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INTRODUCCION

La deficiencia de zinc tiene consecuencias que afectan a la salud humana, entre las cuales se
encuentra el retraso en el crecimiento, el hipogonadismo en hombres, los cambios
neurosensoriales (adaptacion anormal a la oscuridad y cambios en la agudeza del gusto), el
retraso en la cicatrizacion de heridas y la alteracion de las funciones inmunolégicas y
cognoscitivas; estos efectos son reversibles con la suplementacion con zinc. La deficiencia
moderada en mujeres embarazadas se asocia con el incremento de la morbilidad maternal,
alteracion del sentido del gusto, gestacion prolongada, trabajo de parto ineficaz y riesgos para
el feto. Por otra parte la deficiencia subclinica de este elemento contribuye al aumento en la
incidencia y severidad de infecciones comunes como la diarrea y la neumonia en nifios (Penny,
2002). En México, asi como en otros paises en vias de desarrollo, es frecuente el déficit en el
consumo de zinc debido a la ingestion de alimentos con contenidos bajos de este nutrimento o
bien con baja biodisponibilidad. Actualmente se han implementado programas de adiciéon de

hierro y zinc a alimentos de alto consumo.

La falta de zinc afecta al sistema inmune, dafiando la produccién de citocinas que participan en
la respuesta Thl, el desarrollo de linfocitos B, la produccion de anticuerpos y las funciones de
las células NK, de los macréfagos y de los neutrofilos. Ademas, la apoptosis de linfocitos y de
otras células se potencia. También se han observado reducciones significativas en el nimero
total de linfocitos en el sistema inmune tanto en humanos como en animales; lo mismo la
linfopenia que la atrofia timica son marcadores de desnutricion. La carencia de este elemento
también se asocia a la pérdida de la actividad de la timulina, un nonapéptido de unioén al zinc
gue se secreta por las células timicas epiteliales, las cuales a su vez requieren zinc para

promover la maduracion extratimica de los linfocitos T (Boukaiba et al., 1993).

Este trabajo tiene por objetivo establecer los efectos de la administracion de zinc por via oral
sobre la histologia y distribucion celular del timo de ratones BALB/c en etapas perinatales,
empleando técnicas histolégicas para analizar la corteza, la médula y las poblaciones celulares

de importancia inmunol6gica del 6érgano.

Para realizar el andlisis histolégico de los timos, contamos con la valiosa colaboracién del Dr.
Gerardo Salas Garrido de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, quien nos

asesord y brind6 todas las facilidades para el desarrollo de este protocolo.



MARCO TEORICO

Importancia de los Elementos Traza

Los elementos traza son elementos inorganicos necesarios en pequefias cantidades por el
organismo para la utilizacion de otros nutrimentos. Se ha demostrado que hay elementos
inorganicos indispensables para el organismo: hierro, zinc, cobre, cromo, selenio, yodo,
manganeso, molibdeno y flior. Estos se absorben como sustancias inorgéanicas y como
compuestos organicos, posteriormente circulan en el organismo como complejos unidos a
proteinas, los cuales no siempre estdn en equilibrio libre con los depésitos. Por esta razén las
concentraciones circulantes no representan la disponibilidad para cubrir los requerimientos,
debido a que los depdsitos tisulares no estan disponibles en situaciones de abastecimiento
deficiente ya que se incorporan a enzimas y no se intercambian libremente. Otra caracteristica
importante de la mayoria de estos nutrimentos es su eliminacion por el tracto gastrointestinal.
En consecuencia, cualquier incremento de las pérdidas digestivas puede aumentar los

requerimientos.

Existen 3 elementos que son de gran importancia inmunoldgica: zinc, cobre y selenio. Se tiene
evidencia de que la deficiencia de éstos se asocia a la supresion de numerosas actividades de
las células tanto del sistema inmune innato como del adquirido, lo que se puede reflejar en la
disminucién de la actividad celular asi como en la reduccién del nUmero de células efectoras en
los tejidos. Este desequilibrio incrementa el riesgo de morbilidad y mortalidad debido a
infecciones virales, microbianas y parasitarias. Por otra parte, la suplementacion adecuada

puede revertir estos efectos adversos.

Las células requieren cantidades adecuadas de elementos traza para la estructura y funciéon de
metaloproteinas que participan en procesos como la produccién de energia y la proteccion
contra especias reactivas de oxigeno. Un desequilibrio en la concentracién de los elementos
puede afectar la sintesis y la secrecion de citocinas y quimiocinas que modulan las actividades
de las células, las concentraciones plasméticas de hormonas que regulan el desarrollo y la
funcion de las células que participan en la defensa frente a antigenos. Especificamente, los
procesos de generacion de células del sistema inmune en la médula 6sea y la expansion clonal

de los linfocitos necesitan hierro y zinc (Failla, 2003).



Se han realizado estudios en los que se observa que la suplementacién con hierro y zinc puede
prevenir, atenuar y tratar infecciones. También es importante mencionar que el exceso puede
ser perjudicial; por ejemplo el hierro y el cobre pueden ocasionar formacién de radicales libres,
ademads pueden ser usados por los virus y bacterias ya que requieren de los mismos elementos

para su supervivencia y replicacion (Mufioz, 2006).

Zinc. Se encuentra ampliamente distribuido en los alimentos como la carne de res, el higado, los
productos lacteos, las leguminosas, el huevo, las tortillas, algunas verduras (el chile, el brécoli,
la espinaca, la papa, el huazontle, el cilantro, entre otras), algunas frutas (principalmente en el
coco y el tamarindo). Forma parte de alrededor de 300 enzimas (anhidrasa carbodnica,
carboxipeptidasa, fosfatasas alcalinas, ligasas, 6xido reductasas, tranferasas, liasas, hidrolasas e
isomerasas). La deficiencia en el organismo tiene efecto en el metabolismo de acidos nucleicos
debido a que es un constituyente de la DNA polimerasa, la transcriptasa reversa, la RNA
polimerasa, la RNA; sintetasa y del factor de elongacion de cadenas proteicas. Por lo tanto, el
déficit de este elemento puede alterar la sintesis proteica y por ende, el crecimiento.

En México, la ingestion diaria recomendada (IDR) de zinc en nifios es 6.6 mg/dia, en hombres
es 15.0 mg/dia y en mujeres es 11.0 mg/dia; durante el embarazo la ingestion diaria sugerida
(IDS) aumenta a 14.0 mg/dia y durante la lactancia a 16 mg/dia (Bourges et al., 2005). En
Chile, la recomendacién para nifios es 100 pg/kg/dia y aumenta en bebés prematuros a 300-500
ug/kg/dia, debido a que en el dltimo mes de gestacion se produce el traspaso de zinc de la
madre al nifio (Hirsch, 2004). En Estados Unidos la IDR para individuos mayores de 19 afos es
11 mg/dia para hombres y 8 mg/dia para mujeres. En Inglaterra y la Comunidad Europea, asi
como la Organizacion Mundial de la Salud recomiendan valores de 6.5 a 7.1 mg/dia para

mujeres y de 9.4 a 9.5 mg/dias para hombres (Haase et al., 2006)

Cobre. El cobre se encuentra en la carne, los moluscos, las legumbres y la cocoa. En el
organismo se distribuye ampliamente, participando como coenzima de varias enzimas como la
citocromo c¢ oxidasa, la superéxido dismutasa, la dopamina B-hidroxilasa, la monoaminooxidasa
y la lisil oxidasa. EI 90% del cobre plasmatico se encuentra unido a ceruloplasmina. La
deficiencia de este elemento se manifiesta principalmente por la disminucién de ceruloplasmina
en el suero y de lisil oxidasa; también se han descrito alteraciones en el metabolismo de las
catecolaminas asociadas con un déficit de la enzima dopamina B-hidroxilasa. En México la IDR
de cobre en nifios es 440 mg/dia, en hombres es 730 mg/dia y en mujeres es 730 mg/dia
(Bourges et al., 2005).



Cromo. Se encuentra en la levadura de cerveza, aceite de maiz, verduras, y granos enteros. En
animales se ha observado que la deficiencia de cromo produce intolerancia a la glucosa, efecto
gue es reversible con la suplementacién. Este elemento aumenta in vitro el estimulo de la
insulina para la oxidacién de glucosa y la lipogénesis en tejido adiposo. En el musculo se
observa mayor efecto de la insulina sobre la glicogénesis y el transporte de aminoacidos. El
cromo se distribuye en todo el organismo y su concentracidn disminuye con la edad. Se absorbe
alrededor del 10 a 25% del cromo de la dieta, como compuesto organico. El zinc y los fitatos
inhiben su absorciéon. En México la IDS de cromo en nifios (de 4 a 8 afios) es 15 mg/dia, en
hombres (de 19 a 30 afios) es 30 mg/dia y en mujeres (de 19 a 30 afios) es 22 mg/dia (Bourges
et al., 2005).

Selenio. Este nutrimento se encuentra en los pescados (especialmente atln), carne, cebollas y
visceras (higado, rifién, pancreas y corazén). En la sangre se encuentra en el plasma y en los
eritrocitos. En los tejidos forma parte de la glutation peroxidasa (GSHpx) y de algunos
aminoacidos sulfurados. Tanto las formas inorganicas como las organicas se absorben en el
duodeno. La absorcion es muy eficiente (75-100%) (Hirsch, 2004). En México la IDR de selenio
en nifios (de 4 a 8 afos) es 30 mg/dia y en hombres y mujeres (de 19 a 30 afios) es 48 mg/dia
(Bourges et al., 2005).

El selenio es un componente de diversas proteinas que contienen selenocisteina, por ejemplo, la
glutation peroxidasa que se encarga de la proteccion de los neutrdfilos contra los radicales libres
de oxigeno; otro ejemplo es la tioredoxina reductasa, la cual actia como antioxidante. El selenio
actlia como un antioxidante en el espacio extracelular y en el citosol asociado a la membrana
celular y especificamente en el tracto gastrointestinal, ejerciendo una influencia notable en los
procesos inmunoldgicos, la deficiencia de selenio ocasiona una disminucién en la capacidad
proliferativa de linfocitos frente a mitdgenos; disminuye la sintesis de leucotrienos B4 (moléculas
indispensables para la quimiotaxis de los neutrdfilos) en macréfagos; en cuanto a la respuesta
humoral, se sabe que los titulos de IgM, IgG e IgA disminuyen en ratas, mientras que en

humanos disminuyen los titulos de 1gG e IgM (Arthur et al., 2003).

Ademas actla como anticancerigeno, debido a sus efectos sobre la muerte celular programada,
en la reparacion del DNA, su papel en las selenoenzimas, su actividad antiangiogénica y la
inhibicién especifica que algunos metabolitos del selenio tienen sobre el crecimiento de células
tumorales (Aboul-Fadl, 2005).



Deficiencias Nutrimentales en México

Los sectores poblacionales mas afectados por la desnutricibn en México son los nifios, las

mujeres embarazadas y los adultos mayores.

Una revisién realizada por Rosado y colaboradores en 1995 mostré que la principal deficiencia
nutrimental en México es la de hierro, la cual se presenta principalmente en las zonas rurales
del sur y sureste del pais; también encontraron que la deficiencia de yodo prevalecia en algunas
zonas montafosas. Sin embargo ésta se informa en afios anteriores y no se encuentran datos
actualizados que reafirmen los hallazgos; finalmente la deficiencia de zinc se encontré en
mujeres embarazadas en Nuevo Ledén, asi como en nifios en edades preescolares, quienes

presentaron concentraciones bajas de zinc en eritrocitos.

Por su parte, Villalpando y colaboradores en 1993 estudiaron las deficiencias de hierro y zinc de

la poblacién mexicana, en nifilos menores de 12 afios y mujeres entre 12 y 49 afios.

Su estudio abarcé a la poblacion de 4 zonas del pais: 1) Norte: Baja California, Baja California
Sur, Coahuila, Chihuahua, Durango, Nuevo Le6n, Sonora y Tamaulipas; 2) Centro:
Aguascalientes, Colima, Guanajuato, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos, Nayarit,
Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa y Zacatecas; 3) Ciudad de México y Area Metropolitana y; 4)
Sur: Campeche, Chiapas, Guerrero, Hidalgo, Oaxaca, Puebla, Quintana Roo, Tabasco, Tlaxcala,

Veracruz y Yucatan.

En las tablas 1 y 2 se resumen los resultados obtenidos por estos investigadores, los cuales
muestran que el 66.6% de los nifios de 12 a 24 meses de edad presentaban la deficiencia de
hierro méas alta a escala nacional, la cual disminuye progresivamente con la edad; esta
deficiencia fue 10% mayor en las zonas rurales que en las urbanas hasta los 11 afios. También
encontraron deficiencia de zinc en el 33.9% de los nifios menores de 24 meses. Ademas, la
diferencia entre las zonas rurales y las urbanas fue del 50%, siendo los nifios de las zonas
rurales los més afectados; la deficiencia de zinc fue mayor en la zona sur del pais mientras que

en la zona norte fue menor.



En cuanto a las mujeres, la deficiencia de hierro a escala nacional representé un 40.5% de la
poblacién estudiada y fue mayor en el area rural que en la urbana. La deficiencia de zinc en
mujeres se presentd en alrededor del 30% de las muestras a escala nacional, no hubo
diferencia entre el &rea rural y urbana; la zona mas afectada fue el sur y la menos afectada fue

la Ciudad de México.

Tabla 1. Deficiencia de hierro y zinc en nifios menores de 12 afios y
mujeres no embarazadas entre 12 y 49 afios.

Edad Muestra Prevalencia de Muestra Prevalencia de

(afos) n deficiencia de hierro n deficiencia de zinc
(%) (%)
NINOS 0.5-2 35 66.6 31 33.9
3-4 120 48.1 128 32.9
5-6 188 37.2 186 21.4
7-8 238 33.8 265 19.3
9-10 232 35.5 268 21.6
11 118 38.7 123 24.4
Total 931 41.4 1001 25.3

MUJERES NO

EMBARAZADAS 12-49 563 40.5 543 29.7

Modificada de (Villalpando et al., 2003)

Tabla 2. Deficiencia de hierro y zinc en nifios menores de 12 afios y mujeres no embarazadas
entre 12 y 49 afios. Comparacion entre la zona rural y urbana.

Edad Muestra Prevalencia de Muestra Prevalencia de
(afios) n deficiencia de n deficiencia de
hierro zinc
(%) (%)
Zona Zona Zona Zona Zona Zona Zona Zona
rural urbana rural urbana rural urbana rural urbana
NINOS 0.5-2 16 19 74.6 62.2 12 19 24.7 36.6
3-4 52 68 61.5 42.3 53 75 55.8 21.6
5-6 91 97 42.3 34.6 88 98 34.3 13.9
7-8 109 129 40.2 31.3 129 136 28.3 15.2
9-10 108 124 41.7 32.4 126 142 37.1 13.6
11 57 61 31.2 42.1 60 63 41.1 16.7
Total 433 498 48.3 38.2 468 533 40.0 18.2
MUJERES NO
EMBARAZADAS 12-49 217 436 51.8 36.4 221 322 33.9 28

Modificada de (Villalpando et al., 2003)



Como ya se menciond, en las zonas rurales de nuestro pais existen problemas de nutricion en
nifios pequenos como deficiencias de nutrimentos en la dieta, retraso en el crecimiento y un alto
indice de morbilidad debido a enfermedades infecciosas. Debido a este problema, Rosado y
colaboradores llevaron a cabo un protocolo de suplementacion con hierro y zinc en 219 nifios en

edad preescolar en 1997.

Los suplementos empleados fueron 20 mg de metionina de zinc, 20 mg de sulfato ferroso, 20
mg de zinc combinados con 20 mg de hierro, o una solucién placebo. Después de 12 meses de
suplementacién oral diaria, encontraron que la concentraciébn de zinc en el plasma habia
aumentado significativamente en los grupos tratados con zinc solo y en combinacion con hierro,
ademas los grupos suplementados con zinc tuvieron menos episodios de diarrea. Finalmente, el
zinc no tuvo efecto sobre la velocidad de crecimiento ni sobre la composicién corporal de la

poblacién que estudiaron.

Otros estudios efectuados en México, incluyen datos sobre el contenido de elementos traza de
algunos alimentos; en general falta informacion sobre el contenido de nutrimentos (Zn, Fe y
Cu). En 1999, P Lépez y colaboradores realizaron un estudio de cuantificacion de estos metales
en los alimentos de mayor consumo en el pais de acuerdo con las Encuestas Nacionales de

Salud y Nutricion.

A continuacion se presentan algunos de los datos mas relevantes encontrados por este grupo de

investigacion.

Tabla 3. Contenido de Zn, Fe y Cu en cereales y productos derivados (mg/100 g)

Alimento Zinc Hierro Cobre
X D.E. X D.E. X D.E.
Tortilla amarilla 1.002 0.010 2.074 0.110 0.189 0
Tortilla de harina 2.165 0.012 1.756 0.046 0.174 0.005
Tortilla de harina integral 2.369 0.012 2.014 0.014 0.341 0.005
Bolillo 0.865 0.021 1.420 0.012 0.170 0

Modificado de (Lépez et al., 1999)



Tabla 4. Contenido de Zn, Fe y Cu en verduras (mg/100 g)

Alimento _ Zinc 7Hierro _ Cobre

X D.E. X D.E. X D.E.
Cebolla cruda 0.387 0.044 0.590 0.130 0.073 0.008
Jitomate crudo 0.140 0.016 0.000 0 0.040 0.014
Chile serrano crudo 0.277 0.016 1.140 7.500 0.122 0.047
Zanahoria cocida 0.176 0.008 0.345 0.120 0.032 0.047
Tomate verde cocido 0.162 0.020 0.806 0.280 0.054 0.047
Aguacate 0.222 0.008 0.549 0.110 0.109 0.081
Nopal cocido 0.141 0.021 0.680 0.060 0.046 0
Espinaca cruda 0.736 0.016 4.720 1.070 0.105 0.005
Chayote cocido 0.149 0.020 0.872 0.260 0.032 0
Elote cocido 0.289 0.008 0.944 0.140 0.116 0
Lechuga romana 0.243 0.033 0.284 0.060 0.024 0.005
Chile piquin 2.551 0.016 ND ND 1.280 0.005
Papas cocidas 0.494 0.024 0.442 0.040 0.113 0.008
Betabel cocido 0.311 0.028 0.352 0.080 0.084 0.008
Quelites cocidos 0.442 0.058 3.732 0.130 0.151 0.005
Brécoli cocido 0.503 0.024 1.314 0.230 0.097 0.008
Huazontle cocido 1.004 0.032 9.742 0.600 0.337 0.008
Epazote crudo 0.384 0.037 5.298 1.070 0.162 0.016
Cilantro crudo 0.664 0.005 2.440 0.090 0.157 0.016

Modificado de (L6pez et al., 1999)

Tabla 5. Contenido de Zn, Fe y Cu en frutas (mg/100 g)

Alimento _ Zinc 7Hierro _ Cobre

X D.E. X D.E. X D.E.
Melén 0.144 0.016 ND ND 0.017 0.008
Mango 0.139 0.008 0.466 0.050 0.114 0.005
Limén 0.080 0.016 0.217 0.090 0.028 0
Pifia 0.078 0.005 0.421 0.040 0.011 0.008
Sandia 0.098 0.028 0.171 0.040 0.020 0.008
Tamarindo 0.836 0.008 2.392 0.050 0.224 0.005
Guayaba con cascara 0.188 0.008 0.687 0.060 0.014 0
Pera con cascara 0.147 0.016 0.221 0.030 0.051 0.009
Coco 0.987 0.008 2.929 0.130 0.270 0.004
Platano 0.186 0.008 0.938 0.070 0.090 0
Naranja 0.073 0.014 0.129 0.020 0.008 0.002
Manzana 0.092 0.016 0.163 0.040 0.028 0.002
Papaya 0.041 0.008 0.174 0.040 0 0

Modificado de (Lépez et al., 1999)



Tabla 6. Contenido de Zn, Fe y Cu en leguminosas (mg/100 g)

Alimento _ Zinc 7Hierro _ Cobre
X D.E. X D.E. X D.E.
Lenteja cocida 1.159 0.005 3.464 0.090 0.154 0.004
Garbanzo cocido 0.682 0.017 2.223 0.050 0.161 0
Haba verde cocida 1.214 0.008 2.823 0.050 0.248 0
Frijol negro cocido 0.670 0.016 2.864 0.090 0.208 0.005

Modificado de (Lopez et al., 1999)

Tabla 7. Contenido de Zn, Fe y Cu en alimentos de origen animal (mg/100 g)

Alimento Zinc Hierro Cobre

X D.E. X D.E. X D.E.
Manteca de cerdo 0.279  0.0035 1.248 0.035 0 0
Mantequilla 0.230 0.015 3.070 0.040 0 0
Mayonesa 0.588 0.001 2.124 0.037 0.179 0.011
Salchicha 1.297 0.015 1.365 0.070 0.313 0.140
Crema 2.324 0.123 0.354 0.001 0.097 0
Jamon 1.615 0.013 1.024 0.042 0.102 0.007
Queso Oaxaca 3.118 0.029 1.299 0.049 0.114 0.003
Chorizo 2.542 0.092 2.542 0.058 0.201 0.005
Carne de res 9.193 0.650 2.144 0.058 0.110 0.006
Atdn 0.455 0.160 0.658 0.085 0.053 0.006
Pollo 0.898 0.078 0.538 0.013 0.067 0.002
Huevo 1.169 0.130 1.477 0.110 0.084 0.014
Yogurt 0.547 0.035 0.113 0.100 0 0
Higado de res 3.725 0.530 7.723 0.079 3.371 0.130
Leche entera (Mi leche) 1.589 0.026 1.121 0.119 0.136 0.005
Leche descremada (Nutrileche) 2.122 0.053 3.550 0.005 0.480 0.004
Leche entera en polvo (Alpura) 2.724 0.050 0.439 0.010 0.166 0.002

Modificado de (Lopez et al., 1999)



En otras investigaciones realizadas en México se observo que la dieta de las personas en paises
en desarrollo estd constituida por cereales y leguminosas que si bien aportan cantidades
importantes de hierro (Fe) y zinc (Zn), resultan tener baja disponibilidad. En 2005 RO Méndez y
colaboradores realizaron estudios de cuantificacion de estos dos elementos en los estados de

Sonora y Oaxaca.

Tabla 8. Contenido total de Fe y Zn en alimentos de Sonora, México.
Base seca (mg/100 Q)

Alimento Hierro total* Zinc total*
Frijol cocido 5.72 £ 0.00 243 +£0.01
Tortilla de maiz 2.62 £0.01 221 £0.01
Tortilla de harina de trigo 3.17 £ 0.02 0.91 £ 0.00
Carne molida 6.27 = 0.56 11.58 £ 0.38
Carne para cocer 3.74 £ 0.04 13.58 £ 0.05
Jamon 11.59 £ 0.03 4.39 = 0.03
Mortadela 474 + 0.44 3.42 +0.16
Salchicha 4.18 +0.28 3.52 +0.07
Huevo blanco 6.11 + 0.01 6.11 £ 0.01
Cazoén 2.50 + 0.13 1.39 +£ 0.00
Leche de vaca 0.78 £ 0.00 3.31 +£0.03
Queso fresco regional 1.10 £ 0.01 7.10 £ 0.07

Modificado de (Méndez et al., 2005) ‘Media + Desviacién estandar

Tabla 9. Contenido total de Fe y Zn en alimentos de Oaxaca, México.
Base seca. (mg/100 g)

Alimento Hierro total* Zinc total®
Pan
Sierra 2.31 + 0.02 1.48 + 0.00
Amarillo 4,26 + 0.02 0.69 = 0.01
Yema 1.79 + 0.03 1.18 + 0.06
Telera y Bolillo 4.55 + 0.01 0.64 = 0.02
Tortillas de maiz
Urbanas 1.58 + 0.03 1.75 + 0.02
Rurales 1.45 + 0.45 1.97 £ 0.01
Alimentos varios
Chorizo de puerco 3.32 £ 0.01 2.06 + 0.05
Quesillo 1.14 + 0.06 3.20 + 0.03
Queso fresco 0.86 = 0.02 3.03 + 0.02
Frijol negro 6.36 + 0.04 2.65 £ 0.05

Modificado de (Méndez et al., 2005) 'Media + Desviacién estandar
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En la Encuesta Nacional de Nutricion de 1999 se evalué el estado de nutricion en zinc en nifios
de 0 a 11 afios; en total se encontré que un 40% de la poblacion infantil en la zona rural tenia
deficiencia, mientras que en la zona urbana fue de 18.2%; los nifios mas susceptibles tenian
entre 3 0 4 aflos y 11 afios con un 55.8% y 41.1% respectivamente. También se establecid la
proporcion de mujeres con deficiencia de zinc y se encontré que 58.4% de las mujeres
embarazadas en la zona rural presentaba déficit, mientras que 33.9% de las mujeres no
embarazadas en la misma zona lo presentaban; el porcentaje de deficiencia en la zona urbana
fue menor, de 14.6% y 28% respectivamente. Estos datos muestran que la deficiencia de zinc
es un problema importante en la poblacibn mexicana y no es exclusivo de las zonas menos

desarrolladas del pais (Bourges et al., 2005).

Con el fin de contrarrestar la deficiencia de vitaminas y minerales en la dieta, la Secretaria de
Salud (SSA) realiz6 un programa de adicién de algunos nutrimentos a las harinas de trigo y maiz
empleadas en la elaboracién de pan y tortillas en México. Para ello, JL Rosado y colaboradores
elaboraron un esquema con las cantidades recomendadas de las vitaminas (tiamina 5 mg/kg,
riboflavina 3 mg/kg, niacina 35 mg/kg y acido félico 2 mg/kg en harina de trigo y 0.5 mg/kg en
harina de maiz) y los minerales (hierro 30 mg/kg y zinc 20 mg/kg) adicionados, asi como un
limite superior de adicién para evitar efectos en el producto o incluso excesos en los individuos,
este limite fue de 60% arriba del sugerido para la tiamina, la riboflavina y el acido félico y de
30% por arriba para la niacina, el hierro y el zinc. También se establecié un limite inferior como

control de calidad, que corresponde a 20% menos de la cantidad recomendada.

Esta iniciativa tiene gran importancia ya que la tortilla de maiz es uno de los alimentos béasicos
de la poblacién mexicana; ademas la elaboracion de tortillas a partir de harina industrializada es

cuantitativamente importante.

La adicion de nutrimentos a los cereales se debe a que durante el proceso de molienda para la
obtencién de la harina se pierden y es necesario restaurarlos; ademas la suplementacion de
cereales se emplea como vehiculo para aumentar el consumo de nutrimentos cuya presencia es

deficiente en una proporcién importante de la poblacién (Rosado et al., 1999).
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El Zinc

e La bioquimica del zinc

El elemento quimico de simbolo Zn, nimero atémico 30 y peso atomico 65.37, es un metal
maleable, ductil y de color gris. Fue descubierto por Andreas Marggraf en 1746. Es uno de los
elementos menos comunes; se estima que forma parte de la corteza terrestre en un 0.0005-
0.02% vy ocupa el lugar 25 en orden de abundancia entre los elementos

(www.lenntech.com/home.htm).

Es un mineral indispensable para nuestro organismo, mas del 85% del total de zinc presente en
él se deposita en los musculos, huesos, testiculos, cabellos, ufias y tejidos pigmentados del ojo
(www.zonadiet.com). El contenido total de zinc en el plasma es de 100 ug/100 mL, valor que
puede variar de acuerdo con la edad (adultos > adolescentes > nifios), el sexo (hombres >
mujeres), el embarazo (la cantidad se ve disminuida en el curso de esta etapa y con el uso de

anticonceptivos) e incluso la hora del dia (en la mafiana > en la tarde).

El zinc se absorbe en el yeyuno e ileon, la presencia de glucosa en el lumen intestinal ayuda a
este proceso, mientras que el calcio y el acido fitico pueden retardarlo. Se cree que la absorcion

se lleva a cabo por difusién pasiva y posiblemente por difusién mediada por acarreadores.

El zinc se excreta a través del tracto gastrointestinal; en las secreciones pancreaticas se llegan a
encontrar 2 a 5 mg/dia. Por via urinaria se pierden cerca de 500 a 800 pg/dia (sobre todo en el
thbulo proximal) y en el sudor se pierden alrededor de 500 a 600 ug/dia; finalmente hay

pérdida por la descamacién de la piel y a través de la capa epitelial del intestino.

El zinc lleva a cabo sus funciones bioquimicas en forma de cation divalente, unido a enzimas y a
otras proteinas. Sus propiedades quimicas hacen que bajo condiciones fisioldgicas no presente
reducciones u oxidaciones, por lo que es estable en medios biolégicos. Otra cualidad
fisicoquimica que posee es la de ser anfétero, por lo que existe en forma acuosa y como
complejo hidroxilado con valores de pH casi neutros. Tiene la capacidad de adquirir diferentes
geometrias, de tal forma que tiene numeros de coordinacién que van desde 2 hasta 8, siendo 4,

5y 6 los mas comunes en complejos enzimaticos (Vallee y Falchuk, 1993).
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e El papel del zinc en el sistema inmunolégico

La ingestion inadecuada del elemento puede ocasionar alteraciones en el proceso linfopoyético y
también puede ocasionar un aumento de la apoptosis. Se ha demostrado que los
glicocorticoides producidos durante la deficiencia de zinc causan atrofia timica que induce la

apoptosis de células pre T y pre B tanto in vivo como in vitro (Fraker y King, 2001).

LE King y colaboradores desarrollaron un modelo experimental con ratones adultos y
encontraron que la deficiencia de zinc tiene varios efectos como la reduccién del nimero de
linfocitos esplénicos lo cual conduce a la pérdida de la capacidad para montar la respuesta
mediada por anticuerpos; la alteracion de la linfopoyesis en la médula 6sea, lo cual ocasiona
una pérdida entre 30% y 70% de las células pre B, asi como de las células B maduras, aunque
las células pro B presentan resistencia a la deficiencia de zinc; todo esto ocasiona una reduccién
sustancial en el tamafio del compartimento linfoide mientras mas grave es la deficiencia. En sus
experimentos la adrenalectomia (remocion de las glandulas suprarrenales, en las cuales se
produce la corticosterona) produjo proteccion sustancial contra la atrofia timica producida por la
deficiencia de zinc (King et al., 2002; Ragib et al., 2007).

La deficiencia de zinc también tiene efectos adversos sobre las funciones de las células NK, de
las células citotéxicas, de los macréfagos y neutréfilos; ademas se aumenta la apoptosis de

linfocitos y otras células.

Algunos de los efectos sobre el sistema inmune en ancianos incluyen una reduccién en la
cantidad de células T (especialmente en las células T naive) y disfuncion y desequilibrio en la
subpoblacion de células cooperadoras (Kahmann et al., 2006). También disminuye la actividad
del timo y de las hormonas timicas; se da un cambio en el equilibrio Th1/Th2 hacia Th2;
disminuye la respuesta hacia las vacunas y hay una alteracion de las funciones de las células del

sistema inmune innato (Haase et al., 2006).

Ademas de la desnutricidn, la deficiencia de zinc se puede deber al sindrome de mala absorcion,
cirrosis, dafio renal crénico, enfermedad de células falciformes, por el consumo de agentes
gquelantes como la penicilamina la cual se utiliza como terapia contra la enfermedad de Wilson y

otras.
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En numerosos estudios en animales y humanos se muestra que la deficiencia de zinc ocasiona
disminucién en la resistencia a infecciones, los animales entonces se vuelven més susceptibles a

agentes infecciosos. En la tabla 10 se muestran algunos ejemplos.

Tabla 10. Agentes patégenos asociados con la deficiencia de zinc

Tipo Nombre

Herpes simplex
Semliki forest

Virus

Francisella tularensis

) Listeria monocytogenes
Bacterias

Salmonella enteritidis
Mycobacterium tuberculosis

Trypanosoma cruzi
Tripanosoma musculi

Parasitos —
Toxoplasma gondii

Plasmodium yoelii
Eucariotes Candida albicans
Heligmosomoides polygyrus
Strongyloides ratti
Helmintos Trichinella spiralis
Fasciola hepatica
Schistosoma mansoni
Modificado de (Shankar y Prasad, 1998)

La diarrea es una de las manifestaciones clinicas de la deficiencia de zinc tanto en humanos
como en animales; ademés puede agravar aun mas la deficiencia ya que se pierde gran
cantidad del elemento en las heces. Esta pérdida se puede dar, por ejemplo, en el sindrome de
la acrodermatitis enteropética, que es un padecimiento congénito hereditario, en la que hay una
anormalidad en la absorcién intestinal del zinc; esto puede reducirse al administrar dosis orales
del nutrimento, lo cual ocasiona que desaparezcan los sintomas; en Bangladesh se realiz6 un
estudio en niflos con diarrea y tras la administracion de zinc se observdO mejora en la
permeabilidad de la mucosa del intestino (Penny, 2002).

La suplementacion con zinc también se asocia con la disminucion del estrés oxidativo y la
mejora del sistema inmune; quiza estos pueden ser los dos mecanismos mediante los cuales
pueda ejercer su actividad en la prevencion de procesos neoplasicos. Sin embargo, se necesitan
estudios preclinicos y clinicos para establecer la modulacion de las vias genética y epigenética
(Prasad y Kucuk, 2002).
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Varios protocolos de suplementacion con zinc realizados en humanos han demostrado la
reduccion en la incidencia y la duracién de diarrea aguda y crénica en un intervalo de 25 a 30%,
y en la incidencia de infecciones respiratorias menores en un 45%. En estudios realizados en
nifios menores de 13 afios, se encontr6 que la suplementacion con zinc se acompafa de

aumento estadisticamente significativo en el crecimiento y aumento de peso corporal.

Estudios realizados en P. Nueva Guinea informan que la suplementacion con zinc reduce la
incidencia de la malaria en un 35%; ademds disminuye la frecuencia de la elevacion de la
temperatura en nifios infectados con el parasito Schistosoma mansoni, asi como disminucion en

la cuenta de huevos del parasito (Prasad, 1998).

En cuanto a individuos de la tercera edad, quienes constituyen el otro extremo de la poblacion
vulnerable a la deficiencia de zinc, se ha investigado que la disminucién de la ingestién de zinc
se relaciona con los cambios alimenticios de esta proporcion de la poblacion, los cuales pueden
reducir tanto la cantidad como la biodisponibilidad del elemento. Los alimentos de origen animal
tienen una mayor biodisponibilidad del zinc comparada con los de origen vegetal. Los cambios
asociados a la edad también influyen en el estado de zinc ya sea por la presencia de
enfermedades o por el uso concomitante de medicamentos. Se tiene registrado que mas del
90% de la poblacion anciana en Estados Unidos tienen una ingestion de zinc menor a la

recomendada.

La concentracion de zinc en el suero disminuye con la edad; sin embargo las concentraciones en
la circulaciéon no reflejan del todo las concentraciones en los tejidos. Debido a que la sintesis de
proteinas requiere de zinc, las concentraciones de proteinas en el suero son una medida
indirecta del estado de zinc. La deficiencia del elemento se asocia con la reduccion en la

concentracion de proteinas tales como la transferrina y la transtiretina (Boukaiba et al., 1993).
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El Timo

Los érganos linfoides son tejidos que tienen un gran ndmero de linfocitos contenidos en un
ambiente de células no linfoides que les permiten diferenciarse, iniciar la respuesta inmune
adaptativa y preservar su produccion. Los drganos linfoides pueden clasificarse de acuerdo con
su funciéon en centrales o primarios, donde los linfocitos se generan y en periféricos o
secundarios, donde se inicia la respuesta inmune adaptativa y donde se almacenan los
linfocitos. Los 6rganos linfoides centrales son la médula 6sea y el timo mientras que los 6rganos
periféricos son el bazo, los ganglios linfaticos y el tejido linfoide asociado a mucosas (MALT vy
GALT).

Los érganos linfoides primarios proporcionan microambientes esenciales para la linfopoyesis, es
decir la produccién inicial de linfocitos a partir de células progenitoras. La funcion de los 6rganos
linfoides secundarios es llevar a su maximo los encuentros entre los linfocitos y las sustancias
extrafas y es a partir de estos sitios donde se inicia la mayor parte de las respuestas inmunes
(Parslow et al., 2002).

El timo es un érgano linfoide primario, se localiza en la parte superior de la cavidad toracica. Se
divide en dos lébulos conectados por tejido areolar y limitados por una capsula de tejido
conectivo. Los lébulos varian en tamafio, forma y orientacibn mientras que los elementos
histologicos del timo son similares en todos los vertebrados. Cada Iébulo contiene linfocitos T
inmaduros, los cuales se encuentran embebidos en una red de células epiteliales conocidas
como estroma timico. En conjunto, estos elementos dan lugar a la formacién de una corteza

densa y de una médula menos compacta.

La corteza se subdivide en un area subcapsular que contiene células precursoras inmaduras y
densamente empaquetadas, la cual a su vez se compone de una corteza interna y una externa.
La médula timica se distingue histoldgicamente por tener una distribucion menos densa de
linfocitos T, mas queratina y por la presencia de células epiteliales timicas completamente
diferenciadas conocidas como corpusculos de Hassall. Entre la corteza y la médula se encuentra
la regidén corticomedular, la cual es un area rica en vasos sanguineos y en donde las trabéculas

pueden alcanzar la médula.
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En conjunto, la médula y la corteza forman el espacio timico epitelial, sitio en el que se lleva a
cabo la timopoyesis. Otra regién anatomica del timo es conocida como el espacio perivascular,
el cual se localiza entre la capsula y los elementos vasculares, pero esta region no contiene
linfocitos T en desarrollo. En el nacimiento, el timo se compone principalmente del espacio
timico epitelial, sin embargo con la edad, el 6rgano comienza a atrofiarse dando como resultado
un aumento del espacio perivascular. Este comienza a llenarse con adipocitos, fibroblastos y
otras células linfoides; no es claro de donde se originan las células de este espacio y cual es su
papel especifico en el desarrollo timico y en su atrofia. El timo también esta colonizado por
macréfagos derivados de la médula 6sea, lo cuales se concentran en la médula timica pero

también se encuentran en la corteza aunque en menor cantidad (Taub y Longo, 2005).

El timo alcanza un tamafio maximo de aproximadamente 25 cm?® dentro de los primeros 12
meses de vida. A partir de este punto, el espacio timico designado para la linfopoyesis
disminuye su volumen en un 3% por afio hasta la pubertad, y posteriormente la disminucion es
del 1% por afio. Bajo estas consideraciones, la pérdida total del timo ocurrira a los 105 afios de
edad (Mitchell et al, 2006)

Durante la involucién, en los l6bulos se pierde la definicibn entre las regiones corticales y
medulares debido a la disminucién en el nimero de linfocitos T corticales; esta pérdida puede
ser significativa, por ejemplo un ratén de 24 meses tiene menos del 1% de células T de lo que

tiene uno recién nacido (Rodewald, 2008).

adi

Modificada de (Taub y Longo, 2005)

Figura 1. Timo de ratén, se muestra la involucién timica (A. 4 meses, B. 12 meses, C.>12
meses)
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Se conocen diferentes factores fisioldgicos y patologicos que interfieren con el funcionamiento
normal del timo, entre los cuales se encuentran las infecciones, edad, embarazo, pubertad,
estrés fisico y emocional, factores ambientales, alteraciones hormonales y las concentraciones
de citocinas y de zinc en el organismo. Por otra parte, la atrofia timica no es Unicamente
consecuencia de la edad, existen otras condiciones como la pubertad, embarazo, timomas,
inflamacion, alteraciones psicolégicas, ejercicio, oxidacion, infecciones bacteriana y virales,
estrés, medio ambiente, exposicion a sustancias toxicas, desnutricion, terapia con
glicocorticoides, quimioterapia, radioterapia, enfermedad de injerto contra huésped, sindrome
de distrés respiratorio agudo, hipoxia, exposicion a campos magnéticos, traumas (Taub y Longo,

2005).

Existen diferentes hipétesis que explican los mecanismos mediante los cuales se lleva a cabo la
involucién timica tanto en humanos como en ratones; estas son: la disminucién en la migracion
hacia el timo de progenitores de células T desde la médula Gsea, alteraciones en el rearreglo del
receptor de las células T (TCR), la pérdida de células dentro del microambiente timico y las
alteraciones en la cantidad de hormonas, citocinas (IL-7, IL-2, IL-9, IL-10, IL-13 e IL-14) y

factores de crecimiento tanto en la circulacion como dentro del timo (Jin et al., 2006).
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Linfocitos

El cuerpo humano adulto sano contiene cerca de un billén de linfocitos; la mayor parte de estas
células son practicamente idénticas entre si cuando se examinan por medio de técnicas
histolégicas convencionales. En un adulto joven sano (< 30 afios), hay aproximadamente 2x10™*
células T, de las cuales entre 1 y 2% se encuentran en la sangre y de éstas, mas del 50%

forman parte de la poblacién de células T naive.

El linfocito clasico es una célula pequefia de forma redondeada, tiene un didmetro de 5 a 12 um
y contiene un nucleo esférico con cromatina nuclear densamente compacta y citoplasma tan

escaso que apenas es detectable (Parslow et al., 2002).

El timo en los mamiferos es responsable del desarrollo, seleccion y exportacion de linfocitos T
naive hacia la periferia, proceso conocido como timopoyesis. La mayoria de los progenitores de
timocitos inmaduros son negativos para los marcadores de superficie CD4 y CD8 y su etapa de

maduracion puede distinguirse por la expresion diferencial de las moléculas CD44 y CD25.

Los progenitores mas tempranos de las células T son la poblacion CD44"CD25" (doble negativo,
DN) y tienen la capacidad de producir células T, células dendriticas y células asesinas naturales
(NK). Las células DN entran eventualmente a la zona subcapsular donde se lleva a cabo una
expansion masiva independiente de antigeno con el fin de proveer de un nimero suficiente de
timocitos que serdn posteriormente seleccionados. Dentro de la zona subcapsular los timocitos
DN se subdividen de acuerdo con la expresion de CD44 y CD25 de manera secuencial de
CD447CD25 (DN-1) a CD44'CD25" (DN-2) a CD44°CD25" (DN-3) a CD44°CD25  (DN-4).
Durante la etapa de expresion de la molécula CD25 se lleva a cabo un rearreglo de la cadena
del receptor de la célula T (TCR) el cual posteriormente se expresa en la superficie celular junto
con una cadena o del pre TCR, continta el proceso de seleccion, rearreglo y finalmente la

expresion de la cadena o del TCR.

Mientras los timocitos maduran, tienden a desplazarse progresivamente y de forma radial desde
la regién subcapsular exterior de la corteza hacia la corteza interior y luego hacia la médula.
Esta migracién coincide con la diferenciacion de los timocitos inmaduros doble positivos (DP)
CD4*CD8" a los positivos maduros (SP) CD4"CD8 y CD4'CD8", formando asi el repertorio de

células T.
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La seleccion positiva y negativa ocurre dentro de la corteza y de la médula, produciendo células
T maduras capaces de reconocer una amplia variedad de antigenos en el contexto del Complejo
Principal de Histocompatibilidad (CPH). En este proceso de seleccion se pierde poco més del
95% de los timocitos en desarrollo ya sea porque son muy avidos para reconocer antigenos

propios o porgue no son capaces de reconocer antigenos en el contexto del CPH.
Las células CD4" o CD8" que expresen adecuadamente las cadenas off del TCR migran de la

region medular a la periferia como parte del repertorio de células T maduras y funcionales
(Taub y Longo, 2005; Alberts et al., 2008).

Figura 2. Diferenciacion de los linfocitos T en el timo.
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Modificada de (Taub y Longo, 2005)

Las células T maduras que expresan CD4 tienen receptores que reconocen péptidos unidos a las
moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad clase Il propias y son programadas
para convertirse en células secretoras de citocinas Thl o Th2. En contraste, la mayoria de las
células gque expresan CD8 tienen receptores que reconocen péptidos unidos al CPH clase |
propio y son programadas para convertirse en células citotoxicas efectoras. Asi, la seleccion
positiva también determina el fenotipo de la superficie de la célula y el potencial funcional de la

célula T madura.
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El sistema de células T periféricas abarca varias poblaciones fenotipicamente distintas. Los
linfocitos T que expresan el receptor T o (TCR) comprenden més del 90% de todas las células
T que se encuentran en los érganos linfoides secundarios y en la sangre periférica (en humanos

y en ratones).

Como ya se mencion6 estos linfocitos se subdividen en células T aff CD4", las cuales reconocen
antigenos peptidicos presentados por CPH clase Il; y en células T o CD8", que interactGan con

los antigenos peptidicos en el contexto de moléculas del CPH clase 1.

En conjunto, aproximadamente 70% de las células T en sangre humana o en tejidos linfoides
secundarios es CD4*CD8’, mientras que el 25% es CD4'CD8", el 4% de las células T periféricas
son CD4°CD8 (linfocitos dobles negativos) y el 1% restante son células T extratimicas dobles

positivas CD4*CD8" cuya funcién se desconoce.

Los patdgenos citosolicos son los estimuladores mas potentes de células T CD8", mientras que

los linfocitos T CD4 son estimulados principalmente por patégenos fagosomales.

La principal funcion de las células T CD8" es matar a las células infectadas. Estas células pueden
eliminar a sus células blanco por dos mecanismos distintos: a) via secretora y contacto
membrana con membrana que involucra a las perforinas y granzimas; b) via no secretora
mediada por receptores de muerte celular presentes en la superficie celular, uno de ellos es la

proteina Fas o CD95.

La respuesta de las células T CD8" frente a infecciones virales agudas consta de 3 fases:

activacion y expansion, muerte y memoria.

Durante la etapa inicial, la cual dura alrededor de una semana, hay una expansion dirigida por
el antigeno especifico del linfocito T y su diferenciacién a linfocito T citotoxico efector (CTL).
Posteriormente (entre una y dos semanas) sobreviene un periodo de muerte celular cuando la
mayoria de las células T activadas experimentan apoptosis y la actividad efectora se desploma.
Esta contraccion de la respuesta de las células T es tan dramatica como la expansion, ya que
desaparece el 95% o0 mas de las células T especificas para el antigeno. Este fendmeno, llamado

muerte celular inducida por activacion (AICD, por sus siglas en inglés Activation-Induced Cell
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Death) sirve como un mecanismo para la regulacion del nimero de células y el mantenimiento
de la homeostasis. La apoptosis que resulta de la interaccién Fas (CD95)/Ligando de Fas (FasL)
y el papel del TNF en la apoptosis de las células T CD8" activadas también ha sido
documentada. La tercera etapa de la respuesta celular T se caracteriza por la generacion de

células de memoria y puede durar varios afos.

Las células T CD4" tienen una importancia central en la inmunidad antiviral. Son necesarias para
las respuestas mediadas por anticuerpos y por las células T CD8" y pueden actuar como

efectoras de si mismas al producir citocinas antivirales como el IFN-y y el TNF.

Un papel importante de las células T CD4" en las infecciones virales es la de proveer ayuda para
la expansién clonal y la diferenciacion de las células B especificas para el virus. La respuesta
CD4 frente a infecciones virales se denomina regularmente de tipo Thl y es caracterizada por la

produccion de IFN-y e IL-2, lo cual lleva a la respuesta de 19G,..
Sin embargo también se puede dar una respuesta de tipo Th2, caracterizada por la secrecion de

IL-4 e IL-5. Los parasitos pueden polarizar la respuesta hacia Th2, pero en las infecciones

virales parece existir una mezcla de ambas (Janeway et al., 2001).
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Antecedentes en el Laboratorio de Investigacién en Inmunologia (LII) de la Facultad de Quimica

Entre otros elementos, la carencia de zinc tiene efectos sobre la respuesta inmune y su mayor
efecto se localiza especialmente en los dos extremos de la vida, la infancia y la vejez. Este
problema es frecuente en paises en desarrollo, como secuela de la desnutricién debida a dietas

hipoproteicas e hipocaléricas. Dicha situacién se agrava en la gestacion y en los neonatos.

En 1997 se realizaron estudios de suplementacion con zinc en un modelo murino, empleando la
cepa de ratones BALB/c para determinar sus efectos en la respuesta inmune durante etapas
especificas de la ontogenia. Los grupos experimentales recibieron 500 y 1000 ug/mL de acetato
de zinc durante la gestacion, la lactancia y la postlactancia. Los resultados de este estudio
mostraron que la suplementacion hasta la lactancia produce un aumento en la proliferacién de
linfocitos esplénicos, obteniendo ademéas mejores resultados en el grupo que recibié 500 ug/mL;
sin embargo, cuando el tratamiento continué hasta la postlactancia la linfoproliferacion
disminuye. Por otra parte se observd que en ambos grupos experimentales aumenta la
respuesta mediada por IgM tanto en animales de 21 como de 42 dias de edad (Lastra et al.,
1997).

Asimismo, se ha investigado que el zinc actia como mitégeno; la estimulacion in vitro de
esplenocitos con concentraciones de zinc 0.1mM ocasiona aumento en la proliferacion celular,
sin embargo un exceso del metal puede llegar a saturar los mecanismos involucrados en la
estimulacion, de tal forma que se ve reflejado en una disminucion de la proliferacion (Lastra et
al., 2001). De forma similar, la suplementacién oral de ratones (hasta la lactancia) méas la
estimulacion posterior in vitro de macréfagos peritoneales mejord la capacidad funcional de
estas células (evaluada por eritrofagocitosis) y nuevamente cuando la suplementacion se

prolonga, se observé una disminucién en el mismo pardmetro (Lastra et al., 2000).

Se conoce ademas que el zinc modula procesos especificos que controlan y facilitan la expresion
genética, como la replicacion del DNA y del RNA, la sintesis de proteinas, el metabolismo de los
hidratos de carbono y lipidos, los procesos que median el metabolismo de alguna vitaminas

como el retinol, la piridoxina y el folato (Lastra et al., 2001).
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Por otra parte, se ha observado el efecto del zinc en la disminucion dramatica de la carga
parasitaria en cisticercosis, para ello se emplearon ratones infectados por via intraperitoneal con
el cisticerco de Taenia crassiceps, y se observd que la infeccion se combate mediante una

respuesta de tipo Thl, lo que deriva en una proteccion importante. (Fragoso et al., 2001).

En el LIl se ha demostrado que el zinc administrado en forma oral durante etapas perinatales
incrementa la expresion de citocinas como IL-1, IL-12, TNF-a; a la vez se observa aumento de
IL-2 y de IFN-y, tanto in vivo como in vitro. Es decir, se muestra aumento en la respuesta de
citocinas proinflamatorias, seguida de aumento en la respuesta celular en el neonato, lo que
debe conducir a un efecto positivo en el control de infecciones en estas etapas (Lastra et al.,
2004).

Se han observado efectos importantes del zinc sobre el timo. Inicialmente se encontré un efecto
positivo sobre la involucion del érgano. También se ha detectado que el retraso en la involucion
timica es atribuible a la inhibicion de la apoptosis. Este fendbmeno parece estar directamente

asociado con las concentraciones de zinc intracelulares (Lastra et al., 2005).

JUSTIFICACION

La falta de zinc en la dieta de los individuos sumado a la baja biodisponibilidad del elemento en
algunos alimentos hace necesario que se realicen estudios de suplementacion como una forma
de aportar la cantidad necesaria para alcanzar los valores de ingestion diaria recomendada y

evitar la aparicion de efectos adversos.

En el sistema inmune, la disminucién de zinc provoca reducciones en el ndmero total de
linfocitos tanto en humanos como en animales. La linfopenia y la atrofia timica son marcadores
de la desnutricién. En general, los efectos adversos que causa la deficiencia de zinc pueden ser

corregidos mediante la suplementacion adecuada.

Es importante mencionar que no se debe exceder el consumo de zinc, puesto que su
acumulacién puede saturar y disminuir algunas funciones celulares inmunolégicas importantes.

Este trabajo busca demostrar que la suplementaciébn con zinc puede mantener la
citoarquitectura timica sin causar efectos adversos a este érgano que es de gran importancia

inmunoldgica.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo General

e Establecer el efecto que tiene la administracion de zinc por via oral sobre la histologia y

distribucion celular del timo de ratones BALB/c en etapas perinatales

Objetivos Particulares

Conocer y estandarizar los procedimientos para la fijacion, corte y tincion histoldgica del

timo de una cepa singénica de ratones BALB/c

e Plantear e implementar un esquema de suplementacion con zinc empleando un modelo

murino en etapas perinatales

e Establecer, mediante técnicas histoldgicas y de andlisis de imagenes los efectos del zinc

en el tamafo de la corteza y de la médula de los timos

¢ Determinar la influencia del zinc sobre el porcentaje de linfocitos en la corteza y en la

médula de los timos de ratones
e Localizar y cuantificar otras poblaciones celulares de importancia inmunoldgica en el timo

de animales suplementados con zinc, como son las células reticuloepiteliales y los

corpusculos de Hassall

Hipétesis

La suplementacion con 500 ug/mL de zinc de los ratones modificara la celularidad del timo de

forma benéfica sin alterar su estructura fundamental.

25



DISENO EXPERIMENTAL

Suplementacién y Organizacién de Grupos Experimentales

Se emplearon ratones machos de la cepa BALB/c del bioterio del LII, se decidié no trabajar con
hembras para excluir los cambios hormonales como otra posible variable. Los animales se
dividieron en grupos de acuerdo con la suplementacion que recibieron (Zn0, Zn500) y a la edad
(21, 28, 35, 42, 49, 56 y 63 dias).

Los grupos experimentales (Zn500) recibieron 500 ug/mL de acetato de zinc (Mallinckrodt-Baker,
México, Cat. 8740) en el agua de beber desde el dia de cruza de los progenitores (n=21). Los

grupos testigo (Zn0) no recibieron el suplemento en el agua de beber (n=21).

Los animales de ambos grupos recibieron el mismo alimento comercial (2018S, Harlan Teklad
Global Diets, Madison, Winsconsin, USA). Todos los ratones se mantuvieron en cajas de plastico
equipadas con cubiertas de acero y aserrin estéril; las botellas para el agua fueron de vidrio con

tapa de polietileno y bebederos de acero inoxidable.

MATERIAL Y METODOS

Tratamiento de los Timos

Para cada edad y tratamiento, los ratones se eutanizaron empleando una camara cerrada con
éter durante 5 minutos aprox. Posteriormente, los timos integros se extrajeron quirdrgicamente
y se sumergieron en una solucion de formaldehido al 10% (J.T. Baker, USA, Cat. 8740) para ser
fijados durante 6 a 24 h dependiendo del tamafo; posteriormente se deshidrataron,
sumergiéndolos en soluciones de alcohol en agua destilada de mayor a menor polaridad (etanol
al 50%, etanol al 70%, etanol al 96%, alcohol absoluto, alcohol absoluto:xilol (1:1) y xilol) (J.T.
Baker, USA); se realiz6 el aclaramiento de los érganos sumergiéndolos en xilol absoluto (J.T.
Baker, USA, Cat. 9490-03) durante 1 a 6 h y se incluyeron en parafina para histologia (Merck,
Darmstadt, Alemania, Cat. 7163) en horno a 60°C durante 30 min a 6 h. Finalmente se obtuvieron
cortes de 4um de grosor por triplicado mediante el uso de un microtomo (Leica, Mod. RM2125RT,
Alemania), los cuales fueron adheridos a portaobjetos tratados previamente con adherente
Histogrip (Zymed, San Francisco California, USA, Cat. 00-8050) (Boenisch, 2001).
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Desparafinacion

La desparafinacion se realiz6 sumergiendo los cortes en xilol absoluto (J.T. Baker, USA, Cat. 9490-
03) durante 15 minutos. Posteriormente se hidrataron de los tejidos sumergiéndolos en los

siguientes disolventes*:

Xilol* 2 cambios de 5 minutos

Xilol:Alcohol absoluto (1:1) 1 cambio de 3 minutos

Alcohol absoluto? 1 cambio de 2 minutos
Etanol al 96% 1 cambio de 2 minutos
Etanol al 70% 1 cambio de 2 minutos
Etanol al 50% 1 cambio de 2 minutos

*J.T. Baker, USA, Cat. 9490-03, *Cat. 9401-01

Tincion y Andlisis Histoldgico

Se llevé a cabo un estudio histoldgico tradicional del timo empleando tinciones de hematoxilina-
eosina y se complementé mediante el uso de un programa computacional para el andlisis de
imagenes que nos permitié efectuar la identificacion y cuantificacion automatica de elementos

celulares en los cortes.
Se realizé la tincion con hematoxilina (J.T. Baker, USA, Cat. 3870) y eosina (J.T. Baker, USA, Cat.
3871); finalmente se adicioné el medio de montaje (Zymed, San Francisco California, USA, Cat. 95-

9541).

Para el estudio histolégico de los timos y la captura y el andlisis de las imagenes se empled un

microscopio modelo BX5 Professional Series y el programa Motic Image Advanced 3.1.

Andlisis Estadistico

En los casos que se indican, se realizd el andlisis de varianza (ANOVA) empleando el programa
GraphPad Prism 4.03. y posteriormente la prueba t de Student, considerando como significancia

estadistica una p<0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El érgano linfoide que analizamos en este protocolo es el timo, su importancia radica en que
en éste se lleva a cabo la maduracién y diferenciacion de los linfocitos T, los cuales son
fundamentales para llevar a cabo la respuesta inmune celular. En la corteza del timo las
células que predominan son los linfocitos los cuales son mas diferenciados en

inmunocompetentes mientras mas cercanos estén a la médula (Jin et al., 2006).

Con el proposito de profundizar en los efectos del zinc sobre la histologia del timo, en este
trabajo analizamos la corteza y la médula del timo de los ratones BALB/c de 21, 28, 35, 42,
49, 56 y 63 dias de edad y suplementados con zinc desde el dia de cruza de sus
progenitores. Los grupos testigo correspondientes no recibieron la suplementacién (Figura

3).

Como se esperaba, en los cortes histolégicos se observd que en la corteza timica las células
gue predominan son los linfocitos, células con un ndcleo muy grande y poco citoplasma,
gue con la tincion de hematoxilina-eosina adquirieron un color morado intenso o purpura.
Por otra parte en la médula también observamos menor cantidad de linfocitos, células
reticuloepiteliales y corpusculos de Hassall; estas uUltimas dos subpoblaciones celulares se

tiferon de color rosa con la eosina.

Las diferencias celulares anteriormente descritas hicieron posible identificar y analizar las
zonas histoldgicas del timo, asi como las diferentes estirpes celulares presentes sin mostrar

cambios notables entre los grupos adn bajo el criterio del observador experto.
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Figura 3. Corte longitudinal de timo de ratones Zn500 A y C yZnO B y D . Aumento
40x y 400x. La corteza del timo se observé de color morado intenso debido a la afinidad que
tiene la hematoxilina por los componentes nucleares, en esta zona predominan los linfocitos. La
médula se observd de un tono maés claro, en esta region encontramos linfocitos (en menor
cantidad), células epiteliales, macréfagos y corpUsculos de Hassall. La suplementacion con zinc no
ocasion0 diferencias en el tamafio de estas regiones.
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Para obtener resultados cuantitativos, se continud el protocolo empleando el programa Motic

Image Advanced 3.1. La figura 4 explica el procedimiento para cuantificar el &rea de la corteza y

de la médula de cada timo por campo a un aumento de 40x.
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Figura 4. Corte longitudinal de timo de un raton de 49 dias de edad, aumento 40x.

A Zn500 B ZnO. En el recuadro superior derecho de ambas imagenes se muestra la figura
panoramica del corte. En la figura principal correspondiente observamos seleccionada el area total
de cada corte y las areas de la médula. La médula se encuentra seccionada. Debido a que
obtuvimos cortes longitudinales, la suma de las secciones se consider6 como el area total de la
médula. Mediante la diferencia entre el area total del corte y el area de la médula se calculd el

area de la corteza.
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Los resultados para cada grupo experimental de las &reas de la corteza y de la médula se

muestran en la tabla 11, con estos datos se realizaron las graficas 1y 2.

Edad Area médula Area corteza
(dias) (um?) (um?)
Zn500 Zn0 Zn500 Zn0

21 883721 475421 4933708 1990496
28 858754 813413 3204151 3173075
35 581207 615228 2463899 3730383
42 605104 494866 2232928 2403558
49 793159 750890 3890102 2580281
56 552982 637436 1679105 1852399
63 747458 741762 2134512 3364553

Tabla 11. Efecto de la suplementacion con zinc sobre el area de la corteza y de la médula. Se
muestran los valores promedio del &rea de la corteza y de la médula timicas de ratones suplementados
con zinc (Zn500) y sus testigos (Zn0)

Como se observa en los testigos (Zn0), el area de la médula tiende a disminuir con la edad y se
observa con respecto al tiempo de suplementacion que para los ratones Zn500 el area fue
mayor comparada con los Zn0, excepto a los 35 y 56 dias. En los ratones de 21 dias, Zn500 esta

diferencia se acentua.
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Grafica 1. Area de la médula del timo. Observamos que para los ratones de 21 y 42
dias Zn500 el area medular es mayor respecto a los testigos. Estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas. (t de Student p>0.05, GraphPad Prism 4.03).
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En cuanto al area de la corteza para los animales Zn500 se observa una tendencia a disminuir

con la edad y los testigos tienen un comportamiento similar.

Podemos explicar por qué en los ratones Zn500 de 21 dias observamos que las areas de la
corteza y de la médula fueron mayores respecto a sus testigos; esto se puede deber a que las
crias obtuvieron mayor cantidad de zinc de la leche materna y la gestacion pero una vez
terminado el periodo de lactancia, la cantidad de zinc que recibieron provino exclusivamente del
suplemento contenido en el agua de consumo. Ademas en etapas tempranas el sistema
inmunolégico no ha madurado completamente y como se ha mostrado en trabajos previos

podria verse maodificado con mayor facilidad (Lastra et al, 2004).

NE Il /n0

= 4400000-

@

@& 3400000-

S

< 2400000+

Q

<

1400000
T T T T T T 1
21 28 35 42 49 56 63
Edad (dias)

Grafica 2. Area de la corteza del timo. Observamos que el area de la corteza de los
ratones de 21 y 49 dias Zn500 es mayor respecto a los testigos. No se encontraron
diferencias significativas (t de Student p>0.05, GraphPad Prism 4.03).

En resumen, en las graficas 1 y 2 se puede observar que no hay cambios significativos en las
areas de la médula ni de la corteza debidas a la suplementacién con zinc. Pero si se observo
que, con respecto a la edad, el area de la médula tiende a disminuir ligeramente en ambos

grupos (Zn500 y Zn0). La corteza también present6é ese comportamiento.
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Con los valores de &rea de corteza y médula se calcul6 el indice corteza/médula (Tabla 12) para
evaluar algun cambio en la proporcion de estas zonas respecto al tratamiento o a la edad
(Gréfica 3).

Los valores de indice corteza/médula fueron mayores en los ratones Zn500 a los 21 y 49 dias,
mientras que en el valor fue marcadamente mayor para los grupos Zn0 a los 42 y 63 dias. En
general no observamos relacién entre el indice corteza/médula y la edad o el tratamiento. La

disminucién en el indice corteza/médula muestra una disminucion de los componentes de la

corteza.
Edad (dias) indice C/M
Zn500 Zn0
21 5.58 4.19
28 3.73 3.90
35 4.24 6.06
42 3.69 4.86
49 4.90 3.44
56 3.04 2.91
63 2.86 4.54
Tabla 12. Indice corteza/médula
7.00

6.00 -
5.00 - {
24.9%
4.00 -
3.00 -
2.00 -
1.00 +
0.00 -
21 28 35 42 49 56 63

Edad (dias) W Zn500 m Zn0

Grafica 3. Indice corteza-médula. El indice corteza/médula del grupo Zn500, 21 d se incremento
un 24.9% comparado con su testigo y un 29.8% en los animales de 49 dias. Mientras que en los
ratones Zn500 de 35, 42 y 63 dias hubo un decremento del 30, 24.1 y 37% respectivamente.
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Ademas de estudiar la influencia del zinc en el tamafio de la corteza y de la médula, es
importante conocer su influencia en la cantidad y distribucién de células de importancia

inmunoldgica en este 6rgano.

Células excluidas

Linfocitos o grupos de
linfocitos

Figura 5. Identificacion de linfocitos en los cortes del timo. Los linfocitos o grupos de
linfocitos fueron distinguidos en verde por el programa de acuerdo al color adquirido con la
tincion de hematoxilina-eosina, de tal forma que se seleccionaron las células tefiidas de color
purpura y se excluyen las células débilmente tefiidas o tefiidas en color rosa.

Continuando con el andlisis histolégico, se calcul6 el porcentaje de linfocitos en la corteza y en
la médula timicas. Para ello se eligieron aleatoriamente tres campos de la corteza de cada timo

y se analizaron con un aumento de 400x empleando el programa Motic Image Advanced 3.1.

Figura 6. Corteza timica de ratones de 28 dias de edad, aumento 400x. A Zn500
B. ZnO. El area seleccionada por el programa en color verde corresponde a los linfocitos
presentes en la corteza. Comparando el porcentaje promedio de linfocitos por campo,
observamos que para el grupo suplementado con zinc fue de 79.7%, mientras que para el
testigo fue de 69.8% a esta edad.
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Nuestros resultados muestran que la proporcion de linfocitos en la corteza del timo fue superior

para los ratones Zn500 de los 21 a los 35 dias de edad respecto a sus testigos; en cambio para

los ultimos periodos estudiados se observé una menor cantidad de linfocitos en los ratones

suplementados con zinc,

aunque esta disminucion no fue significativa. Estas Ultimas

observaciones concuerdan con hallazgos previos en nuestro Laboratorio, en los cuales se

demostrd que la suplementacion oral con zinc por periodos prolongados, en el modelo murino

empleado, puede ocasionar efectos desfavorables como la disminucién de la capacidad funcional

de los macr6fagos (Lastra et al., 2001).

Linfocitos en la Corteza

Infiltracion hacia la médula

Edad (% células) (% células)
(dias)
Zn500 Zno Zn500 Zno
21 78.16 76.98 21.68 18.02
28 79.74 69.81 31.75 18.46
35 78.53 74.75 *33.88 18.74
42 68.54 79.40 31.32 35.58
49 64.54 66.36 29.05 23.37
56 72.24 76.71 29.94 28.87
63 73.33 72.75 31.43 27.19
*p<0.05

Tabla 13. Proporcion de linfocitos en la corteza y en la médula timicas. Se muestran los
valores promedio del porcentaje de linfocitos en la corteza y en la médula timicas de ratones

suplementados con zinc (Zn500) y sus testigos (ZnO0).
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Gréafica 4. Porcentaje de linfocitos en la corteza timica. El incremento de linfocitos en los
ratones Zn500 a los 21, 28 y 35 dias de edad fue de un 1.5, 12.5 y 4.8% respectivamente en relacion
con los testigos. Para los animales de 42, 49 y 56 dias de edad hubo una disminucién en el nimero de
linfocitos en los grupos Zn500 del 13.7, 2.7 y 5.8% respectivamente. (t de Student p>0.05, GraphPad

Prism 4.03).
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Figura 7. Médula timica de ratones de 28 dias de edad, aumento 400x. .A. Zn500 B. ZnO.
La zona en verde corresponde a los linfocitos seleccionados por el programa en la médula del timo. El
porcentaje promedio de linfocitos infiltrados en la médula para los ratones suplementados con zinc fue
31.7%, mientras que en los testigos fue 18.5%.

En la médula timica existe una menor cantidad de linfocitos que en la corteza, como se muestra
en la tabla 13. Estos linfocitos infiltrados en la médula ya se han diferenciado y estan listos para
ser exportados a la periferia (Taub y Longo, 2005). El porcentaje de linfocitos infiltrados en la
médula fue superior para los grupos Zn500 respecto a los testigos, a excepcién de los ratones
de 42 dias de edad (disminucién del 12%). Mediante la prueba t de Student se determin6 que
existe un aumento significativo en el porcentaje de linfocitos en la médula de los ratones de 35
dias, Zn500 (GraphPad Prism 4.03). Estos resultados indican que el zinc tiene un efecto positivo

en la cantidad de linfocitos diferenciados en el timo.
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Grafica 5. Porcentaje de linfocitos infiltrados en la médula timica. Se muestra un incremento
en el porcentaje de linfocitos de los ratones Zn500 en todas las edades (excepto a 42 dias) en relacion
a los testigos. Las diferencias fueron de 16.9, 41.9, 44.7, 19.6, 3.6 y 13.5% a los 21, 28, 35, 49, 56 y
63 dias respectivamente. Mediante la prueba t de Student se determind que en los ratones de 35 dias
de edad, la suplementacion con zinc tuvo un efecto significativo (p<0.05).
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Ademés de nuestros hallazgos, en la literatura se tienen datos relacionados de efectos benéficos
de este nutrimento en el timo, por ejemplo el grupo investigacion de PJ Fraker y LE King en el
2004 demostré que la suplementacion con sulfato de zinc en el agua de beber en ratones puede
incrementar la masa timica y la timopoyesis. De igual forma, E Mocchegiani y N Fabris en 1995
demostraron que la suplementacion con zinc produce un aumento en la secrecion de timulina en
ratones de edad avanzada y por su parte AS Prasad en 1988 demostré que el zinc tiene un

efecto benéfico en la funcién del timo en humanos (Mitchell et al., 2006).

En contraste, la carencia de zinc en el organismo también se ha estudiado; en 2002 el grupo de
King observo que la deficiencia de zinc en ratones puede acelerar la apoptosis de los timocitos
CD4*CD8" de un 50 a un 300%, esto conlleva a una alteracion fenotipica en la composicion
celular en el timo. Si la deficiencia persiste durante varios dias se puede presentar una pérdida
de entre el 70 al 80% en la celularidad, con la aparicién de atrofia timica. Nuestros resultados
demuestran que la suplementacién con zinc puede aumentar la cantidad de linfocitos en la
médula del timo; ademas, en los periodos de suplementacion empleados no observamos una

disminucién importante en la celularidad de la corteza.
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Para analizar los efectos del zinc en la apariencia de la unién cérticomedular se realiz6 un
analisis histoldgico tradicional de los cortes de timo de ratones suplementados (Zn500) y sus
testigos (Zn0). En la figura 8 se muestra el criterio empleado para realizar el andlisis de la
apariencia de la union corticomedular. En este caso se eligié aleatoriamente un campo del corte

en donde se apreciara la corteza y la médula y se le asign6 un valor a la unioén cérticomedular.

Esta region es reconocida por la abundancia de vasos sanguineos y porque las trabéculas
pueden llegar hasta la médula (Taub y Longo, 2005). Ademas, en esta zona ingresan las células
progenitoras provenientes de la médula ésea y se inicia el proceso de desarrollo linfocitario (Jin
et al., 2006; Blackburn y Manley, 2004).

(Bien delimitada) (Moderadamente delimitada) ( Mal delimitada)

Figura 8. Criterio para la definicién de la unién cérticomedular

Nuestros datos sugieren que probablemente la infiltracién linfocitaria hacia la médula debida a la
suplementacion con zinc ocasion6 que la union corticomedular se observara menos definida en

los ratones suplementados con zinc, estos resultados se muestran en la tabla 14.

Aspecto de la uniéon cérticomedular

Edad (dias)

Zn500 Zn0
21 + + +
28 + + +
35 + + + + +
42 + + +
49 + + + +
56 + + +
63 + + + +

Tabla 14. Analisis de la unidén corticomedular del timo. Se observaron las uniones
corticomedulares moderadamente delimitadas y mal delimitadas en los cortes de ratones Zn500. En
cambio los cortes analizados de ratones Zn0O mostraron uniones cérticomedulares bien delimitadas y
moderadamente delimitadas y en ratones de 35 dias se observé una unién bien delimitada.
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Otras células que conforman el estroma timico y que ademds tienen importancia inmunolégica
son las células reticuloepiteliales. Estas células se localizan en la zona medular del timo. Para
cuantificar esta estirpe celular se realizé la observacion de células con un aumento de 400x y se
conto el numero de células en tres campos diferentes, en la tabla 15 se menciona Unicamente el

valor mayor.

En la figura 9 se observa la morfologia de estas células, las cuales se tifien débilmente con
hematoxilina-eosina; en comparacion con los linfocitos, estas células son mas grandes y con

mas citoplasma.

Células
Reticulo-
epiteliales

Figura 9. Células reticuloepiteliales. Aumento 400x y zoom. A diferencia de los linfocitos, las
células reticuloepiteliales se tifieron suavemente con la tincibn de hematoxilina-eosina; estas células
son mas grandes que los linfocitos. Se puede llegar a confundir con los macréfagos debido a la forma
y al tamafio cuando se emplea esta técnica histoldgica. No hubo diferencia entre los grupos con zinc y
sus testigos.

La formacion del microambiente timico depende de la interaccion entre las células epiteliales y
los progenitores de los timocitos. Alun cuando se tenga un numero adecuado de progenitores de
linfocitos, se puede presentar involucién timica debida a deficiencia de células estromales como
las células epiteliales. Estas células se encuentran divididas en poblaciones de acuerdo con su

etapa de diferenciacion (Aspinall y Andrew, 2000; Klug et al., 1998).

En este trabajo observamos que no hay diferencia significativa entre el nimero de células

reticuloepiteliales debida a la suplementacion con zinc (Tabla 15).
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Como antecedente y acorde con nuestros resultados, en el 2006 observamos que la
suplementacion in vivo con zinc durante la gestacion, lactancia y postlactancia disminuye la

involucion timica en ratones (Lastra et al., 2006).

La atrofia timica se ha visto influenciada por las metalotioneinas (isoformas I+I1 y Ill). Son
enzimas de unién al zinc y su induccion esta controlada por los glicocorticoides (los cuales
aumentan cuando hay deficiencia de zinc) y por citocinas proinflamatorias como la IL-6. Ambos
factores aumentan con la edad y ademas la IL-6 también se asocia a la desregulacién timica; un
alto contenido de metalotioneinas es dafiino en la senectud, ya que secuestran al zinc y
provocan alteraciones a otras proteinas como la timulina (Mocchegiani et al., 2004; Boukaiba et
al., 1993).

La importancia del zinc en el timo también ha sido estudiada por Dardenne y colaboradores en
1993, quienes encontraron que la suplementacion oral en ratones de edad avanzada produce
incremento en las concentraciones de timulina en circulaciéon y al mismo tiempo un decremento
de los inhibidores plasmaticos de esta proteina. Simultdneamente observaron un aumento en el
tamafo y celularidad del timo, asi como cambios estructurales en las células epiteliales y en las

redes de la matriz extracelular.

Células Reticuloepiteliales

Edad (dias)
Zn500 Zn0
21 35 40
28 35 30
35 20 32
42 50 20
49 40 35
56 36 30
63 40 40

Tabla 15. Células reticuloepiteliales en la médula timica. De forma general no se
observaron diferencias entre los grupos Zn500 y Zn0, excepto en los animales de 42 dias,
Zn500 donde observamos un aumento en el nimero de células reticuloepiteliales.
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Otra subpoblacién celular estudiada en este protocolo fueron los corpusculos de Hassall, que
son agrupaciones de células epiteliales que se encuentran en la médula timica. Fueron descritos
en 1849 por Arthur Hill Hassall. Se ha sugerido que éstas células participen en la eliminacién de
timocitos y representan un area privilegiada de la médula en donde pueden madurar los
linfocitos (Watanabe et al., 2005).

Para este estudio se eligieron aleatoriamente tres campos de la médula y se realiz6 el conteo de
los corpusculos de Hassall a un aumento de 400x (Figura 10) como se describi6 para las células

reticuloepiteliales. En la tabla 16 se muestra el intervalo encontrado para cada corte analizado.

& 1. a0

Figura 10. Corpusculos de Hassall. Aumento 400x y zoom. Los corpusculos de Hassall
son células queratinizadas eosinofilas, se tifieron de color rosa con la tinciébn de
hematoxilina-eosina. Son células mas grandes que las células reticuloepiteliales, las
encontramos en la médula. No observamos diferencias significativas entre los grupos
suplementados y sus testigos.

Como vemos en la tabla 16, la cantidad de corpusculos de Hassall en la médula timica fue muy
baja. Se observaron estas células en los ratones Zn500 a los 21, 28, 49, 56 y 63 dias de edad,

mientras que en los Zn0 Unicamente los observamos a los 56 y 63 dias de edad.
El andlisis de estas células aporta nuevos datos a los estudios realizados previamente en el

Laboratorio, demostrando que la suplementacion con zinc no afecta significativamente al

namero de corpusculos de Hassall en el timo, ain cuando observamos una mayor cantidad.
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Corpusculos de Hassall

Edad (dias) Z200 >0
21 1 0
28 1 0
35 0 0
42 0 0
49 1 0
56 3 1

Tabla 16. Conteo de Corpusculos de Hassall en la médula timica. ElI nimero fue
muy bajo en los grupos Zn500 y en los testigos.

Se han realizado otros estudios en donde se ha confirmado que los corpusculos de Hassall son
células activas que tienen receptores de citocinas o de factores de crecimiento involucrados en
la sefializacion, la transcripcion y el metabolismo celular. Es posible que expresen interleucinas
como la IL-7, el TGF-a (factor de crecimiento transformante), al ligando de CD30, el SDF-1
(factor derivado de las células estromales-1) y MDC”s (quimiocinas derivadas de macréfagos).
Estos hallazgos sugieren que los corpusculos de Hassall participan en la comunicacion para el

desarrollo de las células T y para la presentacion de antigenos dentro del timo.

Se ha demostrado que los corpusculos de Hassall expresan linfopoyetina timica estromal (TSLP),
en los humanos esta proteina activa a las células dendriticas timicas CD11c* para expresar
cantidades altas de CD80 y CD86, lo que trae como consecuencia la proliferacion vy
diferenciacion de las células T CD4" CD8 CD25 timicas a células T CD4" CD25" FOXP3™

reguladoras (Watanabe et al., 2005).
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CONCLUSIONES

La suplementacion con zinc no produjo cambios significativos en el tamafio de la médula

ni de la corteza, pero si se observo una ligera disminuciéon en ambas zonas con la edad

En el periodo estudiado no hubo pérdida importante en la celularidad linfocitaria de la
corteza timica. Ademas, la cantidad de linfocitos infiltrados en la médula de los ratones
suplementados fue mayor en casi todas las edades y tuvo un incremento significativo en
los ratones de 35 dias. Esto implica que el zinc tiene un efecto positivo en la maduracién

y diferenciacion celular en el timo

Se propone que el aumento de la infiltracion linfocitaria hacia la médula ocasiond un
cambio en la definicién de la union cérticomedular de los ratones suplementados en casi

todas las edades

La suplementacién con zinc no afecta al nimero de células reticuloepiteliales, las cuales
son indispensables para tener un microambiente timico adecuado y para la diferenciacién

de las células efectoras de la respuesta inmune

Finalmente se observé un ligero aumento en el nimero de corpusculos de Hassall en los
ratones Zn500 a edades tempranas en comparacion con sus testigos; sin embargo este
aumento no fue significativo; estas células son importantes para la maduracién y

eliminacion de linfocitos

En nuestro modelo la suplementacién oral con zinc no modifica la estructura timica pero

mejora la celularidad de la médula sin tener efectos adversos
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PERSPECTIVAS

Debido a que en este trabajo se muestra que la suplementacion con zinc aumento la
celularidad en la médula del timo, seria conveniente investigar el fenotipo de estos
linfocitos. El analisis se puede llevar a cabo mediante técnicas inmunohistoquimicas,

poniendo de manifiesto in situ a las células que tengan un marcador especifico.

Dado que las subpoblaciones de linfocitos T CD4* y CD8" son las principales
poblaciones efectoras de la respuesta inmune, estos serian los marcadores
esenciales para identificarlos. De esta forma podriamos evaluar si el zinc tiene algin
efecto que conduzca a incrementar o disminuir alguna de estas dos subpoblaciones,

ya que actualmente se tienen pocas referencias al respecto.

La cuantificacion de las subpoblaciones de linfocitos también se puede realizar
mediante inmunofluorescencia por citometria de flujo, aun cuando no seria posible

observar la distribucién de las células en los cortes del 6rgano.
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