la edad avanzada. Experimentos realizados en
roedores a los que se les dio una suplementacion con zinc en la dieta durante
toda su vida, demostré que pudieron prevenirse muchas de las modificaciones
relativas a la edad incluyendo la disminucién en ia produccién de las hormonas
timicas, la reduccién en la actividad de las células T cooperadoras y la
citotoxicidad deprimida de las células NK. Cuando se aplicd el mismo
tratamiento a animales NZB susceptibles a autoinmunidad, se observd una
disminucion en el tiempo de aparicion de las reacciones de autoagresion. Se ha
demostrado que la suplementacién con zinc suministrada oraimente a ratones
mayores es capaz de producir recrecimiento del timo, con un incremento en la
produccién de las hormonas timicas y aumento en el porcentaje de células
productoras de timulina con el recobro completo del nimero reducido de
célutas Thy 1.2+, (Mocchegianni et al 1995a, Mocchegiani y Fabris 1995b)

Por otra parte Chandra, encontré que la suplementacion por un ano con
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cantidades fisiologicas de zinc y otros micronutrientes, a una poblacion
aparentemente sana de humanos seniles, mejora su inmunidad y disminuye et

riesgo a infecciones en este periodo. (Chandra 1989)

Las investigaciones previas realizadas en nuestro Laboratorio indican
que la suplementacién con Zn durante etapas perinatales aumentan algunas
funciones inmunes. La administracion oral de zinc a ratones BALB/c en los
periodos de gestacion y lactancia produjo un incremento significative en el
metabolismo de macrbfagos peritoneales y en la fagocitosis, también se
observd un aumento considerable en la sintesis de IgM. Respecto a los
linfocitos T se encontré un efecto mitogénico del metal. Se pudo observar que
la respuesta proliferativa maxima se presenta con la concentracién de 0.1 mM
de zinc, y dosis mayores resultan toxicas para las células. Estos resultados
revelan la importancia de este elemento traza en el estado inmune, sugiriendo
la posibilidad de la regulacién de algunas funciones inmunologicas a través del

zine..
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3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Existen informes experimentales y clinicos que indican que el sistema
inmune experimenta un deterioro progresivo a medida que la edad avanza y
muestran que tal disminucién en su eficiencia depende significativamente de la
involucion fisioldgica del timo; también se ha demostrado que dicha involucién

puede ser revertida por manipulacion endocrina.

Experimentos realizados en roedores, a los que se les suplemento a lo
largo de su vida con zinc, demuestran que dicho tratamiento previene la
disminucion en los niveles de las hormonas timicas, la reduccion en la actividad de
las células T cooperadoras (CD4") vy la citotoxicidad deprimida de las células NK,
sin embargo, la mayoria de los estudios realizados se enfocan a edad adulta, en la

cual el timo ha experimentado ya una profunda involucion.

Ofras investigaciones informan que la involucion timica en el ratén
comienza a las 4 semanas de edad, ademas, se propone que el zinc durante las
etapas perinatales puede tener mayor efecto inmunomodulador. Para comprobar
esto, en el presente trabajo se administrd zinc a ratones de la cepa BALB-cAnN en
el agua de bebida en concentraciones de 500 y 1000 mg/L y se estimo el indice

timico a las tres y seis semanas de edad de la progenie.
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4. OBJETIVOS

> Investigar el efecto que tiene la suplementacion con zinc en los
indices timico y esplénico, utilizando como modelo experimental
ratones de la cepa BALB/cAnN, a los que se les administré el
microelemento en el agua de bebida, durante los periocdos de
gestacion, tactancia y posdestete (3 y 6 semanas de edad).

» Determinar las concentraciones de zinc en el bazo y en el suero.

» Estudiar el efecto de las diferentes dosis de suplementacion en
las curvas de crecimiento de la progenie.

» Establecer un esquema y dosis adecuada de suplementacion
durante etapas tempranas del desarrollo en modelo del ratdén
BALB/CANN.
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5. MATERIAL Y METODOS

Animales.

Se utilizaron ratones singenicos de la cepa BALB/cANN los cuales se
mantuvieron bajo condiciones ambientales estandar de juz y temperatura en
el bioterio de la Facultad de Quimica. Las camadas se ajustaron a un
promedio de seis crias. Se les administro agua de bebida y alimento ad fibitum
{Lab Diet, mouse diet 5015, St Louis, MO63144). Los animales de experimentacion
tomaron agua desionizada y los de tratamiento agua desionizada con la cantidad

indicada de zinc desde el momento de la cruza.

Peso de los animales

El peso corporal promedio de la camada de cada cruza realizada, fue
monitoreado cada tercer dia por ias tres o seis semanas de vida de las crias.
Asi se obtuvieron las curvas de crecimiento de cada grupo de

experimentacion.

Cuando los animales cumphieron las edades comespendientes (3 o 6
semanas de edad), se anestesiaron con éter para realizar el sangrado y se

obiuvo su peso (Balanza Harvard Trip 2 Kg OHAUS ).
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Disefio experimental

Al momento de hacer la cruza, los animales se dividieron en grupos de
acuerdo al tratamiento con el suplemento de Zn (Acetato de zinc, Mallinckrodt
Paris Kentucky 40361}, asignado al azar para cada una de las cruzas. Cada

grupo experimental consté de 20 animales.

Las dosis que se incluyeron en el presente trabajo fueron 5G0 y 1000
mg/L, administradas en el agua de beber, durante las etapas de gestacion,

jactancia y destete (Tabla I).

Tabla |. Grupos de animales y periodos durante los cuales estuvieron
en tratamiento.

GESTACION LACTA‘NC!A DESTETE
GRUPOS | Animalprogentr | (' SSLCGL | (9 omanas de
tratamiento} tratamiento}
Zinc administrado in vivo en mg/L
CONTROL o 0 -
| 500 500 -
i 1000 1000 -
CONTROL 0 0 o
i 500 500 500
v 1000 1000 1000

Los grupos | y |l recibieron una dosis de zinc de 500 y 1000 mg/L durante la gestacion y
la lactancia. Los grupos {ll y IV recibieron Zn en las concentraciones de 500 y 1000 mg/L
durante el pericdo comespondiente a gestacion, lactancia y destete. A los grupos
denominados como control ne se les administro zinc. A las 3 y 6 semanas de edad que
cofresponden a los periodos de lactanciay destete respectivamente, se obtuvieron
el suero, el bazo y el time.



Efecto del Zn en Ia involucién timica.

Cada animal se sacrificd por dislocacion cervical y se extrajeron el bazo
y el timo, se pesaron cada uno de los érganos y se relacionaron con el peso
corporal del animal, calculando asi los indices timico y esplénico de cada uno,

como se muestra:
Indice timico=Peso del timo(g)/Peso del animal(g)

indice espiénico =Peso del bazo (g)/Peso del animal (g)

Obtencién de suero

Después de anestesiar a los ratones, se practicd un sangrado del seno
infraorbital de cada animal y la sangre obtenida se centrifugd a 3500 rpm

durante 10 minutos para obtener los sueros, los cuales fueron almacenados

individualmente a -70°C para su posterior analisis.
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Determinacion de zinc en bazo y suero

Para estos analisis se emplearon los organos de 2 animales y 1 mL. de

suero obienido de la mezcia de alicuotas de 200 pL. de 5 animales.

El suero y el bazo fueron secados calentando en un homo a 100 °C por
24h, después se digirieron con una mezcla de 1 mL de acido nitrico (Baker, No
cat. 9601-62) y 2 mL de perdxido de hidrogeno (Mallinckrodt No cat. 5240 Paris
Kentucky) para aclarar [a solucién. Para completar la digestion las muestras se
calentaron bajo agitacion el tiempo necesario. Por ultimo el volumen de {as
muestras digeridas se llevé a 6 mL con agua desionizada, los tubos se
mezclaron y se dejaron reposar durante 24h a temperatura ambiente, al
término de las cuales se filtraron y analizaron en el Laboratorio de Quimica
Analitica de la Facultad de Quimica, para determinar la concentracion de zinc

mediante espectrofotometria de absorcion atémica (Anexo i).

Anélisis estadistico

Los valores se expresaron como la media * la desviacién estandar; los
promedios se compararon por un analisis de varianza (ANOVA} de una o dos
vias y un valor de p < 0.05 se considerd significativo. Los valores de los
indices esplénico y timico se analizaron después de transformarlos con la

funcién arco-seno.
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6. RESULTADOS

Efecto del zinc en Ia involucion timica

En la grafica No1 se muestra el peso del timo de los ratones de 3 y 6
semanas de edad que recibieron el supiemento comparados con los controles y
en la grafica No2 se compara el indice timico promedio de los diferentes grupos

de experimentacion.

Los resultados expresados en las graficas mencionadas anteriormente,
muestran que el tratamiento in vivo con el metal, no produjo una vanacion
significativa en el peso ni en el indice timico promedio hasia las tres semanas de

edad.

Sin embargo, en esas mismas graficas, se observa que los animales que
fueron ftratados con 500 mgflL de Zn, presentan un indice timico
significativamente mayor que los animales testigo (0 ppm) de la misma edad y

con nueve semanas de tratamiento.

Los resultados muestran que el indice timico de los animales de 6
semanas de edad tratados in vivo con las concentraciones de 500 y 1000 mg/t,
fue significativamente mayor que l0s controles, pero no son diferentes entre si, es
decir, que el aumento en la dosis administrada del metal por nueve semanas no
produjo un incremento adicional en el indice timico.
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Figura 1. CAMBIOS EN EL PESO DEL TIMO DE LOS RATONES CONTROL Y

DE LOS SUPLEMENTADOS CON ZINC
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Los resultados se muestran como las medias +/- la desviacion estdndar de

20 datos

52



Figura 2. VARIACIONES EN EL INDICE TIMICO DE L.OS RATONES DE 3 Y 6 SEMANAS

DE EDAD TRATADOS IN VIVO CON ZINC Y SUS RESPECTIVOS CONTROLES
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Los resutados s muestran como ins medias +/- la desviacién esténdar de 20 datos
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Efecto del Zn en Ia velocidad de crecimiento del timo

Se compararon los cambios en la velocidad de crecimiento del timo,
relacionando las variaciones en el peso de este drgano y el peso corporal
ent_re los animales testigo y los tratados con el microelemento (grafica No3).
Se observéd que mientras la pendiente de la recta del grupo control es
negativa, la de los grupos tratados con el zinc en sus diferentes
concentraciones es positiva y sin diferencia estadistica entre estas Gltimas, es
decir, que el tratamiento con zinc evita la pérdida de peso del timo en el ratén

en el intervalo de 3 a 6 semanas de edad.

Figura 3. VARIACION DEL PESO TIMICO EN FUNCION DEL PESO CORPORAL DEL
ANIMAL EN LOS DISTINTOS GRUPOS DE ESTUDIO
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Efecto del zinc en el indice esplénico

Con la finalidad de estudiar ef efecto del zinc en otros drganos linfoides, se
estimo también el indice esplénico de los amimales de los seis grupos,
encontrandose que no existe diferencia significativa entre e! indice esplénico de

los animales tratados y sin tratar como se observa en la grafica No 4,

Concentracion de zinc en ef bazo y el suero.

Con objeto de conocer la variacion en la concentracion del elemento en
los animales tratados con zing, se determind la concentracion de éste metal en el

bazo y en el suero de ratones de tres y seis semanas de edad.

Se encontré que la concentracion del elemento en el bazo no presentd
variacion significativa, entre los diferentes grupos de tratamiento y edad. (Grafica

No 5)

Con respecto a la concentracion de zinc en el suero, la grafica No 6
muestra que a las 3 y 6 semanas de edad, los niveles del metal en suero se

incrementan directamente en relacion con la suplementacion.

Efecto del zinc en las curvas de crecimiento de la progenie.

Las graficas 7 y 8 muestran las curvas de crecimiento de los diferentes
grupos (se utilizd el peso corporal como parametro medible), no se observaron
cambios significativos entre ellas .
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indice esplénico (10°%)

Figura 4. CAMBIOS EN EL INDICE ESPLENICO DE LOS DIFERENTES
GRUPOS DE EXPERIMENTACION
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Los resultados se muestran como las medias +/- la desviacién estandar de 20 animales
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Figura 5. CONCENTRACION DE ZINC EN EL BAZO DE LOS ANIMALES

CONTROL Y DE LOS SUPLEMENTADOS CON 500 mg/L
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Figura 8. CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DE ZINC £N EL SUERO DE LOS
RATONES CON LOS DISTINTOS TRATAMIENTOS A LAS TRES Y SEIS SEMANAS

DE EDAD
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Los resultados se muestran como la media +/- la desviacién estandar de 5 datos
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Figura 7. CURVAS DE CRECIMIENTO DE LOS ANIMALES CON
LOS DISTINTOS TRATAMIENTOS Y TRES SEMANAS DE EDAD
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Figura 8. CURVAS DE CRECIMIENTO DE LOS ANIMALES SUPLEMENTADOS
CON LAS DISTINTAS DOSIS DE ZINC, COMPARADOS CON EL GRUPO
CONTROL A LAS SEIS SEMANAS DE EDAD.
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7. DISCUSION

L.a suplementacion con zinc en dosis moderadas durante las etapas de
gestacion, lactancia y destete, aumentd el indice timico de los animales a las
seis semanas de edad; tiempo en el que se conoce que la involucion timica

fisioldgica ha empezado en el raton { 4 semanas de edad).

En diversos trabajos se ha reportado un “recrecimiento” timico después
de la administracion de este elemento traza en nifios malnuiridos y en
animales y humanos de edad avanzada (Golden 1977, Mocchegiani 1990, Chandra
1992, Rosado 1997). Otros estudios como los realizados por Beach ef al,
muestran el efecto de la deficiencia de Zn en el desarrolio del bazo y del timo,
encontrandose que la carencia del elemento preduce atrofia e hipoplasia de
estos drganos linfoides. También se ha visto que el ndrizro total de células
linfoides en el timo es menor en un animal con deficiencia del metal
comparado con el control. {Beach 1982) Todos estos trabajos indican que el
zinc tiene una funcién importante en el timo, lo cual es apoyado por los

resultados obtenidos en esta tesis.

Aunque no se conocen los eventos moleculares implicados, que
puedan explicar estos hallazgos, se puede mencionar que el Zn afecta la
estructura y funcion membranal, que puede influir en el contacto y

reconocimiento de diversos tipos celulares; procesos esenciales para €l
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desarrolio y diferenciacion normales. También se conoce que el zinc es un
componente esencial de muchas enzimas y, ademas, puede reguiar la
expresidn genética, estabilizando algunos factores de transcripcion de
relevancia inmunolégica; ademas, se ha propuesto que la suplementacion con
Zn puede reactivar o mantener la cascada enzimatica necesaria para la
sintesis de hormonas timicas.(Weilinhausen 1997, Mocchegiani et al 1995, Fabris et al

1990)

El efecto que el Zn parece tener en la involucion timica es de especial
interés en al actualidad, ya que se ha incrementado sorprendentemente el
promedio de vida, y la generacién de grandes urbes ha llevado consigo ia
aparicién de nuevas enfermedades. Por ejemplo, la infeccidn por et virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), induce algunas deficiencias nutricionales y
cambios gastrointestinales que llevan a mala absorcién; mas adn, el tsmo de
fos pacientes infectados con este virus muestra involucion y destruccién en su

arquitectura (Wang 1994, Cunningham 1990).

Dado que los estudios realizados hasta ahora estan encaminados a ver
el efecto de la suplementacion de zinc en etapas adultas, ¢ se han enfocado a
inducir una deficiencia de zinc en modelos experimentales, el presente trabajo
complementa las observaciones realizadas por otros grupos. A diferencia de
los otros trabajos en los que se observa un "recrecimiento” del timo por el

tratamiento, en este estudio se observa que la suplementacidon con zinc
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durante las etapas perinatales inhibe o retrasa la involucion timica. {Graficas 1

y 2)

Como se demostro, el timo a las seis semanas de edad ha comenzado
a involucionar, ya que aunque la variacion en e peso absoluto del drgano aun
no es significativa, el peso relativo (indice timico) presenta una disminucién

significativa a las seis semanas comparade con las tres semanas de edad.

Cuando se relaciona el peso corporal con el peso del time (grafica 3),
se pueden observar varios aspectos interesantes, ya que la pendiente de la
curva es positiva en aquelios ratones gue recibieron la suplementacion con Zn
en cualquiera de ias dosis. De manera inversa es negativa en los animales
control, es decir, que en los grupos con tratamiento, el peso timico sigue
aumentando conforme su peso corporal, sin embargo, ei peso del timo de los
animales control parece disminuir con la edad {tomando el pesc corporal
como medida de esta). De lo anterior se puede proponer que el proceso

normal de involucién adn no ocurre 0 se retarda en los animales tratados.

Se conoce que al ocurir la involucion timica en el humano, el tejido
linfoide se reemplaza por tejido adiposo, por lo que el indice timico en el
humano no es indicador de la involucién, Sin embarge, el modelo murino
proporciona una gran ventaja ya que no existe la sustitucion del tejido linfoide

y la pérdida de los componentes timicos conduce a una disminucion en el
63



peso del organo.

Las observaciones reafizadas en nuestro trabajo apoyan los
experimentos de Mulhemn, que mostré que el indice timico de ratones
C578L/64 a los que se les dio un exceso de zing {2000 mg/L) en ios periodos
de gestacion lactancia y destete, fue significativamente mayor gue el de los
animales control; a diferencia de lo que se observd en el bazo de los animales
fratados, los que sufrieron una reduccién en el peso de este érgano y en el

peso carporal.

El timo, proporciona el microambiente en el cual las células
progenitoras derivadas de la médula dsea pueden proliferar y madurar,
estableciéndose el repertorio de células T responsable de la respuesta
inmune celular especifica. Debido a la trascendencia de este érganc en el
sistema inmune es importante realizar experimentos encaminados a analizar
la funcionalidad de las distintas poblaciones celuiares en el timo de los
animales tratados con un suplemento de zinc y observar su concordancia con
los resultados obtenidos en este lrabajo, lo que sugeriria que los cambios
asociados a la involucion timica fisiolégica na son irreversibles, sino que

pueden ser manipufados a través de la suplementacién con zinc.

Se conocen otras propiedades def zinc relacionadas con la estructura y

funciéon timica que pueden estudiarse. Por ejemplo, es bien sabido que Ila
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hormona timica, timulina en su forma activa tiene unido zinc. Esta hormona se
puede unir a los receptores de alta afinidad en los linfocitos T y promaver su

maduracion y la produccion de citocinas.

También se tienen reportes que los animales con deficiencia de zinc
muestran atrofia timica como resultado de muerte celular apoptdtica de
timocitos. Otro de los aspectos observados es que el zinc parece ser un
modulador de éste tipo de muerte celular. La deficiencia de zinc in vitro
incrementa la apoptosis de lineas celulares linfoides y mieloides y por otro
lado 1a adicion del metal, también in vitro, inhibe la fragmentacion del DNA
inducida por dexametasona. Por lo tanto, seria interesante investigar et efecto
de la suplementaciéon con zinc in vivo, en la apoptosis de timocitos, durante
etapas tempranas del desamollo y el impacto de tal efecto en ia inmunidad det

animal.

Por ofro lado, los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran
que no existe una diferencia significativa entre el peso esplénico de los
animales fratados con Zn y el grupo control, a diferencia de lo que ocurre con
el timo. Esto tal vez se deba a que la suplementacién se realizé en dosis

moderadas y en un periodo no muy prolongado, ya que tampoco se
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observaron cambios significativos en las concentraciones del metal en este

drgano cuando se compararon los diferentes grupos de estudio.

Para nosotros fue importante estudiar el efecto que el zinc tiene en el
bazo, ya que se conoce gue a través de este circulan 80 millones de linfocitos
cada hora en la rata, y en el humano 2.5 x 10" linfocitos diariamente; por lo
que conocer la concentracién de zinc en este érgano linfoide fue indicativo
del status de zinc y de los sitios de almacenamiento del metal en el

organismo,

Por otra parte, el bazo es también un ejemplo clasico de 6rgano
linfoide, sin embargo, éste no soporta los eventos de seleccion de linfocitos T

ni experimenta la involucion temprana del timo.

Aunque existe cierta controversia acerca de la disponibilidad de un
marcador del status de zinc, con frecuencia la concentracién del metal en el
plasma se utiliia para identificar cambios metabdlicos asociados con el
consumo del elemento traza en la dieta. Para evaluar el contenido de zinc en

los tejidos se determina la concentracién del metal en linfocitos.

La concentracién sérica de zinc aumentd conforme la dosis
administrada, observandose una diferencia significativa entre los diferentes

grupos de tratamiento. Esto parece logico ya que el zinc que se administré en
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el agua de bebida es absorbido en el intestino delgado por las células
intestinales, incorporado al torrente circulatorio, en donde sera transportado y

distribuido a los tejidos.

Recordemos que a diferencia de otros elementos traza, el zinc no
parece almacenarse en un drgano especifico, por lo que la deficiencia del
metat se desarrolla rapidamente cuando la ingesta se reduce. Sin embargo,
en los animales con deficiencia, 1a concentracidon de zinc en el musculo se
conserva mientras que las concentraciones en el hueso, el higado, las
vesiculas seminales y el plasma descienden. Esto podria explicar de alguna
manera el aumentc en la concentracidn sérica del metal con la

suplementacion.

En los diferentes trabajos clinicos revisados se utilizé comunmente el
medir los niveles plasmaticos de Zn para relacionarios con diferentes
variables. Por ejemplo, observaron que la ingesta adecuada de este
microelemento durante el embarazo, correlaciono con las concentraciones
plasmaticas de las madres, y que las concentraciones plasmaticas adecuadas
de Zn durante este periodo tienen un efecto positivo en el peso del producto a
ia fecha del nacimiento, la edad gestacional al parfo, el crecimiento y

preeclampsia. {Jameson 1993, Goldenberg 1995)
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Gracias a diversos estudios realizados en algunos paises 0 pequefas
comunidades que por su tipo de alimentacion presentan una deficiencia
moderada de zinc se conoce el efecto que tiene este elemento traza en el
desarrofo y ¢recimiento humano. Ademas, existen algunos trabajos que
investigaran el efecto de la deficiencia de Zn en diferentes modelos animales,
observandose de manera general anomalidades en el crecimiento y

desarrollo e infecciones recurrentes.

Por este en el presente trabajo, se realizaron las curvas de crecimiento
de la progenie de los diferentes grupos de tratamiento, en los cuales se
observé un comportamiento muy similar. Sin embargo, se ve una tendencia a
ia baja en el peso corporal de los animales tratados con [a dosis mas alta del
microelemento, en los periodos de seis y nueve semanas de tratamiento,

correspondientes a 3 y 6 semanas de edad.

De estos resultados se puede suponer que la suplementacion con 1000
mg/L durante estos periodos representa una dosis no Optima que podria
producir efectos no deseados en el animal; esto concuerda con las
observaciones de Mulhem que indican que la exposicién a una dosis excesiva
de zin¢c duranfe la gestacion reduce el crecimiento post-destete y otros
experimentos realizados en nuestre laboratoric que indican que la
suplementacién con 1000mg/L tiene un efecto negativo en el hematocrito y en

la proliferacion de linfocitos inducida por mitégenos. Par lo cual se debe tener
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en cuenta que tanto ia deficiencia como el exceso de zinc pueden conducir a
reacciones adversas y por esto se debe estudiar minuciosamente et esquema
de suplementacion a seguir, dependiendo de ias condiciones y de la etapa del

desarrollo,

Es necesario continuar esta linea de investigacion, ya que tinicamente
se estudio el cambio en el indice timico con la suplementacién, como medida
de la involucidn, sin embargo, los eventos funcionales y moleculares que se
supone deberian cormretacionar con el retardo en la involucion no se han

confirmado.

Seria interesante estudiar los cambios que ocurren en las poblaciones
celulares y los factores que se producen en el timo durante estos periodos en
animales tratados in vive con dosis moderadas de zinc =n comparacion con

los respectivos controles. .

69



COROLARIO

> De acuerdo con los resultados obtenidos de este trabajo, la
involucién timica (representada por el indice timico) se ha iniciado
en aquellos animales de seis semanas de edad que no recibieron el
tratamiento con zinc, lo cual es nomal ya que existen numerosas
evidencias que refieren el comienzo de la involucion timica
fisiologica en el raién a las cuatrc semanas de edad. Sin embargo,
aquellos ratones a los que se les administré el suplemento (500,
1000 mg/l. de zinc), tuvieron un indice timico superior que los
controles y también el cambio en !a relacién entre el peso timico y el
peso corporal mostré una pendiente diferente, sugiriendo que el zinc
inhibié la involucién timica o la refardé en aquellos grupos que

recibieron el elemento.

» El indice esplénico no se vio afectado por la suplementacion.

» La concentracion sérica mostrd un incremento en la concentracion

de zinc de acuerdo a la cantidad suplementada del metal.
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ANEXO |

Espectroscopia de absorcién atémica

La técnica de absorcidn atdmica se basa en ia absorcion de energia
radiante por atomos.

Al hacer incidir un haz de luz de una determinada longitud de onda sobre
una llama que contiene una nube de atomos en estado fundamental, estos
absorben energia, por lo que la intensidad de luz se ve disminuida en una
cantidad determinada por la concentracién de atomos en la llama; dicha luz se
dirige sobre un detector que mide ia intensidad de Iuz disminuida, la cantidad de
luz absorbida se determina al comparar la intensidad inicial y la disminuida.

Absorbancia es el término mas conveniente para caracterizar la absorcion
de luz en la espectrofotometria de absarcion, pues esta cantidad guarda una

relacion linear con la concentracion. La ley de Beer define esta relacion :

En donde "A" es la absorbancia; “a" es el coeficiente de absortividad constante
que es la caracteristica de las especies que absorben; "b" es la longitud delf paso
de luz ocupado por la ceida de absorcion, y "¢" es la concentracion de las
especies absorbantes en la celda de absorcion. Esta ecuacion simplemente
establece que la absorbancia es directamente proporcional a la concentracion de

las especies absorbantes para unas condiciones instrumentales dadas.
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Mediante estas bases las muestras de tejidos y sueros fueron analizadas
y se determind su concentracion de zinc interpolando los resultados sobre una
curva de zinc. Los resultados se reportan en partes por millon (mg/L)

El proceso anteriormente descrito requiere el uso de un espectrofotdmetro,
que consta de las siguientes partes:
Fuente de luz: Se emplean lamparas de catodo hueco gue emiten la Juz como un
haz, condicién requerida para que sea absorbida por los atomos, de la longitud
de onda especifica del elemento a analizar.
Atomnizador .  E! dispositivo de atomizacién consiste en un nebulizador y un
quemador, El nebulizador transforma |a muestra liquida en un aerosol fino que se
introduce de inmediato en la lama; el quemador aspira la muestra y 1a disocia en
atomos.
En la absorcién atomica de flama, la muestra requiere estar en estado liquido.
Modulador. Su funcion es basicamente eliminar interferencias en el haz de luz,
debidas entre otros, a variaciones en 1a ldmpara.
Monoccromador. Su funcidn es colectar la luz proveniente del atomizador y dirigiria
al detactor, en forma de una sola linea del espectro generado por el elemento
analizado.
Detector: Consta de fotomultiplicadores, que estan compuestos de una serie de

electrodos que amplifican la luz emitida, transformandola en seiiales eléctricas.

(Skoog y West 1989, The Perkin Elmer Corporation 1979)
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