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1. RESUMEN 

 

El zinc es un metal muy importante ya que participa en múltiples procesos de nuestro 

organismo. Está involucrado en una gran variedad de funciones celulares, incluyendo la 

transducción de señales, la transcripción y la replicación. 

 

Los efectos del zinc sobre el sistema inmune son muy significativos, sobre todo en las etapas 

de la infancia y la vejez. Favorece la proliferación en las células sin afectar los niveles de 

viabilidad. Influye de manera muy importante sobre diversos aspectos de los linfocitos T como 

su maduración, proliferación, regulación, secreción de citocinas y expresión de receptores 

celulares. 

 

Las consecuencias de la deficiencia de zinc son muy variadas y tienen un gran impacto en la 

salud. Perturba diferentes funciones biológicas como la expresión genética, la síntesis de 

proteínas, el crecimiento y maduración ósea, el desarrollo gonadal, el embarazo, el sentido del 

gusto y el apetito. Así mismo, puede causar infertilidad, una labor de parto prolongada y 

aumenta el riesgo de tener partos prematuros y abortos. 

 

Los suplementos con zinc pueden revertir muchas de las consecuencias ocasionadas por su 

deficiencia. Disminuye la susceptibilidad a infecciones, estimula la activación de los linfocitos 

T, favorece la secreción de citocinas proinflamatorias, retarda la atrofia tímica, induce la 

proliferación celular y mejora la producción de anticuerpos. 

 

En este proyecto se investigan los efectos que tiene el zinc sobre la expresión genética del 

interferón gamma (IFN-γ), que es una citocina del tipo Th1, producto de los linfocitos T 

activados. El IFN-γ participa en la regulación de la respuesta inmune y en los procesos 

inflamatorios, incluyendo la activación de los linfocitos T, linfocitos B, macrófagos, células 

NK, fibroblastos, etc. Tiene propiedades antivirales y antitumorales. 
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Se trabajó con ratones machos y hembras de la cepa BALB/c, los cuales fueron suplementados 

con 500 ppm de acetato de zinc en el agua de beber. Se dividieron en dos grupos; los animales 

del grupo 1 recibieron la dosis de zinc durante los periodos de la gestación y la lactancia,  y los 

del grupo 2 durante los periodos de gestación, lactancia y destete; ambos con sus respectivos 

testigos. Se obtuvieron los linfocitos esplénicos, a partir de los cuales se aisló el RNA y por 

medio de RT-PCR se evaluó la expresión del IFN-γ. 

 

Los resultados obtenidos complementan observaciones previas obtenidas de proyectos 

anteriores en el Laboratorio de Investigación en Inmunología, así mismo, se les puede 

relacionar con otros resultados reportados en la bibliografía. Además se refuerza la 

importancia del zinc como un elemento indispensable para el adecuado funcionamiento del 

sistema inmune, especialmente en etapas perinatales y podremos sugerir su uso como 

suplemento alimenticio en la dieta diaria durante los periodos estudiados. 
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2. INTRODUCCIÓN 

2.1 Zinc 

 

El zinc es uno de los elementos traza esenciales de mayor importancia en la nutrición humana 

ya que está ampliamente distribuido en los alimentos y en el cuerpo humano. Este elemento 

forma parte de alrededor de 120 enzimas (anhidrasa carbónica, carboxipeptidasas, fosfatasas 

alcalinas, ligasas, oxido-reductasas, transferasas, liasas, hidrolasas e isomerasas) (Salgueiro 

MJ, 2000). Además de ser cofactor de más de 300 enzimas. 

 

El zinc es un metal muy importante ya que participa en múltiples procesos de nuestro 

organismo; interviene en procesos como: división celular, metabolismo de la vitamina A, 

almacenamiento y liberación de insulina, espermatogénesis, síntesis de proteínas, 

estabilización de macromoléculas, regulación de la transcripción y replicación, además de 

tener un papel muy importante en la respuesta inmune (Failla ML, 2003). 

 

La ingesta recomendada de zinc es de 15 mg al día para adultos y 10 mg para niños (Salgueiro 

MJ, 2000); sin embargo, como suele ocurrir con otros elementos traza esenciales, no importa 

tanto el contenido absoluto de zinc en la dieta sino su biodisponibilidad en el organismo. 

 

El cuerpo humano contiene entre 2 y 4 g de zinc, aunque en el plasma el zinc presenta una 

concentración de 12-16 µmol/L (Ibs KH and Rink L, 2003). El zinc se transporta a las células 

unido a proteínas, predominantemente a la albúmina, α2-macroglobulina y transferrina, pero 

sólo los iones libres son biológicamente activos. Entra a las células en minutos y su absorción 

aumenta un poco durante las primeras horas (Rink L and Kirchner H, 2000). 

 

Los efectos del zinc sobre el sistema inmune son muy significativos, sobre todo en las etapas 

de la infancia y la vejez. La carencia de este metal es frecuente en países en vías de desarrollo 

como consecuencia de una dieta pobre en proteínas y carbohidratos. Es por esto que el zinc se 

ha utilizado como complemento para ganar peso en niños desnutridos, controlar la diarrea, 

prevenir problemas gestacionales, etc. (Lastra MD et al, 2005). 
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El zinc favorece la proliferación en las células sin afectar los niveles de viabilidad (Bao B et 

al, 2003). Es un cofactor esencial para la timulina, hormona que participa en diversas 

funciones como la diferenciación de células T inmaduras, regulación de células T maduras en 

la periferia, modulación de la secreción de citocinas por las células mononucleares de sangre 

periférica (PBMC, por sus siglas en inglés), proliferación de células T CD8+ en combinación 

con Interleucina-2 (IL-2) y la expresión del receptor de alta afinidad para IL-2 en células T 

maduras (Rink L and Kirchner H, 2000). 

 

2.1.1 Deficiencia de zinc 

 

La deficiencia de zinc es un problema nutricional mundial que afecta a la población entera 

tanto de países en desarrollo como de los desarrollados y los grupos de mayor riesgo son los 

recién nacidos, niños, mujeres embarazadas y ancianos. 

 

Existen dos causas principales de la deficiencia de zinc: en el primer grupo están diferentes 

síndromes relacionados con el metabolismo o disfunciones genéticas, en el segundo grupo 

están las causas nutricionales, las cuales son las más importantes y comunes tales como el 

consumo de alimentos con bajo contenido en zinc y la desnutrición que predomina en países 

tercermundistas (Salgueiro MJ, 2000). 

 

Las consecuencias de la deficiencia de zinc son muy variadas y tienen un gran impacto en la 

salud. Perturba diferentes funciones biológicas como la expresión genética, la síntesis de 

proteínas, el crecimiento y maduración de los huesos, el desarrollo gonadal, el embarazo, el 

sentido del gusto y el apetito (Takagi H et al, 2001). 

 

En las mujeres puede causar infertilidad, una labor de parto prolongada, crecimiento 

intrauterino retardado, teratogénesis, deficiencias inmunológicas severas o muerte fetal (Lastra 

MD et al, 2005). Así mismo, aumenta el riesgo de tener partos prematuros y abortos, lo que 

puede ser resultado de la activación de células T aloreactivas normalmente suprimidas (Rink L 

and Kirchner H, 2000). 
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Los efectos de la deficiencia de zinc en el sistema inmune incluyen una rápida atrofia tímica, 

linfopenia acelerada con pérdida concomitante de anticuerpos y respuestas mediadas por 

células, reducción en el número de linfocitos, disminución considerable en la linfopoyesis de 

células B en la médula ósea, pérdida importante de células precursoras de linfocitos T en el 

timo (King LE and Fraker PJ, 2002). 

 

Así mismo, la actividad de células NK, la fagocitocis de los macrófagos y neutrófilos, ciertas 

funciones como la quimiotaxis o la generación del estallido respiratorio, se ven alteradas por 

una baja concentración de zinc in vivo (Rink L and Kirchner H, 2000). La deficiencia de zinc 

probablemente lleve a una citotoxicidad inespecífica, ya que es necesario en las células NK 

para el reconocimiento de las moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad clase I 

(MHC-I, por sus siglas en inglés) por los receptores p58KIR que inhiben su actividad 

citotóxica (Ibs KH and Rink L, 2003). 

 

La deficiencia de zinc produce un desbalance entre las funciones de las células Th1 y Th2, 

dando como resultado la reducción significativa en los niveles de IL-2 e IFN-γ en las células 

(respuesta Th1); mientras que los productos de Th2 como IL-4, IL-6 e IL-10 no se ven 

alterados (Rink L and Kirchner H, 2000). Además, se produce un aumento en citocinas 

inflamatorias como el TNF-α, IL-1, e IL-8 y disminuye la activación de factores de 

transcripción como NF-κB (Bao B et al, 2003). 

 

2.1.2 Suplementación con zinc 

 

Los suplementos de zinc pueden revertir el retardo en el crecimiento, el hipogonadismo, los 

cambios sensoriales, las funciones cognitivas alteradas, etc. (Failla ML, 2003). También 

retrasan la atrofia tímica, reducen la susceptibilidad a infecciones oportunistas y reestablecen 

la secreción de IFN-α en adultos mayores (Rink L and Kirchner H, 2000). 
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La suplementación con bajas dosis de zinc resulta en una activación de la respuesta humoral 

después de la vacunación, mientras que la suplementación con altas dosis no favorece la 

producción de anticuerpos (Rink L and Kirchner H, 2000). 

 

Durante el embarazo, se ha observado que la viabilidad de los embriones aumenta 

significativamente en las hembras suplementadas con zinc (Lastra MD et al, 2005). 

 

Varios trabajos basados en la suplementación con zinc muestran que este metal tiene la ventaja 

de ser no tóxico, aunque en dosis mayores a 30 µM tiene más efectos inhibitorios que 

estimulantes (Rink L and Kirchner H, 2000). A una concentración de 100 µM, se suprimen las 

funciones de las células T y las NK mientras que se activan los monocitos; las concentraciones 

de zinc de 500 µM inducen actividades quimiotácticas directamente sobre leucocitos 

polimorfonucleares (Ibs KH and Rink L, 2003). 

 

La suplementación con zinc in vitro de poblaciones puras de células T no muestra liberación 

de citocinas, lo que confirma que la estimulación de los linfocitos T con zinc es dependiente 

de la presencia de monocitos. La IL-1, IL-6 y el contacto célula-célula entre monocitos y 

células T son necesarios para la producción de IFN-γ y sIL-2R (receptor soluble para IL-2). La 

suplementación con zinc resulta en un incremento de células T (CD4+ y citotóxicas), células 

NK, una producción elevada de IL-2 y sIL-2R y una mejora en la respuesta inmune mediada 

por células (Rink L and Kirchner H, 2000). 

 

El zinc ha sido estudiado por sus efectos antivirales contra HIV, rinovirus y herpes virus, ya 

que este elemento favorece la dimerización del IFN, lo que lleva a la activación de su receptor 

y a una mejor respuesta antiviral (Takagi H et al, 2001). 
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2.2 Interferón gamma (IFN-γγγγ) 

 

Un interferón se define como una “proteína que presenta actividad antiviral no específica, a 

través de procesos metabólicos relacionados con la síntesis tanto de proteínas como de RNA y 

que es secretada en respuesta a diversos estímulos” (Pestka S et al, 2004). Esto significa que el 

interferón (IFN) ejerce una acción antiviral indirecta mediante la inducción de genes cuyos 

productos inhiben la replicación viral (Dawson M, 1991). 

 

2.2.1 Clasificación 

 

En un principio, los interferones se clasificaron de acuerdo al tipo de células que los 

secretaban; sin embargo, ahora se les clasifica en tipo I o tipo II de acuerdo a la especificidad 

de su receptor y a la homología de sus secuencias. 

 

Los interferones del tipo I, también denominados virales, se componen de siete clases: IFN-α 

(14 subtipos), IFN-β, IFN-ε, IFN-κ, IFN-ω, IFN-δ e IFN-τ (encontrado únicamente en 

rumiantes); los cuales se encuentran relacionados estructuralmente. Se unen a un receptor 

heterodímero común (IFN-αR) y son secretados en bajas cantidades por la mayoría de las 

células; sin embargo, las células hematopoyéticas son las mayores productoras de IFN-α e 

IFN-ω; mientras que los fibroblastos son la principal fuente de IFN-β, aunque los macrófagos 

también son capaces de producirlos. La expresión de los interferones tipo I es inducida por 

infecciones virales y los receptores TLR (Toll-like receptors) desempeñan un papel muy 

importante en la misma (Pestka S et al, 2004). 

 

Dentro del tipo II, se encuentra al IFN-γ, o interferón inmune. No está estructuralmente 

relacionado con los interferones del tipo I, se une a un receptor distinto (IFN-γR) y es 

codificado en un locus diferente. El IFN-γ es producido por los linfocitos T cooperadores 

CD4+ del tipo 1 (Th1), linfocitos T citotóxicos CD8+ y las células asesinas naturales (NK) 
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cuando se estimulan con antígenos o con mitógenos. Recientemente se ha descrito que células 

como los linfocitos B, células NKT y las células presentadoras de antígenos profesionales 

(monocitos/macrófagos, células dendríticas) también son capaces de secretar IFN-γ (Schroder 

K et al, 2004). 

 

2.2.2 Estructura 

 

El gen del IFN-γ está localizado en el cromosoma 12 (12q14) en el humano y en el 

cromosoma 10 en el ratón. La proteína presenta una estructura altamente conservada, aún entre 

diferentes especies, que consiste de cuatro exones y tres intrones (Young HA and Hardy KJ, 

1995). Los interferones del tipo I son codificados en el cromosoma 9 (9p21) en el humano y 

en el cromosoma 4 en el ratón. Todos carecen de intrones (Samuel CE, 2001). 

 

El IFN-γ humano es una glicoproteína homodimérica formada por la asociación antiparalela de 

dos subunidades de 21 a 24 kD; cada subunidad tiene seis alfa-hélices, no hay hojas beta-

plegadas. Las subunidades tienen una forma elíptica aplanada, mientras que la estructura 

general de la proteína es de un dímero globular (Ealick SE et al, 1991). 

 

A   B  

Figura 1. Estructura tridimensional del IFN-γ. A. Estructura monomérica. B. Estructura dimérica. 

(Tomado de Ealick SE et al, 1991) 
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El IFN-α lleva a cabo sus funciones como una molécula monomérica; mientras que los 

interferones IFN-β e IFN-γ actúan en forma de dímeros. Como ya se mencionó, los 

interferones virales son producidos en respuesta a infecciones por virus; en cambio, el IFN-γ 

puede ser producido por un estímulo antigénico o por uno mitógenico (Samuel CE, 2001). 

Algunas de las propiedades fisicoquímicas de los interferones se resumen en la Tabla 1. 

 

Propiedad IFN-α IFN-β IFN-γ 
pI 5 – 6.5 7.8 – 8.9 7 – 9 

Tamaño 
189 aa (precursor) 
166 aa (maduro) 

187 aa (precursor) 
166 aa (maduro) 

166 aa (precursor) 
143 aa (maduro) 

Peso molecular 19.7 K 20 K 17.1 K 

Estabilidad Ácido resistente Ácido resistente 
Lábil al ácido 
y al calor 

 Tabla 1. Propiedades fisicoquímicas de los interferones. (modificada de Fitzgerald K, 2001) 

 

 

2.2.3 Efectos del IFN-γγγγ 

 

La estimulación de los macrófagos con el IFN-γ induce mecanismos antimicrobianos y 

antitumorales, además de regular funciones como el procesamiento y la presentación de 

antígenos. El IFN-γ es capaz de inducir la atracción de leucocitos hacia el sitio de infección. 

Así mismo, dirige el crecimiento, la maduración y la diferenciación en muchos tipos de 

células; también mejora la actividad de las células NK y regula funciones de los linfocitos B 

como la producción de anticuerpos y el cambio de isotipo (Schroder K et al, 2004). Los 

principales efectos del IFN-γ se resumen en la Tabla 2. 

 

El IFN-γ es secretado después de un estímulo apropiado y se une a receptores de superficie de 

las células adyacentes no infectadas. Posteriormente, promueve una serie de estímulos, donde 

participan algunas enzimas como proteína cinasas y la 2’,5’-poliadenilato sintetasa (2-5A), que 

interfieren con la síntesis de las proteínas virales; aunque para un correcto funcionamiento de 

ellas, se requiere la presencia de RNA de doble cadena (Dawson M, 1991). 
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Actividad biológica Célula blanco 

Inhibición de la replicación viral Todas las células nucleadas 

Inhibición del crecimiento celular Células normales y tumorales in vivo 

Promoción de la diferenciación celular 
Células mielomonocíticas HL60 
cultivadas 

Aumento de la expresión del MHC 
Todas las células nucleadas (Clase I); 
macrófagos, monocitos, linfocitos B, 
células endoteliales (Clase II) 

Incremento en la fagocitosis Macrófagos 

Incremento de la citotoxicidad 
Macrófagos, monocitos, células NK, 
linfocitos T citotóxicos 

Incremento en la producción de 
anticuerpos 

Células plasmáticas 

Disminución de células B Células B en proliferación 

 Tabla 2. Actividades biológicas del IFN-γ (tomada de Dawson M, 1991). 

 

 

Todos los interferones poseen la capacidad de inhibir el crecimiento celular, siendo el de 

mayor potencia el IFN-γ. Dependiendo del tipo celular, el efecto puede ser citostático, donde 

las células simplemente dejan de crecer, o citolítico en donde las células son destruidas, como 

en el caso de células transformadas. 

 

Una característica exclusiva del IFN-γ es la de promover la diferenciación celular; por 

ejemplo, células pro-mielomonocíticas cultivadas in vitro son capaces de desarrollarse hacia 

monocitos o granulocitos dependiendo del estímulo; el IFN-γ promueve su diferenciación 

hacia monocitos. 

 

El IFN-γ inhibe la producción de células plasmáticas completamente diferenciadas a partir de 

linfocitos B estimulados, ya que este proceso depende de la división celular. En ratones, el 

IFN-γ interviene en la diferenciación de las células B al influenciar el cambio de isotipo. 
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Los interferones del tipo I son capaces de aumentar la expresión de los antígenos de superficie 

del MHC Clase I, así como la β2-microglobulina. El IFN-γ también incrementa dicha 

expresión e inclusive lo hace con una mayor actividad específica. 

 

El IFN-γ es el único de los interferones que es capaz de inducir la expresión de la región MHC 

Clase II, ya que además de incrementar la producción de dichas moléculas en células que 

normalmente presentan estas proteínas, también puede inducir la expresión de novo en células 

que normalmente no lo hacen. Por ejemplo, en enfermedades inflamatorias crónicas como la 

artritis reumatoide en donde se libera IFN-γ como respuesta a la inflamación, en los tejidos 

circundantes frecuentemente se encuentran células que expresan moléculas del MHC Clase II. 

A la larga, esto podría desencadenar una respuesta autoinmune, ya que las células inducidas 

podrían presentar auto-antígenos. La expresión de moléculas del MHC en células tumorales 

está asociada con una disminución en la sensibilidad al ataque de las células NK (Dawson M, 

1991). 

 

Además del incremento en la expresión de moléculas del MHC, el IFN-γ es capaz de aumentar 

la expresión de otras proteínas de membrana como la molécula CD4 presente en los linfocitos 

cooperadores; los receptores para la región Fc de la IgG en neutrófilos y monocitos; así como 

para la proteína citoplásmica tubulina. También es capaz de disminuir la expresión de otras 

proteínas como el receptor de superficie para la transferrina. 

 

El IFN-γ es el anteriormente llamado Factor Activador de Macrófagos (MAF, por sus siglas en 

inglés), puesto que se ha observado que cuando los macrófagos son expuestos in vitro al 

sobrenadante de linfocitos estimulados, se presenta un aumento en el metabolismo oxidativo, 

lo que incrementa varias veces los niveles normales de peróxido de hidrógeno; además, los 

macrófagos expuestos a concentraciones picomolares de IFN-γ matan e ingieren bacterias, 

protozoarios y levaduras en cantidades mucho mayores que las células no tratadas (Dawson 

M, 1991). 
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El efecto del IFN-γ sobre la producción de anticuerpos depende principalmente del tiempo de 

administración. Por ejemplo, si se administra temprano en la respuesta inmune, el IFN-γ 

suprime la producción de anticuerpos. Esto se debe a la inhibición de la proliferación celular. 

Sin embargo, si el IFN-γ es administrado tardíamente en la respuesta inmune, puede haber un 

incremento en la producción de anticuerpos; ya que el interferón puede favorecer las funciones 

específicas de las células diferenciadas. El IFN-γ puede acelerar la maduración de una célula 

NK inmadura a una célula completamente funcional. 

 

El efecto antitumoral del IFN-γ está relacionado con la estimulación de las células NK, la cual 

ocurre a diferentes niveles, dentro de los que se incluyen: 

 

� La citotoxicidad de las células NK aumenta dramáticamente después de la incubación 

con los interferones de todas las clases 

� Las células NK secretan IFN-α al entrar en contacto con células tumorales 

� Las células NK son capaces de producir IFN-γ, siendo el principal estímulo para su 

liberación la producción de IL-2 por los linfocitos T cooperadores 

 

Todos los interferones tienen cierta toxicidad in vivo, pueden ocasionar síntomas como fiebre, 

dolor de cabeza, fatiga, pérdida del apetito y vómito, causando una disminución dramática de 

peso. En dosis altas los interferones pueden inducir trastornos neuronales (Dawson M, 1991). 

 

 

2.2.4 El receptor para IFN-γγγγ 

 

Todos los interferones ejercen sus funciones a través de la vía de señalización Jak-Stat (Janus 

kinase – Signal transducer and activator of transcription). El IFN-γ se une a su receptor 

específico y activa las cinasas Jak1, Jak2 y Stat1 principalmente; aunque frecuentemente 

también se activa Stat3 y ocasionalmente Stat5. Adicionalmente, el IFN-γ utiliza otras vías 

como la de la Fosfatidilinositol 3-Cinasa (PI3K), la cinasa Akt, la del Factor Nuclear kappa B 

(NF-κB) y la de la Proteína Cinasa Activada por Mitógenos (MAPK) (Pestka S et al, 2004). 
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Fosforilación
Liberación al citosol y 

translocación nuclearSTAT1

Tyr457
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Liberación al citosol y 

translocación nuclearSTAT1

Tyr457

 

Figura 2. Vía de señalización del IFN-γ (Modificada de Pestka S et al, 2004). 

 

 

El receptor para IFN-γ (IFN-γR) está constituido por dos cadenas preensambladas, IFN-γR1 y 

IFN-γR2, que forman un complejo funcional de 4 cadenas. El IFN-γ se une a la cadena IFN-

γR1. Posteriormente, las cinasas Jak1 y Jak2 se fosforilan mutuamente lo que induce la 

fosforilación de la tirosina 457 de la cadena IFN-γR1. En este sitio se une un dímero de la 

proteína Stat1, produciendo un cambio conformacional en las cadenas que activará dicha 

proteína mediante su fosforilación. Finalmente, Stat1 activada se libera y migra hacia el 

núcleo, donde se iniciará la transcripción de los genes regulados por el IFN-γ (ISRE, 

Interferon-stimulated response element) (Figura 2) (Pestka S et al, 2004). 
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2.3 Linfocitos T cooperadores (Th) 

 

Como se describió anteriormente, los linfocitos T CD4+, mejor conocidos como cooperadores 

o Th (por sus siglas en inglés), son los principales productores de IFN-γ. Sin embargo, existen 

diferentes subpoblaciones de estos linfocitos, de las cuales dos se consideran como las 

principales, los linfocitos Th1 y los Th2, que se caracterizan por secretar un patrón específico 

de citocinas. Los linfocitos Th1 producen IL-2 e IFN-γ, así como el factor de necrosis tumoral 

β (TNF-β); mientras que los linfocitos Th2 liberan principalmente IL-4, IL-5 e IL-10, además 

de la IL-6 e IL-9. Los linfocitos Th que secretan los dos patrones de citocinas se denominan 

Th0 y son considerados como los precursores de los linfocitos Th1 y Th2. Existen otros 

linfocitos T cooperadores llamados Th3 o reguladores (Treg), que producen el factor de 

crecimiento transformante β (TGF-β) en grandes cantidades (Mossmann TR and Sad S, 1996). 

 

 

2.3.1 Respuestas Th1 y Th2 

 

Las funciones de los linfocitos Th1 y Th2 se correlacionan con el patrón de citocinas que 

producen. Los linfocitos Th1 están relacionados con reacciones inflamatorias mediadas por 

células. Además, las células Th1 participan en reacciones de hipersensibilidad tardía (DTH). 

En cambio, las citocinas del tipo Th2 favorecen la producción de anticuerpos, particularmente 

del tipo IgE relacionado con las alergias, también inducen la proliferación y favorecen la 

función de los eosinófilos (Figura 3). 
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Figura 3. Respuesta Th1/Th2. Las células T cooperadoras, Th, se dividen en dos 
subpoblaciones principales, caracterizadas por las citocinas que produce cada una: los 
linfocitos Th1 secretan IL-2, IFN-γ y TNF-β (linfotoxina); mientras que los linfocitos Th2 
liberan IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (modificado de Kidd P, 2003). 

 

 

Las respuestas Th1 y Th2 son mutuamente inhibitorias entre sí; esto es, el IFN-γ, producto 

Th1, inhibe la proliferación de las células Th2; y las IL-4 e IL-5 inhiben las síntesis de 

citocinas del tipo Th1. Es por esto que durante las infecciones, se monta una respuesta inmune 

encaminada hacia un tipo u otro. Sin embargo, estas respuestas pueden ser alteradas por 

estímulos potentes con la presencia de otras citocinas; por ejemplo, la IL-2 y la IL-12 

favorecen la síntesis de IFN-γ; mientras que la IL-10 puede inhibir su producción. Esto sirve 

como inmunomodulación sin cambiar permanentemente el fenotipo principal de la respuesta 

(Mossmann TR and Sad S, 1996). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

La línea principal de investigación del Laboratorio de Investigación en Inmunología, Estudio 

de los Elementos Traza en la Respuesta Inmune, se toma a partir de la problemática presentada 

en el Hospital Infantil de México Federico Gómez, donde se observó una relación muy 

estrecha entre niños desnutridos y la alta frecuencia de infecciones. 

 

Debido a los graves efectos que se presentan por la falta de zinc en las etapas perinatales, se 

decidió desarrollar un modelo experimental utilizando ratones de la cepa BALB/c, a los cuales 

se les suministró zinc durante la gestación, la lactancia y la post-lactancia. Esto ha permitido la 

observación de las variaciones inmunológicas en el modelo in vivo y la evaluación de dichos 

cambios in vitro, utilizando técnicas inmunológicas y moleculares. 

 

Se ha encontrado que el zinc es capaz de incrementar la proliferación de los linfocitos T, así 

como la producción de citocinas, principalmente inflamatorias, como la IL-1, IL-12, y TNF-α; 

además de IFN-γ e IL-2 (Aguilar AE et al, 2004). 

 

Adicionalmente, nuestros estudios han demostrado que el zinc participa en otros procesos no 

inmunológicos. Se ha observado una mayor fertilidad en los animales y una menor mortalidad 

de los mismos cuando se les administra zinc durante la gestación (Lastra MD et al, 2005). Así 

mismo, se ha observado que este metal contribuye a la disminución dramática de la carga 

parasitaria en casos de cisticercosis, confiriendo una protección importante (Fragoso G et al, 

2001). 

 

Puesto que en trabajos previos hemos demostrado que el zinc induce la producción de 

citocinas como la IL-12 que, a su vez, favorece una respuesta Th1 caracterizada por la 

secreción de IL-2 e IFN-γ, en este trabajo se decidió estudiar la influencia de la administración 

de zinc durante las etapas de gestación, lactancia y destete sobre la expresión genética del 

IFN-γ en esplenocitos murinos. 
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4. HIPÓTESIS 

 

Los ratones suplementados con zinc presentarán una mayor expresión de interferón gamma en 

comparación con los grupos testigo; lo que les permitirá responder de una manera más 

adecuada frente a una infección. 

 

 

 

5. OBJETIVOS 

 

General 

 

♦ Determinar los efectos que tiene el zinc sobre la expresión genética del IFN-γ en las 

etapas perinatales de ratones BALB/c. 

 

Específicos 

 

o Estandarizar el procedimiento de RT-PCR utilizando la enzima rTth DNA polimerasa 

para la expresión de IFN-γ en ratones en etapas perinatales. 

 

o Evaluar los efectos del zinc sobre la expresión del IFN-γ en linfocitos esplénicos 

murinos estimulados con Forbol-12-Miristato-13-Acetato y con Ionomicina de calcio 

mediante RT-PCR. 

 

o Determinar la concentración intracelular de zinc en los linfocitos murinos mediante 

Absorción Atómica y relacionarla con la expresión genética del IFN-γ. 
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6. METODOLOGÍA 

6.1 Animales 

 

Se utilizaron ratones de la cepa BALB/c, machos y hembras, los cuales se alojaron en cajas de 

plástico con cubiertas de acero inoxidable y fondo de aserrín. Las botellas de agua tuvieron 

tapones de polietileno y tubos bebederos de vidrio. Los animales se alimentaron ad libitum 

con alimento comercial 2018S Harlan Teklad Global Diets (Madison, Winsconsin, USA). 

 

6.1.1 Suplementación con zinc 

 

Con el propósito de estudiar los efectos de la suplementación con zinc en las etapas perinatales, 

los animales recibieron ad libitum agua de beber con 500 mg/L (500 ppm) de acetato de zinc 

(Mallinckrodt Baker, S.A. de C.V., México, No.Cat. 8740), el cual se les administró a partir 

del día de cruza de los progenitores. Los animales se dividieron en dos grupos experimentales 

de acuerdo con la tabla 2. 

 

6.1.2 Grupos de tratamiento 

 

Los animales del grupo 1 (n=20) fueron las crías que recibieron la dosis de zinc durante los 

periodos de la gestación y la lactancia, y que corresponden a los ratones con 6 semanas de 

tratamiento (ratones de tres semanas de edad). El grupo 2 (n=20) fueron las crías que 

recibieron la dosis de zinc durante los periodos de gestación, lactancia y post-lactancia, 9 

semanas de tratamiento (ratones de seis semanas de edad). Los grupos testigo, de edades 

correspondientes, (cada uno n=20) se mantuvieron en las mismas condiciones pero sin recibir 

zinc. 
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Periodo de tratamiento con zinc (mg/L) 

Gestación 

F0 --- F1 

Lactancia 

F1 

Destete 

F1 
Grupos 

3 semanas 3 semanas 3 semanas 

Grupo  1 500 500 --- 

Testigo 1 0 0 --- 

Grupo 2 500 500 500 

Testigo 2 0 0 0 
 

Tabla 2. Grupos de tratamiento con zinc. El grupo 1 son crías que recibieron 500 mg/L de zinc durante los 

periodos de gestación y lactancia (6 semanas de tratamiento). El grupo 2 son crías que recibieron la dosis de 500 

mg/L durante los periodos de gestación, lactancia y post-lactancia (9 semanas de tratamiento). Los testigos 

correspondientes no recibieron zinc. 

 

 

6.2 Estudio de la expresión genética de IFN-γγγγ por linfocitos 

esplénicos 

 

Se realizaron ensayos semicuantitativos mediante el ensayo de la transcriptasa reversa – 

reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) para evaluar los efectos de la suplementación 

oral con zinc sobre la expresión del gen del IFN-γ en linfocitos esplénicos estimulados con 

Forbol-12-Miristato-13-Acetato (PMA) (Sigma-Aldrich Co, St Louis MO, USA, No.Cat. 

P1585) y Ionomicina de calcio (I) (Sigma-Aldrich Co, St Louis MO, USA, No.Cat. I0634), 

obtenidos de las crías del grupo 1, del grupo 2 y de los grupos testigos correspondientes. 

 

6.2.1 Obtención de los esplenocitos 

 

En condiciones de esterilidad, se extrajo el bazo y mediante perfusión con 5 mL de medio 

RPMI 1640 (GIBCO, Invitrogen, Carlsbad CA, USA, No.Cat. 21870) se obtuvieron los 

esplenocitos. Las células se lavaron por centrifugación a 250g, temperatura ambiente, durante 

10 minutos, con medio RPMI 1640 en tubos para centrífuga de 15 mL (Corning Inc, Acton 

MA, USA, No.Cat. CLS430052). Se contó el número de linfocitos verificando una viabilidad 

mayor al 95% por exclusión con el colorante azul tripano (Sigma-Aldrich Co, St Louis MO, 

USA, No.Cat. T6146) y se ajustó la concentración de la suspensión celular a 4x10
6
 células/mL 

en medio RPMI 1640 suplementado. 
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6.2.2 Estimulación de los linfocitos 

 

Con el fin de determinar el tiempo óptimo de expresión genética, se llevó a cabo una cinética 

de expresión para el IFN-γ con animales testigo de 6 semanas de edad que no fueron 

suplementados con zinc. Se realizaron cultivos de linfocitos esplénicos en tubos de cultivo de 

poliestireno (Elkay Products, Inc, MA, USA, No.Cat. 000-2058-STR). En cada tubo se 

depositaron 4x10
6
 células de las suspensiones de linfocitos en un volumen de 1 mL. Para 

activarlos, se adicionaron 50 ng de PMA y 0.5 µg de I por cada 10
6
 células, mientras que otros 

tubos control con las células sólo contenían medio de cultivo. La estimulación se realizó a 

37°C en atmósfera húmeda con 5% de CO2 y se tomaron muestras de 1 mL a las 0, 0.5, 1, 2, 4, 

6 y 20 horas. Las células se transfirieron a un tubo estéril para microcentífuga (Corning Inc, 

Acton MA, USA, No.Cat. CLS3213) y se lavaron con 1 mL de PBS estéril a 750g, 4 °C 

durante 10 minutos (Centrífuga IEC Centra-M2, USA). 

 

Una vez que se determinó el tiempo óptimo de estimulación de acuerdo a la cinética de 

expresión de la citocina, los esplenocitos provenientes de los grupos experimentales y sus 

testigos fueron estimulados únicamente durante este tiempo. 

 

6.2.3 Aislamiento de RNA total 

 

El RNA total se aisló de la suspensión de linfocitos mediante el método de Chomczynski & 

Sacchi, que utiliza una solución de tiocianato de guanidina/fenol (TriPure
®
 Isolation Reagent, 

Roche, Indianapolis, USA, No.Cat. 11667157001). 

 

Se adicionó 1 mL de TriPure
®
 y se lisaron las células por agitación en vórtex durante 30 

segundos. Las muestras se mantuvieron a –70°C durante 24 horas. Posteriormente se 

adicionaron 200 µL de cloroformo (J.T. Baker S.A. de C.V., México, No.Cat. 9180) y se agitó 

vigorosamente durante 30 segundos. Se incubó durante 10 minutos en hielo y se centrifugó a 

12,000g durante 15 minutos a 4°C. El DNA y las proteínas permanecieron en la interfase 

insoluble (blanca) y en la fase orgánica (rosa); la fase acuosa (incolora) donde se encuentra el 
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RNA (aproximadamente 700 µL) se transfirió a otro tubo estéril. Se adicionaron 500 µL de 

isopropanol (J.T. Baker S.A. de C.V., México, No.Cat. 9084) para precipitar el RNA y se 

agitó por inversión suave. Se incubó durante toda la noche a –20°C. Al día siguiente se 

centrifugó a 12,000g durante 10 minutos a 4°C, se decantó el sobrenadante y el pellet se lavó 

con 1 mL de etanol 75% (J.T. Baker S.A. de C.V., México, No.Cat. 9000), agitando 

brevemente en vórtex. Se centrifugó a  7,500g durante 5 minutos a 4°C y se retiró 

completamente el sobrenadante. Se dejó secar el botón de RNA y se resuspendió en 50 µL de 

agua libre de nucleasas. Se determinó su pureza y concentración, 1 UA a 260 nm fue 

equivalente a 40 µg/mL y la relación 260/280=2 indicó una preparación libre de proteínas 

(Espectrofotometro Beckman DU-650). Las muestras se almacenaron a –70°C en el 

ultracongelador. 

 

6.2.4 RT-PCR 

 

La transcripción reversa del RNA a cDNA y la amplificación del cDNA a través de la PCR de 

punto final, se realizó utilizando la enzima rTth DNA polimerasa y un equipo de reactivos 

comercial (GeneAmp
®
 PCR Kit, Perkin Elmer, NJ, USA, No.Cat. 808-0179) bajo las 

siguientes condiciones de reacción: 

REACTIVO 
Volumen por 

Reacción 

Concentración 

Final 

RNA total 1 µg 1 µg 

Cebadores, 25 µM 2 µL 1 µM 

Amortiguador EZ 5X 10 µL 1X 

dNTP’s, 10 mM c/u 1.5 µL c/u 300 µM 

rTth DNA polimerasa, 2.5 UI/mL 2 µL 0.1 UI/µL = 5 UI 

Acetato de manganeso, 25 mM 5 µL 2.5 mM 

Agua libre de nucleasas cbp 50 µL --- 

 

El ciclo de reacción
*
 que se utilizó fue el siguiente: 

1. Transcripción 30 minutos 60 °C 1x 

2. Etapa inicial 30 segundos 94 °C 1x 

3. Desnaturalización 15 segundos 94 °C 

4. Alineamiento y extensión 30 segundos 60 °C 
35x 

5. Etapa final 7 minutos 60 °C 1x 
  * Equipo termociclador MyCycle (BIO-RAD, Inc., CA, USA) 
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Los productos de PCR se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% (Sigma-

Aldrich, St Louis, MO, USA, No.Cat. A6013), se aplicó una diferencia de potencial de 60 

volts y el corrimiento se realizó junto con los marcadores de peso molecular (50–1000 bp 

ladder, Bio-Ladder, Bio-Synthesis, Lewisville TX, USA, No.Cat. 54-1002-100). Los geles se 

tiñeron con bromuro de etidio (Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA, No.Cat. E8751) y se 

expusieron a la luz UV, finalmente se digitalizaron (Gel Doc 2000, BIO-RAD Inc, CA, USA). 

El cálculo de la concentración relativa se obtuvo por análisis densitométrico de los productos 

de amplificación (Software Quantity One versión 4.6.3, BIO-RAD Inc, CA, USA). 

 

6.3 Determinación del zinc intracelular 

 

Se determinó la concentración intracelular de zinc en los esplenocitos murinos de los animales 

suplementados y de sus testigos mediante Espectrometría por Absorción Atómica. Para ello, se 

contó con la colaboración de la Dra. Liliana Saldívar y de la Q. Nadia Munguía del 

Laboratorio de Espectroscopía de Absorción Atómica del Departamento de Química Analítica, 

Posgrado. 

 

6.3.1 Obtención de la muestra 

 

En condiciones libres de elementos traza, se extrajo el bazo de los ratones y se obtuvieron los 

esplenocitos mediante perfusión con 5 mL de medio RPMI 1640 (Gibco Laboratories, NY, 

USA). Se contó el número de linfocitos verificando una viabilidad mayor al 95% por 

exclusión con el colorante azul tripano (Flow Laboratories Inc., McLean VA, USA). La 

suspensión celular se centrifugó a 250g, durante 10 minutos, y se desechó el sobrenadante. Las 

células se resuspendieron en 1 mL de PBS estéril y se adicionó 1 mL de solución hemolítica. 

Se agitó suavemente durante 1 minuto y nuevamente se centrifugó a 250g por 10 minutos. La 

lisis se repitió cuantas veces fue necesario hasta que hubo desaparecido el botón rojo. 

Finalmente, las células se resuspendieron en 1 mL de PBS y se calculó el número absoluto de 

células en la muestra (10
7
 linfocitos). 
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6.3.2 Absorción atómica 

 

La digestión de las células se realizó con una combinación de 1 mL de ácido nítrico 

concentrado (J.T. Baker S.A. de C.V., México, No.Cat. 9601) y 2 mL de peróxido de 

hidrógeno al 30% (Merck, Darmstadt, Germany, No.Cat. 7210), las muestras se mantuvieron 

en agitación a una temperatura regulada hasta que se tuvo una solución clara. La solución se 

llevó a un volumen final de 6 mL con agua desionizada y se dejó reposar por 24 horas a 

temperatura ambiente. Cada una de las muestras se filtró y posteriormente se llevaron al 

Laboratorio de Espectroscopía de Absorción Atómica para ser analizados cuantitativamente 

mediante Espectrometría de Absorción Atómica (espectrofotómetro PerkinElmer 2380, 

Waltham MA, USA). Las muestras fueron comparadas con un material de referencia (National 

Institute of Standards and Technology, Certificate of Analysis, Standard Reference Material 

1577b, U.S. Department of Commerce). 

 

Para asegurar una determinación correcta, todo el material utilizado para la preparación, 

manejo y almacenamiento de las muestras y el estándar, fue tratado con ácido nítrico 10% (J.T. 

Baker S.A. de C.V., México, No.Cat. 9601) durante 24 horas y posteriormente enjuagado con 

agua desionizada. 
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7. RESULTADOS 

 

 7.1 Estandarización de los ensayos y cinética de estimulación 
de esplenocitos 

 

Se determinaron las condiciones óptimas para detectar la expresión del IFN-γ en esplenocitos 

murinos estimulados con Forbol-12-Miristato-13-Acetato (PMA, 50ng/10
6
cél/mL) + 

Ionomicina de calcio (I, 0.5µl/10
6
cél/mL). Para esto fue necesario realizar una cinética de 

estimulación a diferentes tiempos (30 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas y 20 horas). 

 

A partir de las células estimuladas se aisló el RNA total y se realizó la electroforesis para 

verificar la integridad del ácido nucleico. En la Figura 1 se aprecian las bandas características 

del RNA ribosomal en un gel de agarosa al 1.5%. Las muestras corresponden al RNA 

obtenido de esplenocitos estimulados en diferentes tiempos. 

 

30min 1h 4h 6h 20h

28 S

18 S

Figura 1. Bandas características del RNA aislado de las células 

provenientes de la cinética de estimulación con PMA+I.

2h30min 1h 4h 6h 20h

28 S

18 S

Figura 1. Bandas características del RNA aislado de las células 

provenientes de la cinética de estimulación con PMA+I.

2h

 

 

 

Posteriormente, se determinó la concentración de RNA de cada muestra y se ajustó la cantidad 

utilizada para realizar el RT-PCR (1µg), de esta manera se pudo comparar la expresión 

genética en cada muestra. 
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Se realizó la transcripción reversa para convertir el RNA en cDNA y a continuación se llevó a 

cabo la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Se obtuvieron los amplificados 

correspondientes al IFN-γ, con un peso molecular de 937 pares de bases. Los cebadores 

utilizados fueron de origen comercial (PrimeScreen
®

 Mouse Interferon-γ Primer Pair, 

BioSource International Inc, USA, No.Cat. GMC4022) y su secuencia es la siguiente: 

 

  3’:  5’ – CCT GTT ACT ACC TGA CAC ATT CGA G  – 3’ 

  5’: 5’ – GCT ACA CAC TGC ATC TTG GCT TTG C  – 3’ 

 

1000 bp

900 bp

800 bp

700 bp

600 bp

Figura 2. Productos de amplificación genética de IFN-γ

obtenidos de la cinética de estimulación.
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Figura 2. Productos de amplificación genética de IFN-γ

obtenidos de la cinética de estimulación.
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A partir de la Figura 2 y de la Gráfica 1, se determina que la expresión del gen para IFN-γ es 

detectable a partir de las 2 horas de estimulación y que ésta permanece constante a lo largo del 

tiempo; se seleccionó como el tiempo mínimo de estimulación que se utilizaría en los futuros 

experimentos. 

 

Gráfica 1. Cinética de expresión de IFN-γ. La expresión de la citocina
permanece constante a partir de las 2 horas de estimulación con PMA+I.
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Gráfica 1. Cinética de expresión de IFN-γ. La expresión de la citocina
permanece constante a partir de las 2 horas de estimulación con PMA+I.
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También se realizó una segunda cinética (2 y 20 horas) para ver la estabilidad del mRNA y 

verificar que los estimulantes utilizados fueran los adecuados, para esto se utilizaron los 

estimulantes por separado y en combinación. Las concentraciones utilizadas fueron para PMA 

50 ng por cada 10
6
 células, Ionomicina 0.5 µg por cada 10

6
 células y PMA+I en las mismas 

concentraciones. 
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Figura 3. Cinética de expresión genética de IFN-γ utilizando diferentes 
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Como se observa en la Figura 3, la expresión del gen para IFN-γ sólo es posible utilizando la 

combinación de ambos estimulantes para activar las células. Así mismo, confirmamos la 

detección del mRNA específico para la citocina hasta 20 horas después del estímulo. 

 

Utilizando un software (Quantity One versión 4.6.3, Bio-Rad Inc, USA), se midió la 

intensidad de las bandas para calcular la expresión relativa, y se determinó que la expresión 

genética se mantiene constante a lo largo del estímulo (Tabla 4). 

 

Carril Muestra 
Densidad 

(int/mm
2
) 

Expresión 

relativa 

3 2 h 585.20 1.00 

6 20 h 580.36 0.99 
 

Tabla 4. Análisis densitométrico de los amplificados de RT-PCR para IFN-γ de la 

cinética de estimulación. El área analizada en cada banda del gel fue de 149.80 mm
2
. 
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Para garantizar la validez de cada experimento se utilizaron diferentes controles; uno de ellos 

fue la expresión de la proteína constitutiva β-actina, la cual nos indicó que efectivamente se 

contaba con una muestra de RNA funcional; y un segundo control, la expresión de la 

interleucina 1α (IL-1α), que nos confirmó la integridad de los reactivos del kit para RT-PCR, 

ya que éste cuenta con un templado de cRNA que incluye diferentes secuencias genéticas para 

proteínas específicas, además de un juego de iniciadores que codifican para dicha citocina. 
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Figura 4. Expresión genética de β-actina e IL-1α.
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En la Figura 4 se aprecian las bandas correspondientes a los controles del experimento. La     

β-actina presenta una banda de 540 pares de bases, expresión relativa ER=1287.54, mientras 

que la interleucina 1α (IL-1α) tiene un peso de 308 pares de bases, ER=1380.47. La secuencia 

de los cebadores utilizados es: 

 

o β-actina (Bio-Synthesis, Lewisville, TX, USA, No.Cat. I266-1, H673-1) 

   3’: 5’ – CTC TTT GAT GTC ACG CAC GAT TTC – 3’ 

   5’:  5’ – GTG GGC CGC TCT AGG CAC CAA – 3’ 

 

o IL-1α, pAW109 RNA (GeneAmp
®

 EZ rTth RNA PCR Kit, PerkinElmer, NJ, USA) 

   3’ (DM151): 5’ – GTC TCT GAA TCA GAA ATC CTT CTA TC – 3’ 

   5’ (DM152):  5’ – CAT GTC AAA TTT CAC TGC TTC ATC C – 3’ 
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7.2 Efectos de la suplementación oral con zinc en la expresión 

genética del IFN-γγγγ 

 

  7.2.1 Grupo 1 
 

En los animales pertenecientes al Grupo 1 (Zn500, 6 semanas de tratamiento) se observó que 

la suplementación con zinc favorece la expresión genética del IFN-γ. En la Figura 5 se observa 

que la expresión de la citocina es mayor en los animales suplementados comparándolos con el 

grupo testigo (Zn0) y corresponde a un ensayo representativo. 
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Figura 5. Efecto del zinc sobre la expresión genética de IFN-γ. La 
expresión del gen de la citocina aumenta en los animales suplementados 

(carril 3) con respecto a sus testigos (carril 2). Los amplificados 

corresponden a animales suplementados durante 6 semanas.
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Carril Muestra 
Densidad 

(int/mm
2
) 

Expresión 

relativa 

2 Zn0 PMA+I 244.23 1.00 

3 Zn500 PMA+I 300.81 1.23 

 

Tabla 5. El análisis densitométrico de los amplificados de RT-PCR para 

IFN-γ revela que el aumento en la expresión del gen es del 19% en los 

animales suplementados durante 6 semanas. El área analizada fue de 109.47 

mm
2
. 
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  7.2.2 Grupo 2 
 

Posteriormente, se investigó el efecto del zinc en la expresión del IFN-γ en ratones del Grupo 

2 (Zn500, 9 semanas de tratamiento). En el ensayo representativo de la Figura 6 se puede 

observar que la expresión del IFN-γ también es mayor en los animales suplementados que en 

el grupo testigo (Zn0). 
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Figura 6. Efecto del zinc sobre la expresión genética de IFN-γ. La 
expresión del gen aumenta en los animales suplementados (carril 3) con 

respecto a sus testigos (carril 2). Los amplificados corresponden a 

animales suplementados durante 9 semanas.
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Carril Muestra 
Densidad 

(int/mm
2
) 

Expresión 

relativa 

2 Zn0 PMA+I 428.10 1.00 

3 Zn500 PMA+I 1067.12 2.49 

 

Tabla 6. Análisis densitométrico de los amplificados de RT-PCR para IFN-

γ. Se muestran los valores densitométricos y los correspondientes a la 

expresión relativa del gen de IFN-γ. Se puede observar que en los animales 

suplementados esta expresión es notablemente mayor (60%) comparado 

con los animales testigo. El área analizada fue de 128.91 mm
2
. 
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En la Gráfica 2 se puede apreciar el análisis global de la suplementación con zinc sobre la 

expresión genética del IFN-γ en esplenocitos murinos. El incremento de la expresión relativa 

de la citocina a las 9 semanas de tratamiento es significativamente mayor que a las 6 semanas 

(prueba t de Student, p < 0.05, X de 3 experimentos representativos). 

 

 

 

 

Gráfica 2. Expresión relativa de IFN-γ. La suplementación con zinc 

incrementa significativamente la expresión de la citocina en los animales 

del Grupo 2 con respecto a los animales del Grupo 1 (prueba t de

Student, p<0.05).
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Gráfica 2. Expresión relativa de IFN-γ. La suplementación con zinc 

incrementa significativamente la expresión de la citocina en los animales 

del Grupo 2 con respecto a los animales del Grupo 1 (prueba t de

Student, p<0.05).
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7.3 Concentración intracelular de zinc en esplenocitos 

 

Se determinó la concentración intracelular de zinc en los linfocitos mediante Absorción 

Atómica utilizando 4 animales por cada grupo experimental. Como se muestra en la Tabla 7, 

los resultados promedio indican que la suplementación con este micronutriente produce un 

incremento en la concentración intracelular de zinc, tanto a las 6 como a las 9 semanas de 

tratamiento, comparando con los grupos testigo. Sin embargo, cabe resaltar que el aumento a 

las 6 semanas (Grupo 1) es más notorio que a las 9 semanas de tratamiento (Grupo 2) (Gráfica 

3). 

 

 

Periodo de 

tratamiento 

Suplementación 

con zinc 

Concentración intracelular 

promedio de zinc 

(µµµµg/10
9
 células) 

6 semanas Zn0 0.90 

9 semanas Zn0 0.91 

6 semanas Zn500 2.05 

9 semanas Zn500 1.38 

 

Tabla 7. Concentración intracelular de zinc. 

 

 

Gráfica 3. Incrementos en la concentración intracelular de zinc y en la 
expresión relativa en grupos suplementados.
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Gráfica 3. Incrementos en la concentración intracelular de zinc y en la 
expresión relativa en grupos suplementados.
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8. DISCUSIÓN 
 

La mayoría de los estudios realizados respecto a los efectos del zinc han sido dirigidos a 

identificar las consecuencias de su deficiencia (Lukaski HC, 2005; Clegg MS et al, 2005; 

Fraker PJ and King LE, 2004; Ibs KH and Rink L, 2003; Rosado JL, 1998) puesto que es un 

problema prevalente en los países en desarrollo, incluyendo a nuestro país, debido 

principalmente a una dieta con niveles bajos de proteína animal y altos niveles de fibra y 

fitatos, afectando a la salud en general y particularmente al sistema inmune. 

 

Los trabajos previos (Prasad AS, 2003; Shankar AH et al, 2000; Dardenne M, 2000) han 

demostrado que la deficiencia de zinc incrementa la susceptibilidad a una gran variedad de 

patógenos, reduce las respuestas humoral y celular, y afecta la capacidad del hospedero para 

controlar las infecciones. Diferentes grupos de investigadores, como el de Brooks WA, han 

visto que la suplementación con zinc es muy efectiva para reducir la susceptibilidad a 

infecciones respiratorias y mejorar los casos de diarrea, así como para disminuir la mortalidad 

ocasionada por estas enfermedades. El grupo de Castillo-Durán C y Weisstaub G han 

demostrado que favorece el crecimiento y reduce la morbilidad en niños con deficiencia de 

este metal, inclusive Hamadani JD y colaboradores tienen evidencia de que el zinc mejora el 

desarrollo mental. 

 

El hecho de tener una alimentación adecuada es un factor esencial para el óptimo desarrollo 

del organismo. La falta de algún nutriente, como el zinc, puede ocasionar deficiencias en el 

sistema inmune y propiciar infecciones, especialmente en niños. 

 

En este protocolo se demostró que la suplementación con zinc en ratones favoreció la 

expresión genética del IFN-γ. A través de una cinética de estimulación de esplenocitos con 

PMA+I se determinó que el tiempo mínimo al cual es posible detectar la expresión del gen es 

de 2 horas; sin embargo, la producción de mRNA específico para esta citocina perdura durante 

más tiempo, incluso hasta 20 horas después (Figura 2, Gráfica 1). 
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Cuando los ratones fueron suplementados con zinc durante 6 y 9 semanas, se mostró un 

aumento en la expresión del gen de IFN-γ comparándolos con aquellos que no recibieron el 

suplemento (Figuras 5 y 6), aunque este efecto fue mayor a las 9 semanas de tratamiento (60%, 

Tabla 6). Relacionando con trabajos previos de nuestro Laboratorio, también se ha demostrado 

que la cantidad de células productoras de IFN-γ en etapas perinatales aumentó gracias a la 

suplementación con zinc, utilizando la técnica de ELISpot (Aguilar AE et al, 2004). 

 

Nuestros resultados sugieren que la expresión de la citocina depende de la concentración de 

zinc presente en la célula, puesto que la suplementación incrementó la concentración 

intracelular del elemento en los linfocitos en ambos grupos de tratamiento (56% y 34% en 

animales tratados durante 6 y 9 semanas respectivamente), sin embargo, creemos que existe un 

mecanismo regulador que permite llegar a una concentración intracelular de zinc óptima en 

donde la expresión genética del IFN-γ sea máxima, este proceso podría llevarse a cabo en 

cierto tiempo y explicar la expresión más notoria a las 9 semanas. 

 

La producción del IFN-γ en linfocitos es un proceso que depende de la producción de otras 

moléculas, como la IL-1, el receptor sIL-2 o la IL-12 y por lo tanto de la presencia de otras 

células como los monocitos. A este respecto, estudios anteriores muestran que la 

suplementación con zinc en ratones aumenta la producción de IL-12 en macrófagos, 

observándose una mayor producción de la citocina a las 9 semanas de tratamiento (Lastra MD 

et al, 2004), lo que explicaría adecuadamente los resultados obtenidos en  este estudio, ya que 

observamos que la expresión de IFN-γ, al igual que la IL-12, aumenta tanto a las 6 como a las 

9 semanas de suplementación, teniendo un mayor efecto a las 9 semanas de tratamiento. Así 

mismo, en el Laboratorio se ha visto que el zinc induce una mayor expresión y producción de 

otra citocinas como la IL-1, TNF e IL-12 en ratones suplementados. 

 

Wellinghausen N y colaboradores han demostrado que el zinc es incapaz de inducir la 

producción de IFN-γ y otras citocinas en cultivos de linfocitos T libres de monocitos; lo que 

indica la importancia de la interacción celular en el establecimiento de una adecuada respuesta 

inmune, ya que los monocitos facilitan la activación de los linfocitos al menos a través de la 

secreción de IL-1. 
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En los animales suplementados con zinc posiblemente se lograron varios beneficios en su 

sistema inmune porque el IFN-γ es producido por distintas células, como las NK, linfocitos 

Tγδ y T CD8
+
, además de los linfocitos T activados. Algunos de los efectos más importantes 

del IFN-γ son la actividad antiviral directa, la polarización y activación de la respuesta de las 

células Th, la sobreexpresión de las moléculas MHC clase I y la inducción de la expresión de 

las moléculas MHC clase II mejorando la presentación antigénica, tanto en células 

inmunocompetentes como en células no inmunes, la regulación de la respuesta inmune 

humoral, la activación de las células fagocíticas mieloides y la modulación de la secreción de 

diversas citocinas como la IL-12 y el TNF-α. La expresión genética del IFN-γ es muy 

importante para la mayoría de estos efectos; sin embargo, es necesario realizar más estudios 

para determinar la manera en que se realizan estos mecanismos moleculares. 

 

Con respecto a los efectos antivirales del IFN-γ, el grupo de Shrestha B y colaboradores han 

realizado estudios que demuestran que al tratar cultivos celulares con IFN-γ se reduce la carga 

viral como en infecciones por el virus del dengue, el virus de la encefalitis japonesa y el virus 

del Nilo Occidental. En un protocolo próximo será interesante evaluar los efectos del zinc con 

algún modelo de infección viral. 

 

Con relación a la relevancia de nuestro trabajo, la nutrición deficiente durante la niñez puede 

traer graves consecuencias a futuro debido a que al nacer el sistema inmune no se encuentra en 

un estado de madurez (Cunningham-Rundles C et al, 2005). La importancia de la 

suplementación con zinc radica en que puede mejorar y prevenir una gran variedad de 

enfermedades, como infecciones respiratorias, otitis media, enfermedades diarreicas, 

cisticercosis, etc.; además de que es un tratamiento seguro, se puede tener una buena 

proporción costo-beneficio. 

 

Actualmente, una manera de contrarrestar la deficiencia de zinc ha sido la fortificación de 

alimentos con vitaminas y minerales, principalmente en productos consumidos por niños, 

como cereales, alimentos para bebés, jugos, etc. Cabe resaltar que además es sumamente 

importante ingerir alimentos naturales ricos en zinc como las carnes rojas, pescados, tortillas, 

derivados lácteos, leguminosas (habas, lentejas, frijoles), arroz, etc. (López P et al, 1999). 
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Pero no hay que olvidar que se han realizado estudios de suplementación con zinc en niños 

obteniendo resultados diversos (Hamadani JD et al, 2002; Sur D et al, 2003; Black MM et al, 

2004; Penny ME et al, 2004; Brooks WA et al, 2005); sin embargo, se cree que la variación en 

estos estudios, principalmente en niños menores de seis meses de edad, se deben a causas 

como el grado de madurez al nacer, el retardo en el crecimiento intrauterino, la leche materna 

como única fuente de alimentación y la morbilidad temprana (Osendarp SJ et al, 2002). 

 

A pesar de los beneficios de la suplementación con zinc, se ha descrito que altas dosis de este 

elemento pueden ocasionar efectos adversos. Por ejemplo, en linfocitos cultivados in vitro, 

Wellinghausen N y colaboradores han observado que concentraciones mayores a 30 µM 

activan un mecanismo de inhibición directa del zinc sobre la cinasa asociada al receptor tipo 1 

para IL-1 (IRAK, por sus siglas en inglés), lo que ocasiona la disminución en la proliferación 

de los linfocitos T. 

 

También, en nuestro Laboratorio hemos observado que la prolongación en el tiempo de 

suplementación afecta de manera adversa la proliferación de linfocitos y la capacidad 

fagocítica de los macrófagos (Lastra MD et al, 2001) y creemos que la administración del 

metal durante periodos largos produce una acumulación en tejidos y la saturación de los 

mecanismos relacionados con la estimulación inducida por el zinc, lo que ocasiona 

consecuencias negativas en las funciones celulares, como la inhibición de la producción de 

citocinas, la desestabilización de la membrana celular, la interferencia en la señalización 

celular, etc.; manifestándose como una inhibición general de la respuesta inmune. 

 

Mocchegiani y colaboradores indican que el zinc es muy importante en la fase G0/G1 del ciclo 

celular y que altas dosis del elemento (900 µM) ocasionan un arresto en el ciclo celular. Así 

mismo, Wellinghausen N y colaboradores, en 1997, demostraron que la proliferación de 

linfocitos disminuye de manera dependiente de la concentración de zinc en el medio. Por todo 

lo anterior queda demostrado que la administración del zinc debe ser cuidadosamente 

monitoreada para obtener efectos óptimos sobre la respuesta inmune, así como la necesidad de 

continuar los estudios con modelos in vivo e in vitro. 
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9. CONCLUSIONES 

 

■ La suplementación con zinc favorece la expresión del IFN-γ durante las etapas 

perinatales, observándose un mayor efecto a las 9 semanas de tratamiento que a las 6 

semanas. 

 

■ La concentración intracelular de zinc en los linfocitos debida a la suplementación se 

correlaciona positivamente con la expresión del IFN-γ, aunque sabemos que existe un 

mecanismo regulador que impide tener niveles altos del metal durante periodos 

prolongados. 

 

■ En nuestro modelo experimental, el aumento moderado de las dosis y de la 

prolongación de los periodos de suplementación aparentemente no tienen 

repercusiones en etapas adultas. 

 

■ Hemos constatado que la prolongación excesiva de la administración del elemento 

puede tener efectos nocivos sobre la producción de algunas citocinas y también que las 

dosis deben ser monitoreadas cuidadosamente. 

 

■ Nuestros resultados sugieren que la suplementación con zinc durante 9 semanas 

favorece una mejor respuesta inmune debido al aumento en la expresión genética y a la 

producción del IFN-γ y de otras citocinas en el organismo. 

 

■ El aumento en la secreción de IFN-γ muestra el gran potencial que tienen los 

micronutrimentos para modular el sistema inmune y así favorecer una respuesta Th1 en 

el combate contra los patógenos. 

 

■ El IFN-γ es un gran modulador del crecimiento celular y tiene efectos muy importantes 

en el sistema inmune, lo que lo hace un buen candidato en el tratamiento de 

enfermedades para las cuales no existe una terapia efectiva actualmente. 
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ANEXO I 

Preparación de soluciones 

 

Amortiguador para electroforesis 

 

Para preparar 1 L de solución amortiguadora para electroforesis es necesario pesar los 

siguientes reactivos: 

 

Tris base 10.8 g 

Ácido bórico 5.5 g 

EDTA disódico 0.744 g 

 

En aproximadamente 800 mL de agua desionizada estéril se disuelve cada reactivo, uno por 

uno, en un ambiente bajo en nucleasas. Al final, se afora a 1L con agua desionizada estéril 

y la solución se transfiere a un frasco ámbar estéril. Almacenar a TA. Podrá utilizarla 5 

veces. 

 

Amortiguador TE para cebadores 

 

Se crea un ambiente bajo en nucleasas y se disuelven las siguientes cantidades de reactivos 

en 40 mL de agua desionizada estéril: 

 

Tris-HCl 39.4 mg 

EDTA disódico 1.8 mg 

 

Se lleva a 50 mL con agua desionizada estéril y se esteriliza por filtración (filtro 0.22 µm). 

Almacenar a TA. La concentración final para el Tris-HCl es 5 mM y para el EDTA 

disódico es 0.1 mM. 
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ANEXO II 

Reconstitución de estimulantes 

 

Forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) 

 

En un ambiente libre de nucleasas, el vial con el liofilizado (1 mg, SIGMA-ALDRICH, 

Steinheim, Germany, No.Cat. P1585) se reconstituye en 1 mL de dimetil sulfóxido 

(DMSO). La concentración es de 1 mg/mL. A partir de este stock se realizan alícuotas de 

50 µL en tubos estériles para microcentrífuga, los cuales se almacenan a –70 °C. Se toma 

una alícuota y a partir de ella se hacen 4 alícuotas más de 10 µL cada una, las cuales se 

almacenan a –20 °C. Para preparar la solución de trabajo, se toman 2 µL y se transfieren a 

otro tubo estéril de microcentrífuga que contenga 198 µL de medio RPMI suplementado 

(dilución 1:100). La concentración final es de 10 µg/mL. 

Nota: Se utilizan 20 µL de la solución de trabajo de PMA 10 µg/mL (5 µL PMA / 106 

células) lo que equivale a 50 ng de PMA por cada 106 células. Cada alícuota debe tener 

ciclos de congelación-descongelación de máximo 5 veces. 

 

Ionomicina de calcio 

 

En un ambiente libre de nucleasas, el vial con el liofilizado (1 mg, SIGMA-ALDRICH, 

Steinheim, Germany, No.Cat. I0634) se reconstituye en 1 mL de alcohol etílico absoluto. 

La concentración es de 1 mg/mL. A partir de este stock se realizan alícuotas de 50 µL en 

tubos estériles para microcentrífuga, los cuales se almacenan a –20 °C. Para preparar la 

solución de trabajo, se toman 2 µL y se transfieren a otro tubo estéril de microcentrífuga 

que contenga 18 µL de medio RPMI suplementado (dilución 1:10). La concentración final 

es de 100 µg/mL. 

Nota: Se utilizan 20 mL de la solución de trabajo de Ionomicina 100 µg/mL (5 mL 

Ionomicina / 106 células), que equivalen a 0.5 µg de Ionomicina por cada 106 células. Cada 

alícuota puede tener un ciclo de congelación- descongelación de máximo 5 veces. 
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ANEXO III 

Reconstitución de cebadores 

 

Cebadores para ββββ-actina 

 

En un ambiente libre de nucleasas, el vial con el liofilizado (200 nmol, BIO-SYNTHESIS 

No.Cat. I266-1, H673-1) se reconstituye en 200 µL de amortiguador TE (ver Anexo I) para 

tener un stock con concentración de 1M. Para tener el vial de trabajo, se transfieren 2.5 µL 

a un tubo estéril de microcentrífuga y se llevan a 100 µL con agua para biología molecular. 

La concentración final es de 25 mM. Almacenar a –20 °C. Para cada reacción de PCR se 

utilizarán 2 µL. 

 

 

Cebadores para IFN-γγγγ 

 

En un ambiente libre de nucleasas, el vial con el liofilizado (2.5 nmol, BioSource 

International Inc, USA, No.Cat. GMC4022) se reconstituye en 100 µL de amortiguador TE 

(ver Anexo I). La concentración final es de 25 mM. Almacenar a –20 °C. Para cada 

reacción de PCR se utilizarán 2 µL. 
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