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RESUMEN

Desde hace muchos afos se sabe que los oligoelementos juegan un papel muy
importante en el desarrollo de los seres vivos ya que se involucran en diversos
procesos bioquimicos y metabdlicos. En estudios mas especificos se ha
demostrado que tales micronutrimentos estan involucrados en la respuesta
inmunolégica y que su deficiencia incrementa la susceptibilidad a diversas

infecciones.

Siguiendo las investigaciones realizadas al respecto, sabemos que la deficiencia
de zinc causa polarizacion entre las funciones de las células Th1 y Th2 por

decremento en la produccién de IFN-y, TNF-a e IL-2.

El presente trabajo forma parte de un extenso estudio acerca de los efectos del
zinc sobre el sistema inmunolégico. El objetivo del mismo es establecer una
relacion entre el consumo de zinc y la produccion de IL-2 e IFN-gamma por células
del bazo de ratones de la cepa BALB/c en etapas perinatales. El modelo
experimental consta de dos grupos: el grupo | recibié el suplemento de zinc desde
la gestacion hasta la lactancia (6 semanas) y el grupo Il desde la gestacion hasta
3 semanas posteriores al destete (9 semanas) mediante una solucién de acetato
de zinc a una concentracién de 500 mg/L, administrada como agua de beber a los
progenitores. Ambos grupos contaron con un grupo testigo el cual recibié agua
desionizada durante los periodos correspondientes.

Se evalud la produccidon de la IL-2 y del IFN-gamma por las células del bazo
murino, para ello se realizé el cultivo celular con y sin estimulacién por el mitdgeno
concanavalina A, se obtuvieron los sobrenadantes en los que se determiné la
producciéon de ambas citocinas por medio de la técnica ELISA y se cuantificé por

un espectrofotdmetro lector de multipozos.



Con ello se pretende conocer la manera en que el zinc afecta a la respuesta
inmunologica por inhibicidn o estimulacion en la produccién de las citocinas Th1,
IL-2 e IFN-gamma, como factor modulador de la respuesta inmune celular.

Se encontr6 que la suplementacidn con zinc ocasiona un aumento en la
produccion de IL-2 e IFN-gamma, tanto a las seis como a las nueve semanas de
tratamiento, aun sin necesidad de estimulacion in vitro, lo cual sugiere un papel

modulador del zinc que favorece la respuesta Th1.



1. INTRODUCCION

Las funciones de las células inmunes y sus productos, tales como las interleucinas,
interferones y otras moléculas, dependen de reacciones metabdlicas que emplean
diversos nutrientes como cofactores criticos para sus acciones y actividades, por lo
que la mayoria de los mecanismos de defensa del huésped se alteran con la
desnutricidn y deficiencia de microelementos y vitaminas. Particularmente sabemos
que la deficiencia de zinc causa alteraciones sobre las funciones de las células

Th1y Th2 con disminucién en la produccion de IFN-gamma e IL-2.

Debido a que las edades perinatales constituyen un grupo susceptible a presentar
desnutriciéon y deficiencia de microelementos, donde ademas los efectos nocivos
consecuentes pueden resultar graves y hasta irreversibles, se hace indispensable
disenar esquemas de suplementacion con dichos micronutrimentos para evitar los
efectos adversos. No obstante, antes de recomendarla deben conocerse sus

repercusiones en el sistema inmune.

Dado que tanto la IL-2 como el IFN-gamma son producidos por las células Th1, los
efectos del zinc sobre la produccién de ambos, repercutira en el tipo de respuesta
que se desarrolle, afectando la capacidad del organismo para contender de manera
adecuada ante una agresion. Por ejemplo, en infecciones intracelulares, las células
Th1 tienen un efecto protector, mientras que en la produccion de anticuerpos

participaran principalmente los linfocitos Th2.



2. Generalidades

2.1. Inmunologia nutricional

El desarrollo normal de los humanos esta determinado por el funcionamiento 6ptimo
del organismo en todos sus niveles, los cuales dependen del estado nutricional del
individuo, a través del metabolismo de los acidos nucleicos, del metabolismo de los
lipidos y de los carbohidratos y de la sintesis de proteinas, estos procesos se han
visto fuertemente afectados por cambio en las concentraciones de zinc en el
organismo. & 3-10.12.18)

La mayoria de los mecanismos de defensa del hospedero se alteran con la
desnutricion proteico caldrica, Io0 mismo sucede en los casos de deficiencia de
microelementos y de vitaminas. ¢ & % 202229 Aynque, la desnutricion humana
generalmente es un sindrome mixto compuesto por multiples deficiencias
nutricionales (desnutricidn proteico calorica, deficiencias de vitamina A, vitamina E,
zinc, cobre, selenio, entre otros), que ocasionan el aumento de radicales libres
implicados en el estrés oxidativo con repercusiones en las células
inmunocompetentes, '? también se han observado deficiencias aisladas de
nutrientes con repercusiones similares. (% 3 En el sistema inmune se han
observado efectos importantes por cambios en la biodisponibilidad de diversos
micronutrimentos, la deficiencia de selenio se asocia con alteracion de la

fagocitosis, disminucién de linfocitos T CD4+ e incremento de infecciones @ 3 |a

deficiencia de selenio y de cobre alteran las funciones de los linfocitos T y B (1% 3

9 mientras que el suplemento parenteral con selenio mejora las respuestas

inmunes en personas con mala absorcién intestinal. €



2.2. Elzinc y el sistema inmune

El zinc tiene tres formas fundamentales de participar en los procesos bioquimicos:
como i6n estructural formando dedos de zinc en diversas proteinas, principalmente
como factores de transcripcion, como componente catalitico en mas de 300
enzimas, vitaminas y hormonas 2 "y como i6n regulador, evitando la formacién
de radicales libres. ®'*® También se presenta su accién en la destruccion de
elementos toxicos como el cadmio que ingresa al organismo a través del humo del
cigarro; ®" ademas de abarcar una serie de procesos metabdlicos y bioquimicos
importantes como la sintesis de proteinas y de diversas moléculas fundamentales

para el sistema inmune.

Molécula Participacion del zinc
Fosfatasa alcalina Estructura
Carboxipeptidasa Estructura
Anhidrasa carbonica Estructura
Procarboxipeptidasa Estructura

Dehidrogenas alcohdlica

Cofactor: por union del zinc a la coenzima NAD+ al

sitio activo de la enzima.

Deshidrogenasa malica

Estructura

Deshidrogensa allcéholica

Estructura

Retino reductasa en la retina

Metaloenzima dependiente de zinc

Vitamina A

El zinc participa en su metabolismo

Angiotensina

Es dependiente de zinc.

Insulina El zinc forma complejos con ella, interviniendo en
su almacenamiento, liberacién y accién.
FCI-1 El zinc regula este sistema hormonal de

crecimiento.

Tabla 1. Participacion del zinc en moléculas biolégicamente activas.™@ > >




La distribucion tisular del zinc depende de los glucocorticoides y de los estrégenos,
los primeros favorecen su captacion, aumentando la concentracién en higado,
eritrocitos, utero y rifidén, mientras que los segundos disminuyen los niveles
plasmaticos y la captacion hepatica. En el cuerpo existen entre 2 y 3 gramos de
este micronutrimento y se encuentra almacenado como complejo 7S en el factor
TFIIA, el cual tiene de 7-11 atomos de zinc unidos a cisteina e histidina, formando 9
dominios similares con aproximadamente 30 aminoacido cada uno. Este factor
TFIIIA actia como ligando para algunos aminoacidos, incluyendo la histidina y
cisteina; ayuda a las nucleoproteinas para dar estabilidad estructural al RNA en la
sintesis de proteinas. Los tejidos que tienen la mayor cantidad de zinc son los
huesos, el higado, la prostata y los testiculos.

El zinc se puede administrar al organismo por medio del consumo de carnes,
visceras como el higado, pescados y mariscos, lacteos, yema de huevo,
principalmente. La adicion de leche, yogurt y quiza otras proteinas de origen animal
aumentan la absorcion de zinc de dietas basadas en alimentos de origen vegetal.®
Numerosos estudios han demostrado la participacion del zinc en varios aspectos del
sistema inmune, desde de la piel hasta la regulacibn de genes dentro de los

s (@ 2. o5 esencial para el funcionamiento normal de las células que

linfocito
median la inmunidad no-especifica, tal como neutréfilos y células NK; (9 el
desarrollo de linfocitos B y la produccién de anticuerpos, particularmente de la
inmunoglobulina G, % ® afecta las funciones del macréfago, lo cual puede impedir
la eliminacién intracelular, la produccion de citocinas y la fagocitosis; ¢ '®altera Ia
respuesta humoral primaria y secundaria y juega un papel importante en el

crecimiento, desarrollo y funcion de células NK, neutréfilos y linfocitos Ty B.



2.3. Etapas perinatales

2.3.1. Deficiencia de zinc

En las etapas perinatales los efectos pueden ser mas significativos, la deficiencia
moderada de zinc en los nifios mexicanos aumenta la incidencia de enfermedades
infecciosas y muy probablemente disminuye el desarrollo neurocognitivo. En
estudios realizados en la India, se ha observado que menos del 67% en nifios de
bajo peso al nacer suplementados con zinc, logran sobrevivir. 42,75 En el embarazo
normal el zinc plasmatico disminuye, quizd debido a efectos endocrinos y de
expansion del volumen circulante y la cantidad total de zinc en el compartimiento
plasmatico permanece constante o puede haber disminucion de zinc en los
leucocitos, si bien, puede ser solo el reflejo de cambios en las proporciones de los
subgrupos de estas células durante el embarazo y ser en si, una deficiencia. % *9
En embarazos anormales y trastornos del crecimiento fetal puede haber cambios
de zinc plasmatico. También se han encontrado efectos positivos en el crecimiento
lineal y ponderal de nifios suplementados con zinc.

La deficiencia de zinc genera atrofia linfoide, reduce las respuestas de los linfocitos
y la hipersensibilidad cutanea. © 8 14.22.29)

Estos efectos en los mediadores inmunologicos son debidos a la participacion del
zinc en las funciones basicas celulares, tales como la replicacion de ADN, la
transcripcion de ARN, la division celular, y la activacion celular. También, la
apoptosis 0 muerte programada de células esta potenciada por la deficiencia de
zinc.

Mientras que la suplementacion con este metal ayuda a una mas rapida
cicatrizacion de las heridas, alivia alergias y aumenta la inmunidad natural contra
infecciones bacterianas, ocasionando una disminucion significativa en la severidad

de diarreas e infecciones respiratorias en los nifios. ®



En América latina se observd que la suplementacion con zinc disminuye a menos
del 41% la incidencia de neumonias y hasta en un 25% la prevalencia de
diarrea. ®? En México, aproximadamente el 25% de las poblaciones estudiadas
presenta deficiencia de zinc asociada principalmente a una dieta con baja
biodisponibilidad. Generalmente, el zinc se encuentra en niveles bajos en los
individuos que comen muchos cereales, pero pocas proteinas de origen animal ya
que los cereales contienen &cido fitico que se adhiere al zinc e impide su absorcion
en el aparato digestivo. 0 36:37.93)

Los sintomas clinicos de la deficiencia de zinc ocurren cuando los niveles de zinc en
plasma disminuyen hasta menos de 650ug/L (0.65ppm).

La deficiencia de zinc estd asociada con dermatitis, dificultades en la curacion de
lesiones, atrasos de crecimiento, desarrollo y pubertad, y reduccion de gusto. Los
niveles menores de 330 ug/L (0.33ppm), se asocian con la falta del gusto y del
olfato, con dolores abdominales, diarrea, erupciones cutaneas y falta de apetito.

La deficiencia de zinc estd asociada a numerosas enfermedades, infecciones,
neoplasias y enfermedades autoinmunes. En la enfermedad de Crohn, los niveles
bajos de zinc en suero pueden causar sintomas, como acrodermatitis enteropatica
cuyas principales consecuencias son la deficiencia de linfocitos T y B y alteraciones
en la funcion de los neutréfilos; también se puede presentar disfuncion retinal.
Ambas pueden ser corregidas con suplementos de zinc. “*

Otra enfermedad relacionada con la deficiencia de zinc es la anorexia nerviosa,
varios estudios han indicado que el alto niumero de mujeres que padecen esta
enfermedad, puede tener niveles bajos de zinc en suero, ya que ellas prefieren
alimentos con bajo contenido de zinc de tal manera que cuando se administra un
suplemento de zinc presentan mejorias clinicas tales como la reduccion de la
depresion y del ansia y con el aumento de peso. '



2.3.2. La suplementacion con zinc

Dado que el consumo de zinc resulta de suma importancia para la salud del
individuo y puesto que las dietas alimenticias acostumbradas en nuestro pais,
generalmente no lo aportan en una cantidad suficiente, ya sea por baja ingesta o
por reduccion en la biodisponibilidad segun presencia de otros alimentos, la
suplementacién con este micronutrimento adquiere importancia y se ha visto que la
absorcién fraccional de zinc en la tortilla es del 22% en mujeres adultas y la adicion
de hierro a ésta, no afecta la absorcion de zinc. Mientras que el zinc adicionado a la
tortilla se absorbe adecuadamente y puede usarse oxido de zinc que es mas
estable. (17:%7: 7

Los estudios de suplementacion con zinc que se han realizado, han demostrado la
reversion de los efectos debidos a la deficiencia de este elemento como son las
complicaciones asociadas con el embarazo, la disminucién del peso al nacer y en la
circunferencia cefalica. @7 17:27.40.41.59.70.73)

En nuestro pais, una de las evidencias mas claras del deterioro en el estado
nutricional de los niflos es la alta prevalencia de retraso en el crecimiento, que
especialmente se muestra como un retaso en la talla para la edad. Con el fin de
evaluar si el zinc podria desempefar un papel etiolégico importante en este
fenomeno, Rosado y colaboradores, * realizaron un estudio de suplementacion
con zinc (20mg/dia), en nifios entre 12 y 36 meses de edad, en una comunidad rural
del Estado de México, contrario a lo observado en otros estudios, no se encontré un
cambio significativo en ninguno de los indicadores antropométricos, lo cual
probablemente se deba a que el retraso en el crecimiento de los nifios en nuestro
pais puede ser la resultante del efecto de la deficiencia moderada de varios
nutrimentos, siendo las mas comunes la de hierro, riboflavina, vitamina B12,
vitamina E, zinc y vitamina A, por lo que la suplementacién con uno solo de ellos,
solo tiene un efecto parcial. También se sabe que el efecto positivo de la
suplementacion con zinc en el crecimiento es mas evidente cuando el retraso en el

crecimiento es mayor y/o cuando los niveles de zinc en plasma son muy bajos. 4% 4"

59, 73)



En el laboratorio de investigacion en inmunologia, se han desarrollado varios
trabajos en los que se han evaluado los efectos del zinc en la respuesta inmune, se
estudio el efecto del zinc como inmunomodulador, segun su participacion en la
linfoproliferacion y se encontré que a dosis adecuadas en tiempos controlados es
una alternativa para revertir trastornos ocasionados por inmunodeficiencias
fisiologicas. En estos trabajos se encontraron datos importantes, tales como que el
zinc tiene un efecto mitogénico sobre esplenocitos; estimula la respuesta inmune
humoral IgM; aumenta la capacidad reductora de los macrofagos; inhibe la
involucion del timo; ®® aumenta la produccion de IL-1a y el TNF-a por macréfagos;
aumenta la expresién del gen para IL-1a, y el TNF-a. ©9 La concentracion en Gtero
y placenta aumentan y el nimero de embriones viables es mayor, recientemente se
observd que aumenta el niumero de células secretoras de IFN-gamma. “* Todos
estos efectos durante las etapas perinatales, entre las 3 y 6 semanas de edad, ya
que la susceptibilidad de la respuesta inmune a una manipulacién es mayor en
etapas gestacionales, que después que dicha respuesta inmune ha sido
desarrollada.

Por otro lado, es conveniente destacar que el consumo de este elemento en
exceso como suplemento terapéutico, aun en concentraciones minimas, puede
tener resultados adversos. En seres humanos, la ingesta de 300mg/d ocasiona
alteraciones en el perfil de lipidos de la sangre (aumento en lipoproteinas de baja
densidad y disminucién en lipoproteinas de alta densidad) y en la respuesta
inmunoldgica por depresion en el indice de proliferacion, la migracion quimiotactica
y la ingestion bacteriana de en linfocitos. Tanto en células K, NK y T, el exceso de
zinc es capaz de reducir los tipos de toxicidad mediados por estas células, %% sin
embargo los mecanismos de la accion inmunodepresora producida por el exceso de

zinc aun no han sido completamente investigados.



Por estas razones, el zinc debe considerarse un micronutrimento indispensable para
el desarrollo y la salud de los individuos y los programas de intervencion con zinc no
deben considerarse en forma aislada ", ya que la deficiencia de zinc también esta
asociada a las deficiencias de otros oligoelementos como son el cobre cuya
deficiencia disminuye la actividad bactericida de neutréfilos; el selenio, cuya
deficiencia disminuye la respuesta inmune humoral y disminuye la actividad de la
glutation peroxidasa de células fagociticas; el yodo cuya deficiencia se asocia a la
disminucion en la funcién de linfocitos y neutréfilos; el cobalto, el cadmio y el

arsénico relacionados con alteraciones inmunologicas in vitro, (1733 3%.40)

En la tabla 2 se resumen los principales efectos del zinc en las funciones del

sistema inmune, que se han expuesto.



Efectos de la deficiencia
de zinc

Efectos de la suplementacién con zinc

In vivo In vitro
Involuciba timica Beyersuén de la involucién | Aumenta la funcion de
timica neutréfilos

Disminucién en la cuenta
de timocitos

Aumentan los niveles de
timulina

Aumenta la produccién de
IL-2 en células Thi
periféricas de adultos sanos

Disminucién de los niveles
de timulina en suero

Aumenta el numero de
células secretoras de
timulina

Aumenta la produccion de
IFN-y por cultivos de
leucocitos

Dismunicién de la
hipersensibilidad retardada

Aumenta la actividad de
NK

Aumenta la expresion del
receptor de IL-2

Disminucién en la cuenta

Aumenta la respuesta

Aumenta el nimero de

de células T periféricas proliferativa de células T a | células secretoras de

PHA timulina en timos maduros
Disminucion de la [ Aumenta la cuenta de | Aumenta la produccion de
respuesta proliferativa de | células T periféricas timulina de cultivo de timos
células T a PHA maduros
Disminucién de la | Aumenta la reparacién de | Disminuye la apoptosis de
actividad citotoxica de | DNA linfocitos T periféricos en

células T poblacién adulta.

Disminucion de la funcion | Aumenta el conteo de | Disminuye la apoptosis de

de células Th células CD4- en | timocitos en edades
poblaciones maduras mayores

Disminucién de la | Disminuye infecciones en | Disminuye el numero de

actividad de NK sujetos con sindrome de células T aloreactivas.

Down

Disminucién de la funcién
de macréfagos
(fagocitosis, citotoxicidad

Aumentan las funciones
cognitivas en sujetos con
sindrome de Down

intracelular)
Disminucién de la funcién | Aumenta la supervivencia
de neutréfilos de ratones viejos

(especies reactivas de
oxigeno, quimiotéxis)

Disminucién en la | Beneficios clinicos en
formacién de anticuerpos | enfermedad de Crohn
Disminuyen IL-2, IL-12, | Beneficios clinicos en
IFN-y artritis reumatoide
Aumentan IL-1, IL-6, TNF- | Restauracion de la

a

produccidn de anticuerpos

Aumenta apoptosis timica

Alteracién en rutas
extratimicas de células T

Reduce la reparacién de
DNA

Tabla 2. Efectos del zinc en las funciones del sistema inmune.

@ SN
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2.4. La respuesta Th1

Los linfocitos T colaboradores (Th) son células que, después de haber reconocido
un antigeno, expresan una respuesta para modular y/o dirigir la reactividad que
tienen los otros linfocitos que han sido sensibilizados por los mismos determinantes,
aumentando con ello la respuesta inmunitaria frente a ese antigeno. Esta forma de
colaboracién la llevan a cabo liberando citocinas que actuan estimulando o
suprimiendo la proliferacion y la diferenciacion de los otros linfocitos, asi como
estableciendo interacciones con las células de los otros sistemas, el nervioso y el
endocrino.

Los linfocitos Th se clasifican segun el tipo o la clase de respuesta con la cual
colaboran en linfocitos Th1 y linfocitos Th2 ambos, expresan sobre su membrana el
antigeno CD4, sin embargo, el receptor de IL-12 (IL-12RB2) y el receptor para la
IL-18 (IL-18R), son selectivamente expresados por células Th1, son producidos en
presencia de niveles altos de IL-12 y producen de manera permanente, IL-2, IFN-y,
factor de necrosis tumoral alfa, linfotoxina, y otras citocinas que promueven las
respuestas inmunes contra los patégenos intracelulares e inhiben la sintesis de IgE
por parte de las células B, activan la fagocitos en macrofagos, inducen anticuerpos
IgG2a, tienden a antagonizar las respuestas inflamatorias alérgicas estimuladas por
las citocinas del tipo Th2, estimulan a los linfocitos T citotéxicos y promueven
respuestas de hipersensibilidad retardada. Mientras que las células Th2 secretan
IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. " y esta dirigida a los antigenos solubles que se
encuentran fuera del citoplasma de las células, estimulan predominantemente a los
linfocitos B, promueven el desarrollo de las células cebadas y de los eosindfilos y
esta relacionada con las reacciones de hipersensibilidad inmediata.

La diferenciacion polarizada de las clonas de células Th hacia los subtipos Th1 o
Th2, ademas de las citocinas presentes en el sitio blanco, es dirigida por varios
factores, como el tipo de célula presentadora de antigeno, la cantidad de antigeno,
las moléculas coestimuladoras expresadas, la afinidad y la duracidén de la

exposicion.
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Las células B naive estimuladas en una forma dependiente de antigeno con
secrecion de citocinas polarizada de células T efectoras, pueden ser inducidas para
diferenciarse hacia dos tipos de células B efectoras, por ejemplo, Be1 secretan IFN-
gamma y otras citocinas; Be2 secreta IL-4 y otras citocinas, regulando asi el
desarrollo hacia células Th1 y Th2 por el antagonismo existente entre estas
citocinas que favorecen un tipo de diferenciacion respectivamente.

La diferenciacion hacia células Th1 es dirigida por la IL-12, la cual es producida por
macroéfagos activados y células dendriticas. Esta induccién de la diferenciacion
hacia células Th1 se da a través de STAT4 (Transductor de sefal y activador de la
trancripcion 4), mientras que la diferenciacion hacia células Th2 requiere la
respuesta del factor de transcripcidon STAT6 para la IL-4. La accién sinérgica de la
IL-18 con la IL-12 induce la produccién de IFN-gamma. ©®® Esta accién sinérgica de
la IL-18 es mediada por el receptor de la IL-1 asociado a la ruta de las cinasas, no
por STAT4 que induce la translocacion nuclear del complejo de NF-kB
selectivamente en células Th1. Protooncogenes adicionales, cinasas y factores de
transcripcién han sido implicados en la diferenciacion Th1/Th2, induciendo
interferén regularmente, factor 1 y la expresion de T-bet. La ruta JNK/MAPcinasa es
inducida en células efectoras Th1 y no en las células efectoras Th2, en éstas se
induce el prooncogen c-Maf y el GATA3.

Probablemente, las dos subpoblaciones de linfocitos, Th1 y Th2 proceden de
células que expresan un fenotipo comun, ThO, capaz de sintetizar todas las
diferentes citocinas que, mas adelante, solo van a ser producidas por uno u otro tipo
de célula colaboradora. La clasificacion de las dos subpoblaciones de linfocitos Th
de acuerdo a su capacidad para producir citocinas no se traduce en una separacion
operacional absoluta ya que, si bien, los patrones de citocinas producidas son
diferentes, eso no distingue completamente sus funciones. Figua "
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Fig. 1. Generaci6n de los subgrupos CD4 Th1 y Th2: Después de la estimulacion inicial de las
células T, se generan diversas células que producen un espectro muy amplio de citocinas. Bajo
diferentes condiciones, la poblacién resultante se inclina hacfa un tipo especifico: en presencia de
IL-12, producida por macréfagos en una infeccién intracelular, se favorece el desarrollo de células
Th1, que producen las citocinas caracteristicas de la inmunidad mediada por células. La IL-4,
producida por la interaccién de microorganismos con el receptor tipo lectina NK1.1 en células con
baja afinidad de TCR2 o por la misma célula ThO, inclina el desarrollo hacia la generacién de
células Th2 cuyas citocinas contribuyen a la progresion de los linfocitos B hacla células secretoras
de anticuerpos y al desarrollo de la inmunidad humoral. Las citocinas Th1 y Th2 polarizadas son
mutuamente inhibitorias. " 7%7®
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2.5. La interleucina 2

La IL-2 es un factor de crecimiento autocrino y paracrino que secretan los linfocitos
T activados. Se considera una citosina reguladora importante por su funcion
esencial en la proliferacion clonal de las células T, sus efectos sobre la produccion
de citosina, sobre las propiedades funcionales de las células B, macrofagos y
células NK. Fi9-2

La molécula de IL-2 es un polipéptido con un peso molecular de 1544 kDa con 133
aminoacidos de largo, codificada por un gen unico en el cromosoma 4 humano.
Puede glucosilarse a diversos grados con produccidon de especies de peso
molecular mas alto, aunque las cadenas laterales glucosiladas no son necesarias
para la funcidn. Su secuencia de aminoacidos no tiene semejanza con la de
cualquier otra citosina conocida, aunque tiene una estructura tridimensional similar a
la de IL-4 y GM-CSF. La IL-2 es una proteina globular constituida por dos hélices
alfa, la cual se mantiene en parte por un enlace disulfuro unico entre las cadenas,
que es esencial para la actividad biolégica.

Los linfocitos T en reposo no sintetizan ni secretan IL-2, pero se les puede inducir a
ambas cosas mediante = combinaciones apropiadas de antigeno y factores
coestimulantes, o por exposicion a antigenos policlonales y a mitégenos como la
concanavalina A y la fitohemaglutinina (Con A, PHA).

La produccion de IL-2 originada por antigeno, ocurre principalmente en las células
Th CD4. No obstante, también puede lograrse que los linfocitos CD8 y algunas

células NK secreten IL-2 en ciertas condiciones.

Los receptores de la IL-2.

La transcripcion del gen del receptor de la IL-2 es otro de los componentes
importantes de la activacion de las células T. Esto es necesario para que tenga
lugar el mecanismo autocrino de estimulacion del crecimiento de las células T
mediado por la IL-2 que ellas mismas estan secretando durante su activacion.

El crecimiento inducido por la IL-2 en las células T requiere la formacion de un

complejo trimolecular en la superficie de los linfocitos T, compuesto de la citocina y
14



de dos proteinas integrales de membrana con funcion receptora, de 55 y 75 KDa.
La estimulacion mediada por TCR de la célula T conlleva un incremento en la
expresion de la subunidad de 55Kda (p55) del receptor de la IL-2. Esta respuesta se
debe en parte a un incremento en la expresion del correspondiente gen y no
depende de una sintesis de proteinas nuevas. Los ligandos de TCR-CD3 hacen que
las células entren en el ciclo celular pero no que progresen de la fase G1 a S
("factores de competencia"), mientras que IL-2 se ha denominado "factor de
progresion" porque hace que las células alcancen la fase S.

El receptor de la IL-2 de alta afinidad, no se expresa en células T en reposos, pero
alcanza sus valores maximos en un plazo de 2 a 3 dias después de que las células
se activan. La declinacion de la expresion del IL-2R, se inicia independientemente
de que haya IL-2 presente, lo cual indica que se regula de manera auténoma. Esto
asegura que después de unos dias la célula se vuelva refractaria ala IL-2, de tal
manera que cese la proliferacion clonal.

El receptor de alta afinidad de la IL-2 consiste en un complejo de tres polipéptidos
distintos integrantes de membrana, designados como alfa, beta y gamma. La
cadena IL-2R alfa (llamado también Tac, CD25 o p55), fija IL-2 con escasa afinidad.
Y no da lugar a sefalamiento, la cual se requiere para la homeostasia normal de la
célula T. Los otros componentes del IL-2R, la cadena IL-2R beta (p75) y la cadena
IL-2R gamma (p64), son transductores de la sefial. Ambas proteinas enlazan otras
citocinas ademas de la IL-2. La cadena IL-2R beta, enlaza la IL-2 con afinidad
intermedia, mientras que la cadena gamma (p64), por si misma no enlaza a la IL-2.
Los complejos receptores constituidos por heterodimeros alfa/lgamma vy
beta/gamma, enlazan IL-2 con afinidad mayor, pero menor a la del heterodimero
alfa/beta/gamma. La IL-15 también puede mediar la transduccion de la sefial a
través de dimeros beta/gamma, pero es un estimulante mas eficaz cuando enlaza a
un heterodimero constituido por cadenas IL-2R beta y gamma y una cadena
singular IL-15R alfa. La cadena de IL-2R gamma también es un componente
fundamental de los complejos de receptor IL-4R, IL-7R, IL-9R, IL-13R e IL-15R.

El IL-2R se vincula con Jak1 y Jak3, que enlazan subunidades alfa y gamma

respectivamente. El enlace de la citosina aproxima a las subunidades del receptor y
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permite que las proteinas Jak se fosforilen y activen entre si. Los sustratos
primarios de los Jak activados son una familia de factores de transcripcion llamados
proteinas STAT, (transductores de la senal y activadores de la transcripcion), las
proteinas STAT contiene dominios SH2 Como consecuencia los factores STAT se
fosforilan y esto hace que se dimericen y enseguida se trasladen al nucleo, donde
actuan para promover directamente la expresion de genes especificos.

Vias de senalizacion.

Varias regiones citoplasmaticas diferentes de las cadenas IL-2R beta pueden estar
implicadas en el senalamiento celular mediado por IL-2.

La via de senalamiento Ras puede iniciarse por proteinas citosdlicas llamadas
cinasas de la familia Src, éstas contienen dominios de proteinas especializadas
llamadas dominios SH2 (region 2 de homologia de src), los cuales les permiten fijar
otras proteinas que contienen dominios fosfolrilados de tirosina. Cuando un receptor
de citosina enlaza al ligando, las subunidades del receptor se fosforlian y pueden
enlazarse de inmediato por una cinasa de la familia Src. Esta interaccién conduce al
enlace de otras proteinas citoplasmaticas, de tal manera que en la cara interior de la
membrana celular se forma un complejo de senalamiento de componentes
multiples. Este complejo luego activa proteinas de la familia Ras, cada una de las
cuales tiene actividad intrinseca de GTPasa. La ruptura del trifosfato de guanosina
(GTP), a difosfato de guanosina (GDP), por las proteinas de la familia Ras, induce
un cambio estructural que de algin modo desencadena la activaciéon de la cinasa
Raf. Esto a su vez activa las proteincinasas llamadas Mek y a la MAPK
(proteincinasa relacionada con la mitosis), que se fosforilan y activan entre si en
secuencia. Una vez activa la MAPK migra al interior del nucleo donde fosforila a las
proteinas reguladoras de la transcripcion controladoras de genes especificos. Entre
los efectos de la activacion de MAPK, se encuentra el aumento de la proliferacion
celular, activacion de genes y cambios en la organizacion y funcion de las células
hematopoyéticas.

La actividad de componentes individuales de la via Ras también puede aumentarse

o inhibirse por otros factores de senalamiento en las células. Ademas el
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senalamiento a través de la via Ras, también puede afectar las funciones celulares
sin importar la de la MAPK. Un ejemplo es la regulaciéon del NF-kB que controla las
actividades de muchos genes implicados en la funcion hematopoyetica celular. El
NF-kB debe penetrar al nucleo para poder actuar, pero por lo comun se retiene en
el citoplasma por su interaccién con una proteina citoplasmatica inhibidora |kB. La
via Ras conduce a la fosforilacion de IkB, lo que permite que NF-kB se disocie, para
introducirse al nucleo y activar sus genes blanco. A través de esta via, el NF-kB
media muchos efectos de las citocinas sobre la expresion de genes. El gen de IL-2
contiene en el area del promotor un segmento corto de DNA de 275pb que incluye
numerosas rutas de sefalizacién tanto para la sintesis de IL-2 como para la
activacion y proliferacion de linfocitos T; contiene ademas, un sitio de origen para
el factor NF-kB.

Los factores NF-xB son rapidamente inducidos por una gran variedad de estimulos
activantes de células T. Casi todos lo estimulos que dirigen la activacion de células
T, también activan NF-kB. La induccion de la expresion del gen del receptor para
IL-2, también esta mediada por la induccién nuclear de la expresion de NF-kB. Este
factor es un inductor potenciador de la unién a DNA, que correlaciona con el
aumento en la transcrpcion del gen.

La expresiéon de numerosos genes es controlada por NF-kB, entre los cuales, varios
codifican para citocinas, factores de crecimiento, quimiocinas y mensajeros
biol6gicos, que a su vez, coordinan y controlan las funciones de numerosas células.

Entre ellas también se cuenta al IFN-gamma. Fi9u2?

Efectos de la IL-2.

Cuando se exponen a estimulos activadores apropiados, los linfocitos T CD4 en
reposo comienzan a expresar tanto IL-2 como IL-2R de superficie y poco después
empiezan a proliferar. La interferencia con la IL-2 o su receptor (por ejemplo con
anticuerpos especificos), impide la respuesta proliferativa. Las células T CD8 casi
nunca pueden producir cantidades adecuadas de IL-2 y por lo tanto, requieren IL-2

exogena de células cooperadoras para proliferar. Las células T estimuladas por
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IL-2 muestran un aumento de citotoxicidad y producen linfocinas del tipo IFN-
gamma, TNF-beta y TGF beta, factores de crecimiento de células B, como IL-4, IL-6
y factores de crecimiento hematopoyético como IL-3, IL-5 y GM-SCF.

Las células NK son singulares entre las células linfoides en lo referente a que
expresan constitutivamente IL-2R y por lo tanto, siempre responden a IL-2 incluso
en estado de reposo. Puesto que solo expresan las cadenas beta y gamma, las
células NK enlazan IL-2 con una afinidad mas o menos escasa, y proliferan solo en
respuesta a concentraciones correspondientemente mas grandes de IL-2. No
obstante, una vez estimuladas las células NK empiezan a expresar la cadena alfa
del IL-2R y adquieren receptores de alta afinidad. Las células NK activadas por IL-2
tienen actividad citolitica aumentada y secretan multiples citocinas (IFN-gamma,
GM-SCF y TNF-alfa) que son potentes activadores de macrofagos. Los linfocitos B
activados o transformados expresan IL-2R de alta afinidad en un 30% comparado
con los linfocitos T. La IL-2 aumenta la proliferacion y secrecién de anticuerpos por
las células B normales, aunque a concentraciones 2 a 3 veces mayores que las
requeridas para obtener respuestas de células T. Tambiéen influye en el cambio de
clase de cadena H y desvia a las células B hacia la expresién de anticuerpos 1gG2.
Los monocitos y macrofagos expresan de manera constitutiva valores escasos de
IL-2R beta, pero expresan por induccion, receptores de alta afinidad que contienen
las tres cadenas, al exponerse a IL-2, IFN-gamma u otras sustancias activantes. La
exposicion continua de un macréfago activado a grandes concentraciones de IL-2,
aumenta sus actividades microbicida y citotoxica también puede activar a los
neutréfilos.
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Fig. 2. Funciones de las citocinas Th1: IL-2. a)induccién de la expresion del IL-2R: los linfocitos T
activados que expresan receptores superficiales para la IL-2 proliferan por la respuesta a la IL-2
producida por ellos mismos o por otro subgrupo celular T. b)Expansién clonal: La expansién es
controlada a través de la inhibicién del receptor de IL-2 por la misma IL-2, la poblacién expandida
secreta una gran variedad de citocinas biolégicamente activas, de las cudles, también la IL-4 intensifica
la proliferacién de células T. ¢)Activacion de células LAK para intensificar la destruccién de las células
dianas. d)Proliferacién de células B activadas. e)Activacion de macréfagos: en combinacion con el IFN-
gamma, el TNF y el GM-CSF; con lo que el macréfago adquiere capacidad microbicida. IFN-gamma:
1)Activacién de macréfagos: y expresion de las clases | y || del MHC en macréfagos y otras células
2)Sintesis de IgG2a por células B activadas. 3)Antagonismo de varias funciones de la IL-4: inhibe la
proliferacién de las clonas de células Th2 4)Diferenciacién de células Th hacia Th1: junto con IL-12
favorece el desarrollo de linfocitos Th1 5)Antivirésico: impide el acceso del virus a la maquinaria
replicativa de la célula por la activacién de sintetasas y de receptores TNF, (137289
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2.6. El interfer6n gamma

Los interferones constituyen un conjunto de biomoléculas reconocidas como
citocinas, que participan en los mecanismos naturales de defensa de los seres
vivos, segun tres actividades principales: como inmunomoduladores, antivirales y
antiproliferativos.

Los interferones se clasifican por el tipo de estructura genética y protéica:
Interferones tipo |: alfa o leucocitario, beta o fibroblastico, delta, omega y tau. Estos
interferones tienen como caracteristicas principales ser codificados por genes
multiples sin intrones, son proteinas monomeéricas y son estables a pH acido.
Interferones tipo Il: interferén gamma o inmune, codificado por un gen simple de tres
intrones ubicado en el brazo largo del cromosoma 12 humano. Tiene como
caracteristicas principales ser una proteina dimérica, expresada por células T y un
numero limitado de otras células, es inestable a un pH acido.

Los interferones ejercen su accién biolégica a través de dos tipos de receptores
diferentes. Todos los interferones tipo | se unen al mismo receptor, mientras que el
IFN-gamma se une a otro tipo de receptor ubicado en la superficie de la célula, para
activar mecanismos de senalizacion citoplasmatica que resulta en la estimulacion o
modulacién de la expresién de genes que codifican para diversas proteinas que
determinan la gran variedad de acciones biolégicas de los interferones.

El receptor del interferon gamma.

Es secretado por células NK ante diferentes estimulos como la IL-12 y el TNF-alfa,
derivados del macréfago o por estimulacién del propio IFN-gamma liberado por
células Th1y CD8+.

Esta formado por dos cadenas polipeptidicas IFNGR1, cadena alfa o CD119w y la
cadena IFNGR2 cadena beta o factor accesorio.

La cadena IFNGR1 esta codificada en el cromosoma 6 humano y es fundamental
para el reconocimiento del ligando, en la incorporacion de éste a la célula y en la
transduccion de senales.La IFNGR2 se encuentra codificada en el cromosoma 21 y
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tiene una participacién relevante en la estabilizacién del complejo ligando-receptor y
en el proceso de sefializacion.

Cada una de estas cadenas polipeptidicas se encuentra asociada a un miembro
de la familia de proteinas cinasas Janus de residuos de tirosina (JAK). Ambas
cadenas se expresan de manera constitutiva aunque la cadena IFNRGN2 se
expresa en niveles muy bajos y presenta menor afinidad que el IFNGR1.

En el proceso de senalizacion estan involucrados dos tipos de proteinas, las JAKs y
las STAT1: proteinas transductoras de sefales y activadoras de la transcripcion.

Las STAT se encuentran en forma de monémeros en el citosol con dominios SH;
necesarios para establecer su union con la cadena IFNGR, su activacion se da por
la fosforilacion de un residuo de tirosina llevado a cabo por las JAKs, las STAT1
activadas forman homodimeros llamados GAF, factor de activacion del interferon
gamma, éste se incorpora al nucleo a través de un complejo de poros a nivel del
nucleo (CPN) y se favorece por dos proteinas transportadoras alfa y beta, este
mecanismo requiere energia que involucra a la GTPasa Ran. Una vez en el nucleo,
el GAF se une a un segmento denominado sitio activado por el gamma (GAS)
generandose una respuesta primaria que involucra la expresion de algunos genes
que forman parte de factores transcripcionales necesarios para establecer una
respuesta secundaria, dando lugar a la expresion de proteinas. Por ejemplo, IRF-1,
factor regulatorio del IFN, que regula la expresion de la enzima inducible éxido
nitrico sintetasa (INOS) regulado por STATS6. Fiwa3)

La funcién biolégica del IFN-gamma puede ser afectada por las modificaciones
estructurales del receptor, asi como cualquier modificacion que ocurra a nivel de
las proteinas que participan en los mecanismos de sefializacion. ©”

En las células Th1 diferenciadas, la expresion del interferon gamma puede ocurrir
por dos vias diferentes: 1) por la estimulacién del receptor de las célulasT (TCR) o
2) por la induccion por citocinas como la IL-12 y la IL-18, que aumenta la produccion
de interferon gamma, sin embargo, a diferencia de la IL-12, es incapaz de inducir la
diferenciacion de las células T naive a células Th1; la combinacion de IL-12 e IL-18
induce la produccion de interferon gamma en ausencia de la estimulacion del TCR.

Para la induccion de la expresion del interferon gamma por las citocinas IL-12 e
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IL-18, se sabe que hay una fuerte dependencia del factor STAT4 activado por la IL-
12 y el factor NF-xB activado por la IL-18, mientras que en la produccién de
interferon gamma inducida por la estimulacion del TCR, el factor NF-AT es muy

importante. Fioura4)

Efectos del IFN-gamma.

El principal blanco del interferon gamma es el macrofago, donde se sabe induce la
expresion de genes que codifican para las subunidades de la NADPH oxidasa y
enzimas lisosomales, cuyos productos estan relacionados con la destruccién de los
microorganismos digeridos. Otro blanco importante del interferén gamma son las
células NK. (1519

El interferon gamma incrementa la sintesis de algunas citocinas, como la subunidad
p40 de la IL-12, el TNF-alfa y la IL-1, lo cual contribuye con la inmunidad
antimicrobiana in vivo. ")

Por otra parte, el interferon gamma puede inducir la expresion de moléculas de
MHC de tipo Il como HLA-DR, asi como la molécula de adhesion intracelular tipo
| (ICAM-1). @

La importancia del interferon gamma en la inmunidad innata antiviral al parecer
depende principalmente del tipo de virus infectante, pues se sabe que el interferon
gamma induce la expresion de diversas proteinas que inhiben la propagacion viral
como la 2-5 adenilato sintetasa, la cual cataliza la formaciéon de un oligonucleétido
inusual, 2-5A, requerido para activar una endonucleasa latente, ARNasa L, cuya
funcion es degradar el ARNm requerido para la replicacion citoplasmatica de una
gran variedad de virus. ©°

Ademas de estos efectos, inmunolégicamente, el IFN-gamma esta involucrado en
procesos importantes como la diferenciacion de células Th, con predominio hacia el
subtipo celular Th1, ya que ademas de promover el desarrollo de esta tipo celular,
en combinacién con IL-12, antagoniza con las funciones de la IL-4, como es la

diferenciacién hacia el subtipo celular Th2. Figura?2)
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Figura 3. Produccién de IFN-gamma. Las células Th1 son capaces de producir interfer6n gamma
como respuesta a las citocinas IL-12 e IL-18, las cuales promueven la expresion de los factores de
transcipcion STAT4 y NF-kB respectivamente, asi como por la presentacion de antigenos via TCR
que induce la expresion del factor de transcripcion NFAT.

NK: células “natural killer"; TCR: receptor de las células T; STAT1: proteinas transductoras de
sefales y activadoras de la transcripcion; IL12RB1: cadena 1 del receptor de la interleucina 12;
IL-12: interleucina 12; IL-18R: receptor de la interleucina 18; IL-18: interleucina 18; NF-kB: factor
nuclear kB; NFAT: factor nuclear activado por las células T. 73
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Fig.4. Rutas de sefializacion para la transcripcién de los genes de IL-2 e IFN-gamma. La
sefializacion a través del MHC-antigeno inicia una cascada de proteina cinasa y una elevacion de
calcio intracelular, que activan factores de transcripcién que controlan el ingreso al ciclo celular desde
GO y regulan |la expresién de IL-2 y otras citocinas como el IFN-gamma. Ver texto. Lck: tiricina
proteina cinasa relacionada con src; ZAP-70:proteina cinasa asociada con la cadena ; PLCy:
fosfolipasa C; PIP,: difosfato de fosfatidilinositol: InsP5: trifosfato de inositol; DAG: diacilglicerol: PKC:
proteina cinasa C; NFATc: componente citoplasmatico en reposo del factor nuclear de las células T
activadas; NFATn: componente nuclear del NFAT; Fos y Jun: factores de transcripcién que se unen al
sitio AP-. NF-kB: factor nuclear kB; IkB: inhibidor de kB. 47289
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2.7. Ensayos inmunoenzimaticos

El estudio de las citocinas presenta diferentes problemas ligados fundamentalmente
a sus propias caracteristicas como su baja concentracion, una vida media corta y la
redundancia de sus efectos biolégicos, lo que dificulta su estudio. Hasta hace
algunos anos, se tenia el problema de la falta de anticuerpos especificos para el
estudio de las citocinas de diversas especies, afortunadamente ahora se pueden
obtener citocinas recombinantes, con lo que se logra tener anticuerpos
monoclonales que hacen posible el desarrollo de diversos métodos de valoracion
inmunologica, para dichas citocinas. Principalmente, estos métodos son
inmunoenzimaticos, del tipo ELISA y tienen como ventajas una elevada sensibilidad
y especificidad para la captacion y cuantificacion de citocinas, pero tienen el
inconveniente que pueden detectar y cuantificar citocinas no activas biologicamente.
Otros métodos, los de tipo molecular se han podido desarrollar gracias al
conocimiento de las diferentes secuencias de un gran numero de citocinas, que ha
permitido la adaptacion de técnicas de amplificacion de PCR, permitiendo detectar
distintas citocinas en diferentes tejidos o ceélulas. Estas técnicas, que hoy dia
pueden ser también cuantitativas, pueden detectar y cuantificar las diferentes
citocinas, aunque como en el caso de los métodos inmunoldgicos, su deteccién no
implica necesariamente, actividad biologica.

Las diferencias de sensibilidad, especificidad, capacidad de utilizacion a gran
escala, etc. son algunos de los conceptos mas importantes a la hora de seleccionar
una u otra técnicas; respecto a la sensibilidad podemos observar que hay técnicas
con niveles bajos como las de precipitacidn, de sensibilidad media como la
aglutinacion bacteriana, fijacion de complemento y otras de sensibilidad mayor

como el ELISA, la seroneutralizacién o la actividad bactericida. 22
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En la actualidad el ensayo ELISA es uno de los métodos mas utilizados para
el diagnéstico serologico de distintas enfermedades y de estados fisioldgicos
como el embarazo, el consumo de drogas etc. El método ELISA esta recomendado

fundamentalmente para el estudio de poblaciones.

Es una técnica altamente sensible y de gran especificidad, que permite realizar en
poco tiempo estudios sobre grandes poblaciones, de manera sencilla y econémica.
Esta técnica presenta ademas una buena reproducibilidad y facilidad en la

interpretacion de los resultados.

METODO SENSIBILIDAD
(ng/mL)
Precipitacién en gel 30
Precipitacién en anillo 18
Aglutinacion bacteriana 0.05
Fijacion de complemento 0.05
Hemaglutinacién pasiva 0.01
Inhibicion de la hemaglutinacién | 0.005
Inmunofluorescencia 0.005
ELISA 0.0005
Neutralizacion bacteriana 0.00005

Tabla 3: Comparacién de sensibilidad entre diversas técnicas. "
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3. Justificacion.

En el Laboratorio de Investigacion en Inmunologia de la Facultad de Quimica de la
UNAM, se han explorado los efectos de la suplementacion con zinc durante las
etapas perinatales sobre el sistema inmune y se ha observado un aumento en la
proliferacion de ceélulas T, asi como en la capacidad defensiva de macréfagos, al
aumentar su capacidad fagocitica y la producciéon de citocinas como la IL-1 y el
TNF-a. En ratones infectados con Taenia crassiceps se observdo que la
suplementacion con zinc disminuye en un 50% la carga parasitaria con aumento en
la produccién de citocinas Th1, IL-2 e IFN-gamma, sin afectar a las citocinas Th2,
IL-4 e IL-10, debido posiblemente a que el tipo de respuesta predominante en estas
infecciones intracelulares es la Th1. También se ha observado un aumento en la
produccion de IL-12, como resultado de la suplementacién con zinc, la cual induce
la diferenciacion linfocitaria hacia el subtipo Th1 que principalmente secretan
IFN-gamma e IL-2. Para conocer si la suplementacion con zinc induce o mantiene la
secrecion de las citocinas que estan relacionadas con el tipo de respuesta Th1,
decidimos evaluar los efectos de la misma sobre la produccion de IL-2 e IFN-
gamma. Si se conocen los efectos que tiene el zinc en la respuesta Th1, la
suplementacion con el mismo podria ser considerada para prevenir enfermedades
ocasionadas por microorganismos intracelulares, como infecciones respiratorias y
del tracto gastrointestinal, en poblaciones susceptibles como los nifios, los ancianos
y las mujeres en embarazo y lactancia y se puede empezar a considerar en los

esquemas de tratamiento contra enfermedades que cursan con inmunodeficiencia.

Hipoétesis del estudio

La suplementaciéon con zinc a ratones en etapas perinatales incrementara la

produccion de las citocinas Th1: interleucina 2 e interferén-gamma.
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Observar los efectos de la suplementacion con zinc sobre la produccion de IL-2 e

IFN-gamma en ratones BALB/c durante las etapas perinatales.

OBJETIVOS PARTICULARES:

e Desarrollar las condiciones optimas del cultivo de células esplénicas
para evaluar la produccion de IL-2 e IFN-gamma

e Estandarizar la técnica del ensayo inmunoenzimatico para el estudio
de los efectos del zinc sobre la producciéon de IL-2 e IFN-gamma en

ratones durante las etapas perinatales.

e Evaluar los efectos de la suplementacion con zinc sobre la produccién

de IL-2 e IFN-gamma en esplenocitos de raton.
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5. Material y métodos

5.1. Animales

Se utilizaron ratones de la cepa BALB/c, hembras y machos, con un peso de 22g,
alojados por parejas en cajas de plastico con rejillas de acero inoxidable y fondo con
aserrin. Las botellas de agua tuvieron tapones de polietileno y tubos bebederos de
acero inoxidable. La dieta de los animales consistié en alimento comercial Lab diet
5015 (PMI Foods Inc, St Louis MO, USA), al cudl tuvieron libre acceso. El suplemento de
zinc fue administrado por medio del agua de beber a una concentracién de 500mg/L
de acetato de zinc. Y fue administrado a los progenitores desde el apareamiento,
durante la gestacién y la lactancia.

Los animales de trabajo se dividieron en dos grupos cada cual con su testigo
correspondiente:

Grupo I: Crias F1, con 3 semanas de edad y con 6 semanas de tratamiento:
gestacion y lactancia.

Testigo I: Hembras y machos F1 con 3 semanas de edad.

Grupo II: Crias F1, hembras y machos de 6 semanas de edad con 9 semanas de
tratamiento: gestacion, lactancia y 3 semanas posteriores al destete.
Testigo Il: Hembras y machos F1 con 6 semanas de edad.

TRATAMIENTO ‘
GESTACION [LACTANCIA |DESTETE ] Agua destilada
= Zn 500 mg/L

Testigo I
Tabla 4. Disefio experimental

29



5.2. Obtencion de los sobrenadantes de los cultivos de esplenocitos

Para evaluar el efecto del zinc en la produccion de citocinas Th1, se obtuvieron los
sobrenadantes de los cultivos de esplenocitos, provenientes del bazo de los
ratones de los grupos de experimentacion @4 el cual se obtuvo en condiciones
de esterilidad y se perfudié con 3 mL de medio de cultivo RPMI 1640 (GIBCO No. Cat.
830-180EH, USA), las células obtenidas se lavaron 2 veces por centrifugacion a 250 g
durante 10 minutos a 4°C y fueron resupendidas en 2mL de RPMI suplementado.

El nimero de células se determiné mediante conteo en una camara de Neubauer,
utilizando la exclusion del colorante vital azul tripano (Flow Laboratories, USA), en todos
los casos se observo una viabilidad celular mayor del 95%. La suspension celular
final se ajustd a una concentracion de 2 x 10° células/mL de la cual se tomé una
alicuota de 100uL (100 000 células), para ser depositada en un pozo de la placa
para cultivo (Costar No. Cat. 3596, USA). Por cada raton trabajado se ocuparon 6 pozos:
tres pozos a los que se les adiciond RPMIs que fungieron como controles y tres
pozos que fueron estimulados con concanavalina A (No. Cat 2490, Méx,), (mitdbgeno
para linfocitos T no especifico), a una concentracion de 5ug/mL), para estimular la

proliferacion.

La placa se incubdé a 37°C en camara de humedad y atmésfera de CO, por 48h,
segun el tiempo y la concentracion de concanavalina A en el que se demostro, la
proliferacion oéptima (gréficas no mostradas). Después de este tiempo, los
sobrenadantes del cultivo se recogieron y almacenaron para la posterior

cuantificacion de IL-2 e IFN-gamma, mediante un ensayo inmunoenzimatico.
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5.3. ELISA

Para cuantificar la cantidad de IL-2 e IFN-gamma producida por las células de bazo
provenientes de ratones suplementados con zinc y sin suplementar durante los dos
periodos estudiados: la gestaciéon y la lactancia (6 semanas) y la gestacion, la
lactancia y el destete (9 semanas), se determiné la concentracion de interleucina-2
e interferon-gamma en sobrenadantes de cultivos de esplenocitos mediante un
ensayo inmunoenzimatico ELISA (PEPROTECH No. Cat. 900-K108 y 900-K98, Méx.).

Para el ensayo inmunoenzimatico se sensibilizaron placas de poliestireno de 96
pozos (Costar No. Cat. 2580, USA) con un anticuerpo monoclonal anti-IL-2 o anti-IFN-
gamma, durante 24 horas para después depositar los sobrenadantes del cultivo de
esplenocitos, se incubd durante una hora a temperatura ambiente. Al termino del
periodo de incubacién, se adicion6 un anticuerpo biotinilado de cabra anti-IL-2 o

anti-IFN-gamma murinos; se incubé una hora a temperatura ambiente.

Se adicion6é avidina-peroxidasa (Sigma Chem No. Cat. A-7419, USA), se incubd a
temperatura ambiente durante 30 minutos y se agregé el sustrato ABTS (2,2’-Azino-
bis(3-ethylbenztiazoline-6 sulfonic acid) (Sigma Chem USA No. Cat. A-3219). Después de
cada periodo de incubacion se eliminié el exceso de reactivo por inversion de la
placa y se lavé cuatro veces con una soluciéon de PBS-Tween20 al 0.05%.

El anti IL-2 o anti-interferbn-gamma conjugado con la avidina-peroxidasa reaccion6
con el sustrato durante 15 minutos, generando un cambio de color. Se midi6 la
absorbancia a 405 nm en un lector de microplacas (Behring EL 301). En cada ocasion
se incluyo en la placa una curva patrén, con 100uL de cada una de las soluciones
que contenian 20, 40, 80, 160, 320, 640 y 1280 pg/mL de IL-2 o IFN-gamma

recombinante de ratén.
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Figura 5. Ensayo inmunoenziméatico (ELISA ).
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6. RESULTADOS

Una vez calculada la concentracion de la IL-2 y del IFN-gamma en los
sobrenadantes de cultivo celular de esplenocitos de ratones en estudio, grupos | y

I, con sus testigos.
Se obtuvieron los promedios y las desviaciones estandar de cada grupo (n=16). Las
diferencias entre los grupos se determinaron mediante la prueba ANOVA vy la

prueba T de student, utilizando el software Prism 3.0

Con estos datos se realizaron finalmente las graficas comparativas de los diferentes

tratamientos.
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Efectos del zinc sobre la produccion de IL-2 de ratones
suplementados durante 6 y 9 semanas

Con el propésito de conocer los efectos de la suplementacién con zinc sobre la
produccion de IL-2 por ratones tratados durante 6 semanas (6s: periodos de
gestacion y lactancia), se determiné la concentracién de citocinas en el ELISA de
los sobrenadantes de cultivo de esplenocitos y se obtuvieron los siguientes
resultados, correspondientes a 4 experimentos representativos y cada muestra por

duplicado (n=16).

/3 -Zn

B 47N

BB BEE B :

Graéfica 1. Efecto del zinc sobre la produccién de IL-2 (6s), sin estimulante.

Observamos mayor produccion de IL-2 cuando se administrd zinc in vivo, con una
diferencia significativa, (t Student, p<0.0001), ambos casos sin estimulacién in vitro.
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Al mismo tiempo se realizd el ELISA con células de ratones suplementados con zinc

durante 6 semanas (6s: periodos de gestacion y lactancia), con estimulacion in vitro

con Con A.
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Grafica 2. Efecto del zinc sobre la produccibn de IL-2 en presencia del
estimulante (6s, Con A).

Observamos, que cuando los ratones son tratados con zinc durante 6 semanas
(periodos de gestacion y lactancia), hay mayor produccion de IL-2 por las células
esplénicas, comparando con la cantidad producida por las células de ratones de la
misma edad, pero sin suplementacién con zinc, (t Student, p<0.05, p=0.0344). En
ambos casos se estimulé in vitro con concanavalina A
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Con las células de ratones suplementados con zinc durante 9 semanas (9s:
periodos de gestacion, lactancia y destete) estimuladas con Con A, los resultados
también corresponden a 4 experimentos representativos y cada muestra por

duplicado y n=16.

7000+

6000+
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4000+

L-2 (pg/ml)

3000+
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Grafica 3. Efecto del zinc sobre la producciéon de interleucina 2 en presencia del
estimulante, concanavalina A (9s, Con A).

En los ratones que recibieron el suplemento de zinc durante 9 semanas (9s, +Zn,

Con A), se observé un incremento significativo (t Student, p<0.05, p=0.0005) en la
produccion de interleucina 2, en comparacion con los testigos (9s, -Zn, Con A).
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Al mismo tiempo se realizé el ELISA con células de ratones suplementados con zinc
durante 9 semanas (9s: periodos de gestacién lactancia y destete), sin estimulacion
in vitro con Con A. Los resultados corresponden a 4 experimentos representativos y

cada muestra por duplicado (n=16).
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Gréfica 4. Efecto de la suplementacién con zinc sobre la produccién de IL-2 por

ratones tratados durante 9 semanas.

Se analizaron los datos encontrandose que hay diferencias significativas entre los
grupos (t Student, p<0.05, p=0.0033).
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También se comparoé la cantidad de IL-2 producida por esplenocitos de ratones del
grupo |, es decir, suplementados durante 6 semanas (6s: periodos de gestacion y
lactancia), con y sin estimulacion in vitro con Con A. Los resultados corresponden a

4 experimentos representativos y cada muestra por duplicado (n=16).

= +7n

s +7n Con A

IL-2 (pg/ml)

- 8B EBEEB B

Gréfica 5. Produccion de IL-2 en grupo | (+Zn, 6s) y Con A.

Observamos que hay un aumento significativo en la produccion de IL-2 cuando se
tienen los dos tratamientos in vivo con zinc e in vitro con Con A (t Student p<0.05,

p= 0.0200).
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También se comparé la cantidad de IL-2 producida por esplenocitos de ratones del
grupo ll, es decir, suplementados durante 9 semanas (9s: periodos de gestacion,
lactancia y destete), con y sin estimulacion in vitro con Con A.

Grafica 6. Produccion de IL-2 en grupo Il (+Zn, 9s). Con A: concanavalina A.

Observamos que hay un aumento significativo en la produccién de IL-2 cuando se
tienen los dos tratamientos: estimulacién in vivo con zinc e in vitro con Con A

(t Student p<0.08, p=0.0023). El efeete es mayer que &l eBservads a las 6 semanas:
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Efecto del zinc sobre la produccion de IFN-gamma de ratones
suplementados durante 6 y 9 semanas.

Con el propésito de conocer los efectos de la suplementacién con zinc en la
produccion de IFN-gamma por ratones tratados durante 6 semanas (6s: periodos
de gestacion y lactancia), se realizé el ELISA de los sobrenadantes de cultivo de
esplenocitos y se obtuvieron los siguientes resultados, correspondientes a 4

experimentos representativos y cada muestra por duplicado y n=16.

7000~
—a-Zn
6000+ S +ZN
= 50004

IM-gamma (pg/m
:

O r =1

Gréfica 7. Efecto de la suplementacién con zinc sobre la produccién de IFN-

gamma por ratones tratados durante 6 semanas

Cuando los animales han recibido el suplemento de zinc durante 6 semamas, la

produccién de IFN-gamma es significativamente mayor (t Student, p<0.05, p=0.0005).
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También se comparan los resultados de la suplementacién oral con zinc durante 6
semanas (6s: periodos de gestacion y lactancia) sobre la produccion de interferon

gamma con estimulacién in vitro con Con A.

:
;

= -Zn Con A
6000 . +Zn Con A
= 5000-
2 sl
@
E
E 3000~
£ 200
1000

Grafica 8. Efecto de la suplementacién con zinc sobre la produccién de IFN-gamma

en presencia del estimulante (6s, Con A). Con A: concanavalina A.

Se analizaron los datos encontrando que hay diferencias significativas entre los
grupos (t Student, p <0.0001 ).
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Se analizaron los datos obtenidos para la produccion de IFN-gamma por los testigos
de 9 semanas de edad comparados con los datos obtenidos para el grupo Il
(suplementacion durante los periodos de gestacion lactancia y destete), sin
estimulacioén in vitro.
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Grafica 9. Efecto del zinc en la produccién de IFN-gamma, (9 semanas)

Encontramos que hay diferencias significativas entre los grupos ( t Student,
p<0.05, p=0.0001).
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Para la produccion de IFN-gamma por los testigos de 9 semanas de edad
comparados con los datos obtenidos para el grupo Il (suplementacién durante los
periodos de gestacion lactancia y destete), con estimulacion in vitro con Con A.

7000+

EEEE -Zn

IFN-gamma (pg/mL)

Gréafica 10. Efecto de la suplementacién con zinc sobre la produccién de

IFN-gamma en presencia del estimulante (9, Con A).

Encontramos que hay diferencias significativas entre los grupos (t Student, p<0.05,
p=0.0007).
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Al comparar la cantidad de IFN-gamma producida por esplenocitos de ratones del
grupo |, es decir, suplementados durante 6 semanas (6s: periodos de gestacion y
lactancia), con y sin estimulacion in vitro con Con A. Los resultados corresponden a

4 experimentos representativos y cada muestra por duplicado (n=16).

[ R4

s +Zn Con A

. IFN-gamma (pg/mL)
- 88 888CE

Grafica 11. Produccién de IFN-gamma en grupo | (+Zn, 6s)

La produccion de IFN-gamma es mayor cuando se suplementa in vivo con
zincy ademas se estimula in vitro con Con A, que cuando solo se administra
el suplemento de zinc (t Student p<0.0001). '
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También se compar6 la cantidad de IFN-gamma producida por esplenocitos de
ratones del grupo Il, es decir, suplementados durante 9 semanas (9s: periodos de

gestacion, lactancia y destete), con y sin estimulacién in vitro con Con A.
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Gréfica 12. Produccién de IFN-gamma en grupo Il (+Zn, 9s).

Con A: concanavalina A

La produccion de IFN-gamma es mayor cuando se estimula in vivo con zinc e in
vitro con Con A, que cuando solo se estimula in vivo con zinc, (t student

p<0.0001). Este efecto es menor que el observado a las 6 semanas.
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Comparando el efecto de la estimulacion in vitro con Con A, sin el efecto in vivo
(sin suplementacion con zinc), realizamos las graficas correspondientes a la
produccion de IFN-gamma por los ratones del grupo testigo | (3 semanas de

edad).

6000- == -Zn Con A

0____j—

Grafica 13. Produccién de IFN-gamma en grupo testigo I. (-Zn, 6s), Con A

No observamos diferencias significativas entre los grupos.

46



También realizamos la comparacion del efecto in vitro con Con A para el grupo

testigo Il (6 semanas de edad).
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Grafica 14. Produccién de IFN-gamma en grupo testigo Il (-Zn, 9s).
Con A: concanavalina

No se observan diferencias significativas entre los grupos.
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VIIl. Discusion

Sabemos que el zinc se involucra en el mantenimiento de una respuesta inmune
efectiva, por tres actividades principales, como i6n regulador, participando en la
estructura de biomeléculas y colaborando como factor catalitico. (3'3% %%

En otros estudios se ha demostrado que la expresion de la IL-2, del receptor de la
IL-2 y del IFN-gamma, depende de zinc, por lo que en estados de deficiencia de
este micronutrimento, se ocasiona un desbalance en la relacion Th1/Th2, por la
influencia en la produccion de las citocinas tipo Th1 sin aparente alteracion en la
produccién de las citocinas Th2. ¢4

En los resultados que presentamos se observa, que cuando los ratones son
tratados con zinc durante 6 semanas (grupo |, periodos de gestacion y lactancia),
hay mayor producciéon de IL-2 por las células esplénicas, comparando con la
cantidad producida por las células del grupo testigo |, ratones de la misma edad,

(réfica 1) Ambos grupos de

pero sin suplementacion con zinc, (p<0.0001).
sobrenadantes, grupo | y testigo |, provienen de cultivos no estimulados in vitro con
Con A. Esto concuerda con estudios anteriores, donde se ha observado un efecto
mitogénico del zinc in vitro, (*” el cual puede deberse a una induccion del elemento
en la produccion de citocinas proliferativas de linfocitos T, como es el caso de la
IL-2; también se ha demostrado que el zinc esta involucrado en el mantenimiento de
la estabilidad de la membrana plasmatica, por lo que alteraciones en su
concentraciéon la afectan sensiblemente ocasionando cambios en las enzimas
unidas a membrana, flujo de otros iones tanto en la membrana como en el
citoesqueleto, ocasionando modificaciones en la activacion de las células en
reposo y/o la interaccién de las células en los cultivos, ®” con lo que se veran
afectadas la expresioén de citocinas involucradas como la IL-2.

Al comparar la produccion de IL-2 por el grupo | con la produccion de esta citocina
por el grupo testigo | en sobrenadantes de cultivos estimulados in vitro con Con A,
encontramos que sigue siendo significativamente mayor la produccion de IL-2
cuando se administro zinc in vivo, (p=0.0344), aunado a los efectos proliferativos de
la Con A que se relacionan con el aumento de esta citocina proliferativa. (94722 g;
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ademas comparamos la produccion de IL-2 en el grupo | con y sin estimulacién in
vitro, observamos que hay un aumento significativo (p=0.0200) en la produccion de
IL-2 cuando se ha suplementado in vivo con el elemento y ademas se estimula in
vitro con Con A; %@ 5) esto nos sugiere algiin mecanismo sinérgico entre la Con A
y el zinc en la produccion de IL-2, relacionado posiblemente con la interaccion del
mitégeno con su receptor. Al respecto, O'Dell y col. mencionan que el zinc ocasiona
modificaciones en el nimero y movilidad del receptor para el mitégeno,
ocasionando una respuesta proliferativa en los cultivos que son suplementados con
zinc. ®¥

A las nueve semanas de tratamiento, periodos de gestacion, lactancia y destete
(grupo 1), seguimos observamos el efecto positivo del zinc en la produccion de IL-2.
(oréficas 3, 4 ¥ 6) G comparamos la produccion de IL-2 “basal” del testigo | y el testigo I,
observamos que es mayor en este ultimo, lo cual sugiere una produccién de la
citocina dependiente con el tiempo; no obstante, la produccion de IL-2 en el grupo I
es significativamente mayor respecto al grupo testigo Il, tanto con estimulacion in
vitro con Con A, como sin ella, p=0.0033 @42 3  1=0 0005, @4 4 estas
diferencias son mayores que las observadas a las seis semanas entre los mismos
tratamientos. Este efecto mayor de la suplementacion con zinc sobre la produccion
de IL-2, puede ser debido por un lado al periodo de suplementacién y por otro al
aumento en la absorciéon del elemento, por el cambio de la suplementacion indirecta
via la leche materna, a la suplementacion directa via el agua de beber. De esta
manera, el aumento de la produccion de IL-2 a las 9 semanas en células de ratones
suplementados con el micronutrimento y de cultivos estimulados in vitro con Con A
es mayor al observado a las 6 semanas, @5 con o que podemos decir que
hasta este periodo de suplementacion con zinc, el efecto benéfico del mismo se
conserva sin presentar dafnos colaterales observables en el organismo. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos en el laboratorio donde se ha observado
que el zinc tiene efectos positivos en la produccion de IL-1a durante los periodos de
gestacion y lactancia y en la produccién de TNF-a e IL-12 hasta las tres semanas

posteriores al destete. ¥
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Para el caso del IFN-gamma tenemos, que la produccion de IFN-gamma “basal’, es
semejante a la produccion de las nueve semanas (Tl y TIl) y que cuando se utiliza
el estimulante in vitro, no hay aumento significativo en la producciéon de IFN-gamma
al igual que a las 9 semanas de tratamiento. @%@ 15Y 18 Eqto concuerda con la
actividad de la concanavalina A como mitdogeno que induce linfoproliferacion y no
directamente, la produccion de citocinas como el IFN-gamma, sin embargo, algunos
autores mencionan el uso de la Con A como estimulante para la produccion de esta
citocina. ® Otros autores mencionan su empleo en una combinacion con PMA 1:10
@9 Nosotros usamos este estimulante para poder comparar la produccién de
ambas citocinas (IL-2 e IFN-gamma), en condiciones semejantes tanto en ausencia
como en presencia de zinc, segun suplementacion con el mismo.

En el grupo | (+Zn, 6s), la produccion de IFN-gamma es mayor comparada con los
testigos (TI: -Zn, 6s), el aumento es de 18 veces por efecto de la suplementacion in
vivo con el oligoelemento.®#"? ) Cuando ademas se estimula in vitro con Con A, el
aumento es de 28 veces 94" 8 g5 decir, el efecto de la suplementacion con zinc se

(oréfica 9) * ya que cuando

ve potenciado por el empleo del estimulante Con A in vitro
no hay suplementacién con zinc in vivo, no se tienen diferencias estadisticamente
significativas entre la produccién de IFN-gamma con y sin estimulacion in vitro con
Con A @413 hodemos inferir que el aumento en la produccion de esta citocina se
debe a la propagacion de senales al interior de las células dependientes de zinc, via
estabilizacion de la PKC y del factor de transcripcion NF-kB cuyas estructuras
contienen zinc. “4 También pueden estar relacionadas con el receptor del mitégeno
y con cambios a nivel de membrana que afectan los mecanismos de activaciéon de
las células y en consecuencia, la producciéon de citocinas efectoras como el IFN-
gamma, o proliferativas como la IL-2 (ver antes). Ademas, si tenemos en cuenta
que la concanavalina A presenta también en su estructura atomos o iones
metalicos; un ion Mn?* y un i6n Ca®"y que los cambios en las concentraciones de
zinc afectan el balance de los demas oligoelementos, por afectaciéon de canales
dependientes de zinc, como el canal de calcio, el cual es inactivado por la formacion
de un enlace disulfuro como resultado de la oxidacién del grupo -SH del cual es

(58)

removido el zinc cuando hay deficiencia de este elemento; podemos inferir
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alteraciones en la estabilidad de la proteina y en consecuencia, en su actividad, las
cuales pueden ocasionar un aumento en los niveles de calcio por liberacion del
contenido en la proteina, al unir zinc e iniciarse asi las rutas de sefalizacion
necesarias para la sintesis de ADN y la proliferacion celular, asi como la sintesis de
diversas proteinas como la IL-2 y el IFN-gamma. “7

A las 9 semanas, cuando los animales han recibido el suplemento, durante los
periodos de gestacion, lactancia y 3 semanas posteriores al destete (grupo Il), la
produccion de IFN-gamma es mayor. 4@ 9 QOpservamos que el efecto in vivo
ocasiona un aumento del 94%. Cuando ademas se estimula in vitro con Con A,
tenemos que el aumento debido al suplemento es de cuatro veces. 94" 19 Este
efecto es menor que el que se tiene a las seis semanas, lo cual posiblemente se
deba a fendmenos de saturacion del zinc, pues en estudios anteriores realizados en
el laboratorio, se observé que cuando la suplementacion con el metal se prolonga
después de 9 semanas, la concentracion del elemento en tejidos como el timo y el
higado se incrementa de manera gradual dependiente del tiempo, mientras que en
otros estudios, se ha mostrado que la suplementacion prolongada con zinc
incrementa la concentracién del elemento en linfocitos y granulocitos. 4 Esto pone
en evidencia que la exposiciéon prolongada al suplemento trae como consecuencia
una acumulacién de zinc en otros érganos que puede redundar en efectos nocivos
para el sistema inmune.

El aumento en la produccion de IFN-gamma es mayor que el presentado en el caso
de la IL-2, lo cual es légico si se tiene en cuenta que la produccion de INF-gamma
es resultado de la interaccion compleja de varias citocinas como la IL-2 y la IL-12,
las cuales también se encuentran aumentadas como consecuencia del efecto del
zinc (en otro estudio se demuestra el aumento en la produccion de IL-12 por
macréfagos de ratones suplementados con zinc, Lastra 2004), y coestimulan la
produccion de IFN-gamma. Se ha observado que la IL-2, la IL-12, la IL-18 y el
GMCSF exogenos, ocasionan un aumento sustancial en la produccion de IFN-
gamma. 3Y7®

De esta manera, hemos podido observar que la suplementacion con zinc ocasiona

un aumento en la produccion de citocinas Th1, IL-2 e IFN-gamma, aun en ausencia
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del mitdbgeno. No obstante, la produccién de IFN-gamma se ve incrementada, aun
de manera mas evidente que la IL-2, lo cual puede polarizar la respuesta inmune
hacia el tipo celular o Th1.

Por la observacion de resultados obtenidos en trabajos anteriores en el laboratorio
de investigacion en inmunologia y que concuerdan con los reportes en la literatura
@1¥%8) sabemos que las citocinas que dirigen hacia Th2 no se ven afectadas por
efecto de la suplementacién con zinc, asi que podemos inferir un predominio de
moléculas que dirigen hacia Th1 y que inhiben Th2. Por el contrario, se ha
reportado que un déficit en la biodisponibilidad de iones de zinc, puede inducir una
polarizacion del balance Th1-Th2-Th3 hacia el tipo Th2-Th3 con un aumento en las
citocinas pro-inflamatorias seguido por el aumento en la actividad de MTs y NO.
Esto puede estimular PARP hacia muerte de células inmunes por estimulacién de
la actividad de caspasa-3 o por deplecion de NAD*. @V

No obstante, es necesario recordar la participacién central de la IL-2 en la
diferenciacion de células Th2, al conferir estabilidad en la accesibilidad del gen que
codifica IL-4. '

El aumento en la produccién de las citocinas IL-2 e IFN-gamma por efecto del zinc
puede estar relacionado con la presencia de dominios de “dedos de zinc” requeridos
por los factores de transcripcion para la replicacion de DNA los cudles, estan
influenciados por los cambios en el contenido de zinc intracelular. Uno de estos
factores con dominios de dedos de zinc que regula la expresion de diversas
citocinas es el NF-kB, “* factor de transcripciéon dependiente de zinc cuya actividad
depende de la posibilidad de entrar al nucleo para iniciar la transcripcion de los
diferentes genes. Esta entrada al ntcleo esta impedida por su union con IkB, el cual
es degradado por un proceso de ubiquitinacion iniciado por la fosforilacion del
complejo |kK (lkka e IkKb), inducido por la unién de IL-1 y TNF-a. Se ha
demostrado que ambas moléculas se encuentran aumentadas en presencia de zinc,
lo cual contribuye a la activacion del NF-kB y se correlaciona con el aumento en la
produccién de las citocinas de los genes que regula, como los de la IL-2 y del
IFN-gamma. También se conoce que los glucocorticoides interfieren con la
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activacion del NF-kB, éstos se producen de manera cronica cuando se tiene una
deficiencia de zinc. 7Y 2% De esta forma, cuando se bloquea la actividad de NF-kB
por cambios en la unién con el ADN, ya sea por cambios estructurales como puede
ser la accesibilidad del zinc en la formacion de dominios con dedos de zinc, o por
disminucion de las citocinas involucradas como el TNF-a o la IL-1 o por
impedimento estérico ocasionado por el aumento de glucocorticoides, se puede
bloquear la produccion de las otras citocinas cuyos genes son regulados por el NF-
kB. (Figura 6)

Se han reportado otros factores de transcripcion que contienen los dominios “dedos
de zinc” que se ven afectados por los cambios en la concentracién de zinc por
competencia con el fierro, cuyo reemplazo elimina o disminuye la actividad del
factor de transcripcion por alteracion de las interacciones proteina-DNA. Los
factores de transcripcion reportados son MTF1, RING, TFIIIA, EGR-1, EGR-2, BTE,
WT-1, TRAF-2, ZEB, KS-1 ®9 y recientemente la proteina KRAB relacionada con la
familia de factores de represion de la transcripcion, que parece estar involucrado en
la activacién de linfocitos.

También se conoce que el complejo de factores de transcripciéon NF-AT es
requerido para la expresion de un grupo de proteinas que colectivamente coordinan
la respuesta inmune, entre ellas el IFN-gamma y la IL-2. Los agentes que aumentan
el Ca®" intracelular o activan la proteincinasa C, como el zinc, modifican NF-AT, con
lo que distintas rutas de senalizacién convergen en la regulacion para la expresion
de diversas citocinas. ©¢?
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Figura 6. Efectos del zinc en la transcripcién: Los cambios en la concentracién de zinc pueden alterar
la estructura del NF-kB de tal manera que en concentraciones bajas del elemento (-Zn), el NF-kB se une
con mayor afinidad al kB entorpeciendo su entrada al nucleo (1) o impedir la unién del NF-kB que ya
entr6 al nlcleo, con el DNA y activar la expresion de otros genes, entre ellos el que codifica para kB,
ocasionando un aumento de este inhibidor que bloquea al NF-kB libre en el citosol. Por otro lado cuande
se tienen concentraciones Optimas de zinc (Zn+), la estructura del NF-kB se mantiene y puede liberase
de su inhibidor, entrar al ntcleo, unirse al DNA y transcribir los genes que codifican tanto para IL-2 como
para IFN-gamma, lo cuél conlleva ala proliferacién y diferenciacion de la célula. 7Y%
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El aumento en la produccion de la IL- 2 y del IFN-gamma que hemos reportado por
efecto de la suplementacion con zinc, concuerda con los resultados encontrados por
otros investigadores los cuales demuestran que el zinc es requerido para la
activacion de linfocitos T mediada por IL-2 por la induccién del receptor de alta
afinidad para IL-2 de los linfocitos y también por el aumento en la produccion de
esta citocina y del IFN-gamma. ® * En otro estudio se establece que el zinc juega
un papel importante en la respuesta inmune mediada por células o respuesta Th1,
ya que la deficiencia de este metal ocasiona deficiencia en la actividad de NK y de
la hormona timica, asi como una produccién alterada de citocinas, donde el zinc
media positivamente la transcripcion del gen de IL-2 y el de IFN-gamma en las
células Th1, mientras que regula negativamente la expresion del gen de IL-8 y TNF-

a en células Th2. ®

El aumento en la produccién de IL-2 e IFN-gamma como consecuencia de la
suplementacioén in vivo con zinc, complementa otros trabajos de investigacion, en
donde se ha observado que el zinc adicionado in vitro en concentraciones
estimulantes a cultivos de células mononucleares de sangre periférica induce la
secrecion de citocinas como la IL-1, el TNF-alfa y el interferén gamma 2 y otros en
que se establece que el zinc estd activamente involucrado en el control
transcripcional de los genes que codifican para el receptor de IL-2 ocasionando un
aumento en el nimero de interacciones entre la IL-2 y su receptor, de tal manera
que se favorece la proliferacion celular. ©*
En este trabajo proponemos un via de participacion del zinc en la respuesta Th1,
por sus efectos en la produccion de la IL-2 y del IFN-gamma, por la estabilizacion y
activacion de los factores de transcripcion involucrados NF-kB, AP-1 y Sp-1
principalmente, por sus efectos estabilizadores de membrana segun cambios
estructurales en las proteinas transmembranales y el flujo de iones, asi como en el
control de reacciones de estrés oxidativo por NO, por lo que deben seguirse
desarrollando proyectos en los que se estudien los receptores de estas moléculas y
su expresion a nivel transcripcional para dilucidar las condiciones y el mecanismo
por el cudl el zinc interviene en la produccion de estas y otras citocinas. Ademas de
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seguir buscando los efectos de la suplementacion con zinc sobre los diversos
componentes del sistema inmune en diferentes etapas de la vida, asi como su
relacion con otros micronutrimentos y ensayar sus efectos sobre la capacidad
defensiva del organismo, frente a una infeccion por microorganismos intracelulares
como Leishmania sp o Toxoplasma gondii, para evaluar la funcionalidad biolégica
de las moléculas cuantificadas, de la IL-2 y del IFN-gamma.

Cuanto mas conozcamos los efectos de este micronutrimento en el desarrollo de
una respuesta inmune efectiva y el mecanismo por el cual actua, sus interacciones
con otros micronutrimentos y los limites de dosis efectivas y tdxicas, mayor sera la
seguridad con que podremos suplementar este micronutrimento y ofrecer
alternativas de prevencién contra enfermedades infecciosas, mayor eficacia en los
tratamientos para enfermedades que cursan con inmunodeficiencias o en que el

sistema inmune se encuentra comprometido.
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VIII.

CONCLUSIONES

La suplementacion con zinc durante la gestacion, la lactancia y tres
semanas posteriores al destete, favorece la produccién de citocinas Th1:

la IL-2 y el IFN-gamma.

La produccion de IL-2 e IFN-gamma, es mayor cuando ademas de
suplementar in vivo con el metal, también se estimula in vitro con Con A,

tanto a las seis como a las nueve semanas de tratamiento.

El aumento en la produccion de IL-2, por efecto de la suplementacion con
zinc, es mayor en aquellos casos en que la suplementacion se prolonga

hasta nueve semanas de tratamiento.

El aumento en la produccion de IFN-gamma, por efecto de Ila
suplementacién con zinc, es mayor cuando solo se suplementa durante la

gestacion y la lactancia (6 semanas de tratamiento).

Por si sola, la estimulacion in vitro con Con A no produce ningun efecto en

la produccién de IFN-gamma.

El ensayo inmunoenzimatico ELISA, es una técnica que nos permite
estudiar los efectos de la suplemntacion con zinc sobre la produccion de
IL-2 e IFN-gamma por ratones en etapas perinatales y se puede aplicar al
estudio de otras citocinas, ya que es una prueba muy sensible.
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“STA TESIS NO SALL
“E LA BIBLIOTECA
ENSAYOS INMUNOENZIMATICOS

Los ensayos inmunoenzimaticos se desarrollaron a mediados de los setentas para
la identificacion y localizacion de antigenos en preparaciones histolégicas y para la
identificacion de lineas de precipitacion obtenidas por inmunodifusion e
inmunoelectroforesis. Sin embargo, cada vez se han hecho mas especificos, pues
las nuevas técnicas de biologia molecular han logrado la obtencion de anticuerpos
monoclonales que permiten el reconocimiento exclusivo de una molécula en
particular.

Los ensayos inmunoenzimaticos se basan en dos fendmenos bioldgicos
importantes, la capacidad discriminatoria de los anticuerpos, debido a su afinidad
por un compuesto especifico (antigeno o hapteno) y el poder catalitico, la

especificidad de las enzimas y que sean facilmente detectables.

Los principios en que se fundamenta la técnica son:

e Algunas enzimas pueden ser acopladas quimicamente a un anticuerpo o a
un antigeno manteniendo las propiedades bioldégicas de ambos: interaccion
con el sustrato, unién con el antigeno, antigenicidad.

e La mayoria de los antigenos (proteinas, péptidos, polisacaridos) se unen a
través de interacciones electrostaticas a la superficie de plasticos tales como
el poliestireno. Los anticuerpos también se unen sin perder la capacidad de
unioén con el antigeno.

e La enzima conjugada con un antigeno o anticuerpo retiene la capacidad de
interaccionar con el sustrato cuando se une al complejo. La adicién del
sustrato produce un cambio progresivo en el color de la solucién; la reaccién
se detiene en la etapa apropiada y se observa el cambio de color o se mide

la densidad dptica.
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Las propiedades que debe tener una enzima para poder ser utilizada en un EIA son
las siguientes:
e Alto numero de recambio.
e Km (constante de Michaelis-Menten) baja para el sustrato y alta para
el producto.
» Estabilidad durante el almacenamiento.
e Alta pureza.
e Facilidad de preparacion.
e Bajo costo.
e Actividad facilmente detectable.
e Compatibilidad con las condiciones del ensayo (pH, fuerza ibnica,
composicion de los amortiguadores, etc)
e La muestra no debe contener la enzima ni sustancias que interfieran
con la misma.
Ninguna enzima reune todas las caracteristicas para ser un marcador ideal en los
EIA y debe elegirse la mas adecuada para cada tipo de ensayo. 72224
Ademas deben considerarse otros aspectos, una minima influencia de la fase sélida
sobre la enzima, una conjugacion sencilla del antigeno o con el anticuerpo y que los
conjugados permanezcan activos y estables. Algunas de las enzimas mas
empleadas son: la peroxidasa de rabano y la B-galactosidasa, la fosfatasa alcalina
que es muy estable y no se encuentra en tejidos vegetales, aunque es dificil de
conjugar en forma definida (ya que se polimeriza) y la mas utilizada es la
peroxidasa, que cataliza la transferencia de dos protones de un donador al perdxido

de hidrégeno:
HOOH + 2DH __ peroxidasa 2H,0 +2D
En donde DH es un donador de protones.

Los donadores de protones mas utilizados en EIA son el acido 5-aminosalicilico, la
o-dianisidina, el 2,2'-azino-di-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS), la o-

toluidina, la o-fenilendiamina y la 3,3’ 5,5 -tetrametilbenzidina.
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Las caracteristicas deseables de la fase sélida son:

e Alta capacidad para retener a los reactivos inmunolégicos (alta relacion

superficie/volumen)

e Posibilidad de inmovilizacion de muchos reactivos inmunologicos diferentes.

e Disociacion minima.

e Desnaturalizacion no significativa de la molécula inmovilizada.

¢ Orientacion de los anticuerpos inmovilizados con los sitios de unién hacia la

solucién.

También se utilizan membranas de nitrocelulosa y sustancias particuladas (agarosa,
celulosa, poliacrilamida, dextran), sin embargo, el plastico es la fase soélida mas
utilizada, ya que facilita la realizacion de los ensayos haciéndolos extremadamente
simples. Sin embargo, los plasticos también tienen algunas limitaciones respecto a
otros tipos de fase sodlida, como el elevado requerimiento de reactivos
inmunologicos y la disminucion en la cantidad de interacciones antigeno-anticuerpo.
Los soportes mas comunes de plastico son las microplacas de poliestireno o cloruro
de polivinilo (PVC) con 96 pozos cada uno con capacidad de 0.3mL. El fondo de los
pozos puede ser plano, en forma de U o de V y el uso de uno u otro depende del
método de lectura del EIA. Para las lecturas con espectrofotdmetro, los de fondo
plano dan menos variaciones, mientras que para determinaciones visuales los
fondos en U son mejores. '®
En la técnica inmunoenzimatica ELISA los anticuerpos estan marcados con una
enzima (generalmente la peroxidasa), de forma que los conjugados resultantes
tienen actividad tanto inmunolégica como enzimatica. Al estar uno de los
componentes (antigeno 6 anticuerpo) insolubilizados sobre la placa, la reaccion
antigeno-anticuerpo queda inmovilizada y por tanto, puede ser facilmente revelada
mediante la adicién del sustrato, que al actuar sobre la enzima, produce un color
observable a simple vista o cuantificable mediante un colorimetro.
Se han adaptado varios tipos del método ELISA tanto para la determinacion de
antigenos como de anticuerpos. El ELISA indirecto es el método mas utilizado para

la determinacion de anticuerpos. Basicamente, consiste en la inmovilizacién a la
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placa de ELISA del antigeno del que queremos conocer si en el suero problema
existen anticuerpos especificos. Se pueden utilizar como antigenos, proteinas
virales o bacterianas e incluso virus completos. Después se adiciona del suero
problema, se incuba y se lava, se adiciona el conjugado, se incuba y se lava, y
finalmente se adiciona el sustrato, se detiene la reaccién y se realiza la lectura.
También se utiliza el ELISA de competicion para la deteccion de anticuerpos
especificos. Se parte de un anticuerpo (monoclonal o policlonal), frente a un
antigeno conocido, que previamente ha sido inmovilizado en la placa. Se denomina
de competencia ya que el suero problema es incubado previamente con el antigeno,
antes de incubarlo con el anticuerpo fijado en la placa, y por tanto compite con él.
Los pasos siguientes son la adicion e incubacién del conjugado, lavado vy
finalizacién con el sustrato y lectura.

Para la determinacion de antigenos se emplea el modelo ELISA "Sandwich" o de
doble anticuerpo. En este sistema, la placa suele ya venir con un anticuerpo fijado
(monoclonal 6 policlonal) frente al antigeno problema, sobre el que se afadira la
muestra en estudio, que en caso de reaccionar con el anticuerpo de la placa, sera
puesto en evidencia tras la adicion del segundo anticuerpo marcado con la enzima.
Por ultimo, se afiade el substrato de la enzima para revelar la reaccion.

Ensayos basados en la|Ensayos basados en la modulacién
amplificacién de la actividad | de la actividad enzimética

enzimatica

Peroxidasa b-galactosidasa

B-galactosidasa Lisozima

Fosfatasa alcalina Malato deshidrogenasa

Ureasa Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
Glucosa oxidasa Ribonucleasa

Glucoamilasa

Anhidrasa carbénica

Acetilcolinesterasa

Tabla 5: Enzimas empleadas en EIA. ®9)
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