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1. INTRODUCCION

La insuficiencia en el consumo de zinc sumado a la baja biodisponibilidad del elemento en
algunos alimentos, hace necesario realizar estudios sobre la ingesta de zinc en la dieta
diaria, como una forma de aportar la cantidad necesaria para alcanzar los valores de ingesta
diaria recomendada (IDR) y asi evitar la apariciéon de efectos adversos en la salud, por
ejemplo, en el sistema inmune la disminucidn en los niveles de zinc provoca una baja en la
respuesta tanto innata como adaptativa.

Este trabajo comprende la determinacién de la cantidad de zinc consumida en la dieta
diaria, la concentracién de zinc en cabello y su relacién con el sistema inmune, en especifico
con la produccion de la quimiocina CXCL16. Este estudio se llevd a cabo en una muestra
aleatoria de estudiantes de la Facultad de Quimica UNAM, cada uno de los voluntarios
completaron “cuestionarios recordatorios de 24 horas” para conocer y evaluar la ingesta
diaria de zinc. La concentracién de zinc en cabello se determind mediante espectrometria
de absorcion atdmica en flama, tomando una muestra de cabello de la regidn occipito-nuca
de la cabezay finalmente para la determinacion de la quimiocina se realizé un micro ensayo
inmunoenzimatico.

La quimiocina CXCL16 tienen un papel muy importante en la respuesta inmune la cual se ve
afectada por un consumo insuficiente de zinc, la CXCL16 unido a la membrana es una
molécula de adhesion para CXCR6, ademas CXCL16 promueve la adhesion y la fagocitosis
de bacterias por las células dendriticas. La escision de CXCL16 unido a membrana se lleva a
cabo por metaloproteinasas (ADAM 10, ADAM17) con un dominio dependiente de zinc, el
ectodominio de esta escision (CXCL16 soluble) funciona como una molécula
guimioatrayente para células que expresan CXCR6, incluyendo las células T CD8+, las células
T CD4+, las células NK, las células plasmdticas y los monocitos. Los efectos adversos
causados por la deficiencia de zinc pueden ser corregidos mediante la suplementacién
adecuada con este micronutriente.

En el Laboratorio de Investigacién en Inmunologia se han realizado una variedad de
trabajos utilizando modelos murinos, con los cuales se establecié la importancia de la
suplementacion con zinc y la respuesta inmune. El presente trabajo es parteaguas en el
Laboratorio para establecer la relacion que existe entre la ingesta de zinc y la produccién
de CXCL16 en una poblacién humana.



2. MARCO TEORICO

El zinc es un micronutriente esencial con diversas funciones bioldgicas, que influye en una
amplia gama de procesos fisiolégicos. Muchas proteinas requieren de zinc ya sea para su
actividad o estabilidad estructural, el zinc ha sido identificado como cofactor catalitico para
més de 300 metaloenzimas. °

Varios factores de transcripcién y hormonas se unen al zinc con el fin de formar estructuras
estables, la importancia del zinc en la mayoria de los procesos bioldgicos se atribuye a su
participacién en eventos celulares basicos, tales como: la divisidn celular, la proliferacién,
la diferenciacidn, la sintesis de &acidos nucleicos y la expresién génica. *? La actividad
catalitica de las polimerasas en la replicacion del ADN y la transcripcién son dependiente de
zinc. 134 Por otra parte, el retraso del crecimiento fisico y anomalias congénitas como
hipogonadismo son los principales sintomas de la deficiencia de zinc. **

El zinc tiene un papel esencial en el sistema inmunoldgico, tanto en la respuesta innata
como en la adaptativa; debido a su importancia en el crecimiento, en el desarrolloy en la
activacion de las células inmunes, como los macrdfagos, las células NK, los linfocitos Ty los
linfocitos B. El sistema inmunoldgico es sensible a la deficiencia de zinc, los niveles bajos de
zinc pueden dar lugar a alteraciones en la respuesta inmune mediada por células. Ademas,
regula la expresion de las citocinas tales como IL-1, IL-2, IL-4, el IFN-y y se ha observado la
disminucién en la activacion del TNF-a en casos de deficiencia de zinc. /'8 Estos efectos
pueden afectar negativamente a los linfocitos T y a los linfocitos B, ya que sus actividades
también se ven influidas por estas citocinas. 1*

A pesar de estas importantes funciones, la ingesta excesiva de zinc se asocia con
consecuencias para la salud, tales como calambres abdominales y diarrea severa. 2° Sin
embargo, teniendo en cuenta el papel fundamental de zinc en la salud una ingesta de zinc
adecuada y la absorcidn, son cruciales para asegurar la homeostasis.

En el humano existen de 2 a 3 gramos de zinc, las concentraciones mas elevadas se
encuentran en el higado, el pancreas, los rifiones, los huesos y el musculo. Hay otros tejidos
con concentraciones altas, entre ellos diversas partes del ojo, la préstata, la piel, el esperma,
el pelo, y las ufias. 3


http://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2016/fo/c6fo00706f#cit10
http://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2016/fo/c6fo00706f#cit12
http://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2016/fo/c6fo00706f#cit13
http://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2016/fo/c6fo00706f#cit17
http://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2016/fo/c6fo00706f#cit14
http://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2016/fo/c6fo00706f#cit20

2.1. Elzinc

El zinc se caracteriza por ser un elemento ampliamente distribuido en la naturaleza. Sin
embargo, no es abundante, ya que representa el 0.012% de la corteza terrestre, en los
suelos su concentracion media es de 50 mg/Kg.

Es uno de los elementos esenciales mas abundantes en el cuerpo humano y al ser un ion
intracelular se encuentra en su mayoria en el citosol. Como se menciond, la cantidad en un
adulto oscila entre 2-3 gramos, siendo el segundo oligoelemento con relacién a la cantidad
total en el organismo, siendo superado tan sélo por el hierro. Las concentraciones mas
elevadas se encuentran en el higado, el pancreas, los rifiones, los huesos y los musculos
voluntarios. Hay otros tejidos con concentraciones altas entre ellos diversas partes del ojo,
la préstata, la piel, el pelo y las ufias.>*
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Figura 1. Almacenamiento de zinc y distribucién corporal. Los huesos y musculos esqueléticos
actlian como reservorios principales de zinc.* Tomado y modificado de Hara T, Takeda T, Takagishi
T, et al.2017.

Tanto el zinc, como el cobre y él selenio intervienen en procesos bioquimicos necesarios
para el desarrollo de la vida. Entre estos cabe destacar la respiracion celular, la replicacién
tanto del ADN como de ARN, en el mantenimiento de la integridad de la membrana celular
y la eliminacién de radicales libres, que se hace a través de una cascada de sistemas
enzimaticos. 3

En la década de los 60s se informa que el zinc juega un papel indispensable en diversos
eventos celulares tales como la proliferacidn celular y la diferenciacion. >’



Actia como cofactor y como integrante de al menos 200 enzimas, como aldolasas,
deshidrogenasas, esterasas, peptidasas, fosfatasa alcalina, anhidrasa carbdnica,

superoxido-dismutasa, ADN y ARN polimerasas. Implicadas en el metabolismo energéticoy
de los hidratos de carbono, en las reacciones de biosintesis y degradacién de proteinas, en
procesos biosintéticos de acidos nucleicos, compuestos hemoy en el trasporte de CO,. 3!

2.2 Elzincysu importancia en la nutricién

2.2.1 Laimportancia de los elementos traza

Son elementos inorganicos necesarios en pequefias cantidades por el organismo, se ha
demostrado que hay elementos inorganicos indispensables tales como: zinc, cobre, cromo,
selenio, yodo, magnesio, molibdeno, y fllor. Estos se absorben como sustancias inorgdanicas
y posteriormente circulan en el organismo como complejos unidos a proteinas, los cuales
no siempre estan en equilibrio libre con los depdsitos, por esta razén las concentraciones
circulantes no representan la biodisponibilidad para cubrir los requerimientos, debido a que
los depdsitos tisulares no estan disponibles en situaciones de abastecimiento deficiente ya
gue se incorporan a enzimas y no se intercambian libremente. Otra caracteristica
importante de la mayoria de estos micronutrimentos es su eliminacién por el tracto
gastrointestinal, en consecuencia cualquier incremento en las pérdidas digestivas puede
aumentar los requerimientos.

2.2.2 Fuentes de zinc

El zinc estd extensamente distribuido en los alimentos, pero tal como ocurre con otros
elementos, los contenidos son variables y en general bajos, los productos de origen marino,
principalmente los mariscos (ostras y crustaceos) son los alimentos mas ricos en Zn seguidos
de las carnes rojas, los derivados lacteos, los huevos y los cereales integrales. Los vegetales,
con excepcion de las leguminosas, no son alimentos que presenten contenidos altos de zinc.
Por todo ello las verduras, hortalizas, frutas, son fuentes pobres en zinc!%3’-

En los alimentos, el zinc se halla asociado particularmente a proteinas y dcidos nucleicos, lo
que va a condicionar en cierta medida su biodisponibilidad*?. En el caso del zinc el contenido
en los alimentos vegetales, es de menor biodisponibilidad debido a la presencia de acido
fitico que forma complejos insolubles poco absorbibles. Debemos destacar también que el
procesamiento de alimentos es una de las principales causas de la pérdida de zinc, el
ejemplo mas representativo de este efecto lo constituyen los cereales, que su contenido se
ve reducido de un 20 a un 80% cuando son refinados*®, motivo por el que se debe tener una
especial consideracién con las personas vegetarianas, ya que los cereales son la principal
fuente de zinc en la dieta. Si a la pérdida del 20-80% del contenido de zinc durante el



refinado unimos que la biodisponibilidad del zinc en este tipo de dietas estd disminuida y si
el contenido de fitato es alto, se concluye que la absorcién y por tanto el estatus de zinc en
personas que siguen dietas vegetarianas es menor 38,

En México la mayor fuente dietética de zinc la constituye el consumo de alimentos de origen
animal con un 56% de la ingesta, en particular la carne y sus derivados con un 30%, la leche
y los lacteos con algo mas del 17%, los cereales con un 13% vy las legumbres con un 8%.3

2.2.3 Ingesta diaria recomendada de zinc

La Ingesta Diaria Recomendada o IDR se define como los niveles de ingesta de nutrientes
considerados esenciales segun el criterio de los comités nacionales e internacionales que
los establecen con base a cocimientos cientificos y que cubren las necesidades conocidas
de practicamente todas las personas sanas. Los valores de IDR se fijan en funcion de la edad,
sexo, situacion fisiolégica (embarazo, lactancia, etc.) y normalmente son superiores a los
reales. Los requerimientos de zinc se establecen mediante estudios de balance o midiendo
las pérdidas de zinc enddgeno, teniendo en cuenta que la absorcidén no es completa. Las IDR
de zinc varian por grupo de edad: 3 mg por dia en nifios de 6 a 11meses; 5mg en nifios de 1
a9afiosy de 8a 11 mgen personas de 10 afios en adelante®.

Sin embargo, como ya se sefiald hay varios factores que pueden aumentar o disminuir la
biodisponibilidad del zinc ingerido, como el acido fitico, la fibra, el calcio, ligandos organicos,
etc. Asimismo, el consumo paralelo de suplementos o alimentos enriquecidos con calcio,
cobre o hierro pueden dificultar la absorcién del elemento??.

2.2.4 Deficiencia en la ingesta de zinc

La necesidad de mejorar la ingesta de zinc en la dieta se remonta a 1960, cuando se
observaron los efectos adversos de la deficiencia de zinc en el crecimiento humano. >?2 Los
factores de riesgo para deficiencia de zinc incluyen: ingesta inadecuada de zinc, mala
absorcion de zinc, y pérdida de zinc excesiva en condiciones de enfermedades. Sin embargo,
la ingesta de zinc inadecuada y la mala absorcidn se consideran los factores predominantes
que conducen a la deficiencia de zinc. %°

Se cree que las poblaciones de bajos ingresos de paises en desarrollo son los mas
vulnerables a la deficiencia de zinc en la dieta debido a su incapacidad para producir
alimentos (como la carne y el pescado) que contienen zinc. 2°

Por otra parte las preferencias por consumir alimentos exclusivamente de origen vegetal
pueden ser otro factor de riesgo para la deficiencia de zinc!®, por todo lo anterior la
fortificacién de alimentos o uso de suplementos ha sido implementada para combatir la
deficiencia de zinc en la dieta.


http://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2016/fo/c6fo00706f#cit26
http://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2016/fo/c6fo00706f#cit20

La suplementacidn en algunos casos mejora los trastornos derivados de la deficiencia de
zinc, muchos estudios de intervenciéon han atribuido su ineficacia a la pobre solubilidad de
las sales de zinc, tales como 6xido de zinc, lo que conduce a una mala absorcion.?? En
segundo lugar, las sales de zinc pueden alterar las propiedades sensoriales y fisicas de los
alimentos, los cuales pueden afectar a la aceptabilidad en el consumidor. 4

2.2.5 Evaluacidn del estado nutricio

Existen manuales de apoyo para poder obtener el tipo y cantidad de alimentos que una
persona consume, uno de los instrumentos mas utilizados para obtener dicha informacién
es el recordatorio de 24 horas, un instrumento cuantitativo que representa una excelente
alternativa para evaluar el consumo de alimentos y bebidas en cada persona entrevistada
en las ultimas 24 horas, con este instrumento se puede conocer las preparaciones
consumidas, asi como cada uno de los nutrientes que las componen.

En este cuestionario se recolectan datos del consumo del dia anterior de la persona
entrevistada, el cuestionario consta de renglones y columnas. En los renglones se anota
cada uno de los alimentos y/o preparaciones consumidas por la persona en las ultimas 24
horas. En las columnas se registran las caracteristicas y cantidades de los alimentos, asi
como de las preparaciones consumidas. Esta informacion es necesaria para valorar
adecuadamente el consumo calérico y de nutrimentos de la persona entrevistada.*

Alimentos usados . __Receta
Nombre del Numero de Conversion
almento USROS Cadgo " PREPARADO ' ‘ ‘
0 preparacion STV de |QQ'Cdl¢ﬂk (medidas ‘ Goml
préeparacion oficina tipo; color e jom
Mango 0 I ' '. nollo 1K E{u 180 gx 1 101018710
Leche 170 | 2 | | | |Pasterzada 11 taza 1240mix1 10 121410
Papaya | 0 | 3 | | | |Amania |Trebanada  |130g |0 |1 ]3]0

Figura 2. Ejemplo del cuestionario recordatorio de 24 horas. Manual de Procedimientos para
Proyectos de Nutricion, Secretaria de Salud 2006.



2.2.6 El zinc y el sistema inmunolégico

El zincjuega un papel central en el sistemainmunoldgico, las personas deficientes
en zinc experimentan una mayor susceptibilidad a padecer infecciones por una variedad de
patégenos. Los mecanismos inmunoldgicos mediante los cuales el zinc modula una mayor
susceptibilidad a la infeccidn se han estudiado durante varias décadas.

Esta claro que el zinc afecta multiples aspectos del sistema inmune, desde la barrera de la
piel, hasta la regulacion génica de los linfocitos. El zinc es crucial para el desarrollo normal
y la funcién de las células que median la inmunidad inespecifica, como los neutréfilos y las
células NK. La deficiencia de zinc también afecta el desarrollo de la inmunidad adaptativa
tanto en el crecimiento como ciertas funciones de los linfocitos T

Del mismo modo, el desarrollo de los linfocitos B y la produccién de anticuerpos,
particularmente la inmunoglobulina G, estdn comprometidos. El macréfago, una célula
fundamental en muchas funciones inmunoldgicas, se ve afectado negativamente por
la deficiencia de zinc, que puede desregular la capacidad microbicida del macréfago, la
produccidon de citocinas y la fagocitosis. Los efectos delzincen estos mediadores
inmunoloégicos clave estan arraigados en las funciones celulares basicas, como la replicacién
del ADN, la transcripcion del ARN, la divisién celular y la activacién celular®’.

3 LAS QUIMIOCINAS

Las citocinas son proteinas secretadas por las células de la inmunidad innata y adaptativa,
las cuales median muchas de sus funciones, éstas se producen en respuesta a los
microorganismos y a otros antigenos, estimulan diferentes respuestas en las células que
participan en la inmunidad y la inflamacién. Hay citocinas que regulan la inmunidad innata
y otras a la inmunidad adaptativa, dentro de la primera categoria tenemos a las
quimiocinas.>!

Las quimiocinas son citocinas quimiotdcticas de bajo peso molecular que permiten la
migracion celular, atrayendo a células que expresan sus receptores, estructuralmente
homodlogas que estimulan el movimiento leucocitario y regulan la migracién de los
leucocitos de la sangre hacia los tejidos.



Existen alrededor de 50 quimiocinas humanas, las cuales son polipéptidos de entre 8 y 12-
kD que contienen en su estructura dos puentes disulfuro, las quimiocinas son clasificadas
en cuatro familias de acuerdo al nimero y la ubicacion de residuos N-terminales de cisteina.
Las dos familias principales son la CC quimiocinas (también llamada B), en la cual los
residuos de cisteina estdn adyacentes, y la familia CXC (a), en la cual estos residuos estan
separados por un aminoacido. Estas diferencias se correlacionan con la organizacién de las
subfamilias en grupos de genes separados. Un numero reducido de quimiocinas presentan
una sola cisteina (familia C) o dos cisteinas separadas por tres aminoacidos (CX3C).

Las quimiocinas fueron originalmente nombradas de acuerdo como fueron identificadas.
Recientemente se utiliza una nomenclatura estandar definida de acuerdo al tipo de
receptores en el que se unen, aunque hay excepciones, la mayoria de las quimiocinas CCy
sus receptores median el reclutamiento de neutréfilos y linfocitos, mientras que la mayoria
de las quimiocinas CXC reclutan monocitos y linfocitos. Las quimiocinas de las subfamilias
CC y CXC son producidas por leucocitos y por diversos tipos de células tisulares como
endoteliales, epiteliales y fibroblastos. En muchas de estas células la secrecién de
guimiocinas es inducida por el reconocimiento de microorganismos a través de varios
receptores celulares del sistema inmunoldgico, ademas de esto las quimiocinas
inflamatorias principalmente TNF e IL-1 inducen a la produccion de quimiocinas. Muchas
guimiocinas CC, son también producidas por células T estimuladas por antigenos,
estableciendo un puente entre la inmunidad adaptativa y el reclutamiento de leucocitos
inflamatorios. >!

3.1 Quimiocina CXCL16

En los seres humanos el gen CXCL16 se encuentra en el cromosoma 17p13, en un locus
separado de todas las otras quimiocinas. CXCL16 fue descrito originalmente como un
receptor “scavenger” para fosfatidilserina y la lipoproteina de baja densidad oxidada (LDL)
y se le denominé SR-PSOX, tiempo después se le identificé como un ligando para el receptor
de quimiocinas CXCR®6.



La CXCL16 es una de dos quimiocinas ancladas a membrana conocidas la otra quimiocina es
CX3CL1. La forma de CXCL16 humana en la membrana es una molécula de 254 aminoacidos
con un peso de 30 kDa, es una glicoproteina transmembranal tipo 1 constituida por un
dominio extracelular N-terminal de quimiocina, un tallo glicosilado tipo mucina, la regién
transmembranal y un dominio citoplasmético (ver Figura 3).>°

NH2

Dominio quimiocina con
dos puentes disulfuro

Tallo glicosilado tipo
mucina

- Dominio trasmembral

- Dominio citoplasmico

COOH

Figura 3. Estructura CXCL16. Tomada y modificada de Izquierdo MC, et al. CXCL16 in kidney
and cardiovascular injury. Cytokine Growth Factor Rev, 2014

CXCL16 es una molécula inusual porque contienen seis cisteinas en el dominio de
guimiocina, una propiedad observada anteriormente solo en una subfamilia de quimiocinas
CC. Esta quimiocina se sintetiza como un precursor intracelular probablemente por
glicosilacion y rapidamente es trasportado a la superficie de la membrana, la liberaciéon
ectodominio esta mediada por la actividad a-secretasa de ADAM 10 y ADAM 17 (a
disintegrins and metalloproteinases). >

10



La molécula ADAM 10 esta implicada en la escisién de CXCL16, mientras que ADAM 17 sélo
en la liberacion de CXCL16. ADAM 10 genera por escisidon fragmentos CXCL16 C-terminales
gue se separan adicionalmente por el complejo y- secretasa, esta divisién podria genera
mediadores de sefializacion intracelular (ver Figura 4).

Quimiocina
CXCL16

2.

Glicosilacion

i Complejo

V- secretasa

Precursor intracelular

Figura 4. Expresion de CXCL16 en la membrana, separacion del ectodominio por ADAM 10, escinde y-
secretasa el fragmento C-terminal, liberando asi CXCL16 soluble. Tomado y modificado de Izquierdo MC et
al. CXCL16 in kidney and cardiovascular injury. Cytokine Growth Factor Rev, 25, 2014.

3.1.1 Células y tejidos que expresan CXCL16

Diversos tipos de células expresan CXCL16 incluyendo a los macréfagos, linfocitos B y
linfocitos T, las células dendriticas, las células epiteliales, los hepatocitos, los fibroblastos,
los cardiomiocitos, las plaquetas, las células de musculo liso vascular y las células
endoteliales °3

La quimiocina CXCL16 puede funcionar en las interacciones entre las células dendriticas y
las células T CD8+ y como guia de los movimientos de células T en la pulpa esplénica roja.
También se encontré CXCL16 en la médula timica y en algunos tejidos no linfoides, lo que
indica su participacién en el desarrollo de timocitos y el tréfico de células T efectoras. >2
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Funciones de las isoformas de CXCL16

Forma Funcion Tipo de célula
Membrana | molécula de adhesion Monocitos expresando el CXCR6, células dendriticas
derivadas de monocitos y células T, adherencia a las células
endoteliales, macréfagos y DCs de union y fagocitosis de las
bacterias
inhibidor de la proliferacion | Células cancerigenas
Receptor: une | La adhesién de los eritrocitos a las células endoteliales
fosfatidilserina
Receptor: captacion de LDL | Los macrdéfagos, podocitos, VSMC
oxidada
Soluble Quimiocina / migracién /| Las células inmunes, células cancerosas, HUVEC, VSMC, de
guimiotaxis células epiteliales renales, células madre mesenquimales

Proliferacion

Fibroblastos de miocardio, HASMC, HUVEC, VSMC, célula
mesangial

la transcripcion de genes
proinflamatorios

HASMC, las células epiteliales tubulares renales

actividad de las
metaloproteinasas de
matriz

VSMC y cardiomiocitos, fibroblastos de miocardio

Deterioro de la sintesis de
colageno

Fibroblastos infarto

Aumento de la adhesiéon | HASMC
célula-célula

Formacion reticular | HUVEC
endotelial

Figura 5. Funcidon de las isoformas de CXCL16 ancladas a membrana y de forma soluble. DC, células
dendriticas; VSMC, células del musculo liso vascular; HUVEC, célula endoteliales de vena umbilical

humana; HASMC, células de musculo liso adrtico humano.

La forma unida a la membrana puede funcionar como un receptor, como una proteina de

adhesién o como un ligando que activa el receptor CXCR6

La proteina CXCL16 es el principal receptor mediador de la captacidn de la LDL oxidada en
los podocitos humanos, mientras que en las células tubulares CD36+ es la principal molécula
gue lleva a cabo esta funcién. La sobreexpresiéon de la proteina CXCL16 dependiente de IFN
gamma conduce a un incremento en la absorcidn de las LDL oxidada por macréfagos y

pueden participar en la formacién de “foam cells”.>>

12




La forma CXCL16 unido a membrana, es también una molécula de adhesién para CXCRS6,
promoviendo la union y adhesidon de monocitos y células T a las endoteliales, y la adhesion
de células Ty las células NK a las células dendriticas, ademas CXCL16 promueve la adhesion
y fagocitosis de bacterias por las células dendriticas.

Por su parte CXCL16 soluble funciona como una molécula quimioatrayente para células que
expresan CXCR6, incluyendo células T CD8+, T CD4+, células NK, células plasmaticas y
monocitos. Lo cual facilita la migracion de células inmunes a los érganos linfoides
secundarios y a los sitios de inflamacién, ademas CXCL16 soluble activa una variedad de
respuestas en diferentes células. En cardiomiocitos y fibroblastos de miocardio CXCL16
promueve la actividad de metaloproteasa de la matriz extracelular, en fibroblastos de
miocardio favorece la proliferacién y la sintesis de colageno.

3.1.2 Proteinas ADAM

Las moléculas ADAM (a disintegrin and metalloprotease) son una familia localizada en la
superficie de las células, estas moléculas estan constituidas por un dominio de desintegrina
y un dominio de mataloproteasa lo que hace que tengan caracteristicas de moléculas de
adhesioén y de proteasas. Se conocen 23 miembros de la familia, las primeras ADAM que se
descubrieron estaban implicadas en funciones de reproduccidon, fundamentalmente
espermatogénesis y union del esperma al dvulo (ADAM 1 y ADAM 2). Desde el afio 1999 a
las ADAM 9, 10y 17 se les han implicado en la liberacién y/o activacion de proteinas de la
superficie celular >°

La mayoria de las ADAMs tienen: 1) un pro-dominio, 2) una regién metaloproteasa, 3) una
regién desintegrina, 4) una region rica en cisteina, 5) repeticiones del factor de crecimiento
epidérmico (EGF), 6) una regién transmembrana y 7) una region citoplasmatica

ADAMs Dominio EGF Zona
deszintedrina Citoplazmatica
£, —
r. o c ) -
b | b e — _
Péptido Pro-dorminiic Damiriic Regidn Damiia
zefial rmetaloproteinasa Nca en Tranzmernbrana
ciztena

Figura 6. Estructura de las ADAMs. Con un sitio de union al zinc en la region catalitica

Aguellas ADAMs que tienen actividad proteasa son: ADAM 1, 8, 9, 10, 12, 13, 15, 16, 17, 19,
y 20. Esta actividad puede ser inhibida por quelantes de zinc como: o-fenantrolina, EDTAy
derivados del acido hidroxamico



3.1.4.1 Estructura de ADAM 17 (CONVERTASA de TNF-a)

Esta enzima es la encargada de liberar el TNF-a que se encuentra unido a la membrana
mediante un proceso llamado “shedding”. La estructura de TACE (TNF alfa Converting
Enzyme) es, por tanto, la tipica estructura de ADAM con los siguientes dominios:>®

1) péptido sefial del residuo de aminoacido 1 al 17

2) dominio pro-peptidico, que se perdera para dar lugar a la TACE activa, del residuo de
aminodcido 18 al 216

3) lugar de unién a cisteina, del residuo de aminodcido 181 al 188
4) regidn catalitica, del residuo de aminodcido 217 al 474

5) sitio de union al zinc dentro de la region catalitica, del residuo de aminoacido 405 al
417

6) regidn desintegrina rica en cisteina, del residuo de aminoacido 480 al 559.
7) dominio EGF del 571 al 602
8) dominio transmembrana del 672 al 694

9) dominio citoplasmatico del 694 al 824. Su funcidn se desconoce, pero parece que es
importante en funciones de sefializacién y de localizacion subcelular del enzima.

La proteina ADAM 17 se sintetiza como precursor en forma inactiva. Este precursor tiene
en el prodominio un residuo de cisteina que se coordina con el Zn*? del sitio activo; asi, para
que el zinc sea activo es necesario que el prodominio sea eliminado de la enzima dejando
el Zn*2 catalitico libre.

La cantidad de esta quimiocina en suero que se ha reportado es de 3.26 ng /mL con un

rango de 2.58 — 4.08 ng /mL.
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4. TRABAJOS PREVIOS AL PRESENTE PROTOCOLO
Con el propésito de profundizar en los efectos del zinc sobre la histologia timica, se analizé
la corteza y la medula del timo de ratones BALB/C de 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 dias de edad
y suplementados con zinc desde el dia de cruza de sus progenitores. Los grupos testigos
correspondientes no recibieron la suplementacion.

Los resultados de este estudio mostraron que la suplementacién con zinc no produjo
cambios significativos en el tamafio de la médula ni de la corteza, sin embargo se observd
una ligera disminucién en ambas zonas con la edad, finalmente se encontré un aumento en
el numero de corpusculos de Hassall en los ratones suplementados en edades tempranas
en comparacién con testigos.*?

Otro estudio realizado en el Laboratorio de Inmunologia fue el efecto del zinc en la
respuesta Thl, un estudio molecular del interferén gamma. En el estudio se determinaron
los efectos que tiene el zinc sobre la expresion genética del IFN-y en las etapas perinatales
de ratones BALB/c.

Se evaluaron los efectos del zinc sobre la expresién del IFN-y en linfocitos esplénicos
murinos estimulados con Forbol-12-Miristato-13-Acetato y con lonomicina de calcio
mediante RT-PCR, se determind la concentracion intracelular de zinc en los linfocitos
murinos por Absorcidon Atdmicay se relaciond con la expresion génica del IFN-y.

Los resultados mostraron que la concentracidn intracelular de zinc en los linfocitos debida
a la suplementacion se correlaciona positivamente con la expresion del IFN-y, observando
un mayor efecto a las 9 semanas de tratamiento en modelos murinos. 44

En el 2013 los trabajos del Laboratorio se enfocaron en evaluar los efectos de la
suplementacion con zinc sobre la produccién de IL-17 en las etapas perinatales de ratones
BALB/c.

Para poder estudiar el efecto de la suplementacién con zinc en la produccién de IL-17, se
suministrd en el agua acetato de zinc a los animales, en una concentracién de 500 pg/mL,
dicho suministro se realizé desde el dia de la cruza de los progenitores, hasta la generacién
F1 se dividen en grupos de acuerdo con la suplementacién recibida y la edad, Zn 0, Zn500 y
21, 42 dias de edad.

Como resultado se obtuvo que la produccién de IL-17 se ve notoriamente disminuida en
animales suplementados con zinc durante 9 semanas, la suplementacién en ratones por un
periodo de 6 semanas, caus6 un decremento en la produccién de IL-17.%°
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Un estudio realizado en el 2013 fue el de efectos del exceso de zinc in vitro sobre la
produccidon de interleucina 17. En este protocolo de determind el efecto de altas
concentraciones de zinc sobre la diferenciacion de las poblaciones de linfocitos Th murinos,
estandarizando las condiciones experimentales de citometria de flujo adecuadas para lograr
la identificacion de lalL-17 intracelular en esplenocitos de ratones BALB/c AnN como
indicador de la poblacién de linfocitos Th 17 ante concentraciones en exceso de ZnCl; in
vitro. 4®

5. JUSTIFICACION
La deficiencia en el consumo de zinc sumado a la baja biodisponibilidad del elemento en
algunos alimentos, hace necesario realizar estudios sobre la ingesta de zinc en la dieta
diaria, como una forma de aportar la cantidad necesaria para alcanzar los valores de ingesta
diaria recomendada y asi evitar la aparicion de efectos adversos.

Como se ha demostrado en el Laboratorio de Investigacién en Inmunologia, Facultad de
Quimica UNAM, la disminucidn en los niveles de zinc provoca una baja en la respuesta
inmunoldgica tanto innata como adaptativa, en general los efectos adversos causados por
la deficiencia de zinc pueden ser corregidos mediante la suplementacion adecuada.

Este trabajo busca conocer la cantidad de zinc consumida en la dieta diaria, la
concentracion de zinc en cabello como parametro del zinc absorbido y su relacion con el
sistema inmunoldégico, en especifico con la produccién de la quimiocina CXCL16 humana
para establecer su relacion.

6. OBJETIVOS E HIPOTESIS

6.1 Objetivo general
e Establecer la relacion entre el estado nutricio de la poblacién en estudio con
respecto al zinc y la respuesta inmunoldgica en estudiantes de la Facultad de
Quimica UNAM de alrededor de 22 afios, mediante la evaluacién de la ingesta de
zinc, concentraciones de zinc en el cabello y la produccién de la quimiocina CXCL16.
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6.2 Objetivos particulares
e Conocer mediante absorciéon atdmica las concentraciones de zinc presente en
muestras de cabello

e Implementar un cuestionario para conocer el estado nutricio de zinc en la poblacion
estudiantil en estudio

e Cuantificar mediante ensayos inmunoenzimaticos las concentraciones de CXCL16
presentes en suero

e Establecer la influencia del zinc en la produccién de moléculas principales en la
respuesta inmunitaria innata

6.3 Hipotesis
El consumo adecuado de zinc en la dieta diaria mostrara una mejor respuesta
inmunoldgica, en especial en la produccion de la quimiocina 16.

7. DISENO EXPERIMENTAL
Este estudio se llevd a cabo sobre una muestra aleatoria de estudiantes voluntarios (n=20)
de la Facultad de Quimica UNAM, los participantes completaron “cuestionarios
recordatorios de 24 horas” para evaluar la ingesta diaria de zinc, la concentracién de zinc
en cabello se determind mediante espectrometria de absorcion atémica en flama en
colaboracién con Quimica Analitica Posgrado, Laboratorio 113 y finalmente para la
determinacién de la quimiocina se realizdé un ensayo inmunoenzimatico.

Los datos obtenidos de estos pardmetros se analizaron estadisticamente (Graph Pad Prism,
versién 7) para poder obtener una correlacién entre el estado nutricio de zinc y la respuesta
inmunolégica.
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Evaluacion del consumo de zinc en la dieta diaria
Cuestionario recordatorio de 24 horas

El cuestionario recordatorio de 24 horas se realizé de lunes a viernes, debido a que estos
dias son representativos de la dieta habitual de un estudiante de la Facultad de Quimica.

En este cuestionario se recolectaron datos del consumo del dia anterior de la persona
entrevistada. El cuestionario consta de renglones y columnas, en los renglones se anotd
cada uno de los alimentos o/y preparaciones consumidas por la persona en las Ultimas 24
horas, en las columnas se registraron las caracteristicas y cantidades de los alimentos, asi
como las preparaciones consumidas.

Se anotd el nombre de los alimentos o preparaciones que fueron consumidas el dia anterior
(por sujeto de estudio). Llevando un orden de registro, comenzando por lo que comieron
en la mafiana y terminando por lo que consumio antes de dormir.

Registro del consumo de alimentos

Se anotd el nombre del alimento y se registré la cantidad de alimento ya sea en porciones,
mililitros o mediadas caseras (tazas, vasos, cucharas, platos, etc.)

Hora del dia | Minuta (alimento | Marca Ingredientes Medida Cantidad de
o comida 0 nombre de la casera zinc (mg)
preparacion)
7:00 Leche Liconsa 1 porcién
Melon | - % porcion
Huevo 1 pieza
15:00 Sopa de verduras Champifones, 1 porcién
zanahoria,
brocoli,
calabaza,
Bistec con Bistec de res, | 1 porcion
lechuga lechuga

Figura 7. Forma de llenado de un cuestionario recordatorio 24 horas. Modificado del manual de
procedimientos para la investigacién nutricional, secretaria de salud, 2006.
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Para la conocer la cantidad de zinc contenida en cada alimento o preparacion se utilizé el
software Nutrikcal VO ®, con el cual se convirtieron las medidas casera o porciones, en
contenido de zinc en miligramos

MutriKcal VO
Archive Ventana Ayuda
= = [} Ip M Py ?
Expedientes Recetas Ingredientes  Ing. Personales Ments P. Semanal Ayuda

- Catalogo de Ingredientes - (Aportacion Nutrimental de 100g/ml) [
Ingrediente o Platilla Zinc Etanol Equivalente
[mg] [a]
Azicar 0o 0.0[4z cares
Azicar glass ini} 0.0{Az cares
Azicar mascabado 02 0.0[4z cares
Barbacoa no 0.0|Carne
Banita de granola 1.6 0.0|Cereal
Berenjena 01 0.0)Verduras
Bemo 01 0.0)erduraz
Betabel 04 0.0)erduraz
Bicarbonato de sodio 0.0 0.0{Libre
Bizquet 05 0.0|Cereal
4.3 0.0{Carne
Bistec a la mexicana 26 0.0{Platilla
[Bistec a la plancha [ 1.0 0.0]Platilo

Figura 8. Uso de NutricKal VO® para determinar la cantidad de zinc en los alimentos o preparaciones.

Con los datos obtenidos del programa se completaron los cuestionarios recordatorio de 24
horas, para conocer la cantidad de zinc total consumido en un dia.

Hora del dia | Minuta (alimentoo | Marca Ingredientes Medida Cantidad de
o comida nombre de la casera zinc (mg)
preparacion)
7:00 Leche Liconsa 1 porcién 0.9 mg
Melon | - % porcion 0.1 mg
Huevo 1 pieza 1.1 mg
15:00 Sopa de verduras Champifiones, 1 porcién 0.2 mg
zanahoria,
brocoli,
calabaza,
Bistec con Bistec de res, | 1 porcion 4.3 mg
lechuga lechuga

Figura 9. Cantidad de zinc en la ingesta diaria

Se realizé un promedio de la cantidad total de zinc consumida en un dia y con la informacién
de los otros dias (dos semanas) se realizé un promedio de los mg del elemento traza en la
dieta.
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8.2 Determinacion de la concentracion de zinc en muestras de
cabello

Obtencidon de la muestras de cabello

Las muestras fueron tomadas de la regién occipito-nuca de la cabeza dentro de los 3 cm de
la linea del cabello, con un peso de ~ 0.5 g aproximadamente de cada uno de los voluntarios.

Tratamiento de las muestras de cabello

Se colocé una muestra de 0.1 g de cabello de cada sujeto de estudio en un vaso de
precipitados, donde se lavé con 30 ml de triton™ X-100 (Sigma-Aldrich, No. Cat. 9002-93-1)
al 1% con agitacion constante por 30 minutos.

La muestra de cabello se pasé a un embudo tipo Biichner montado en un matraz Kitazato,
se pasaron 500 ml de agua desionizada para eliminar la solucion de triton™ x-100 e
impurezas y se dejo secar la muestra toda la noche. El tratamiento se realiza con el objetivo de
evitar contaminacién de zinc externo por el uso de tinte, shampoo, gel etc.

Digestion acida de las muestras de cabello

Se pesaron aproximadamente 50 mg de cabello tratado en un vaso de precipitados y se dejo
en un horno (Thermolynes Sybron Corporation) a 80 °C hasta obtener peso constante.

Cuando se obtuvo el peso contante de las muestras, se adiciond 1 ml de HNOs concentrado
(J.T. Baker S.A. de C.V, No. Cat. 9601) y 2 ml de H,0; al 30 % (Merck, Darmstadt, No. Cat.
7210) a calentamiento y agitacion constante hasta aclarar la muestra.

En caso de la formacion de algun precipitado se filtran las muestras, posteriormente se
aforaron a 6 mL con agua ultrapura (MilliQ Millipore).
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8.3 Determinacion de la concentracion de CXCL16 en suero

Se estandarizé un método inmunoenzimatico para identificar y cuantificar a la quimiocina

humana CXCL16. (PeproTech® Cat. 900-M230)

Preparacion de la placa para el Ensayo Inmunoenzimatico (EIA)

Se diluyé el anticuerpo de captura (PeproTech® Cat. 900-M230) con amortiguador salino de
fosfatos pH 7.3 a una concentracién de 0.25 pL/mL, inmediatamente se afiadieron 100 pL
a cada uno de los pozos de la placa. Se cubrieron con pelicula adhesiva para evitar la
desecacion y se incubaron las placas toda la noche a temperatura ambiente.

Se lavaron las placas cuatro veces usando 300 ulL de amortiguador salino de fosfatos +

tween 20 al 0.05%

Se agregaron 300 plL de amortiguador salino de fosfatos pH 7.3 + albumina de suero bovina

al 1% y se incubaron por una hora a temperatura ambiente.

Se lavo cada placa con 300 pL de amortiguador salino de fosfatos pH 7.3 + tween 20 0.05 %

Estandar/Muestra:

Se prepararon 6 estandares de la proteina CXCL16 (PeproTech® Cat.900-M230) con
amortiguador salino de fosfatos pH 7.3 + tween 20 0.05% + albumina 0.1%, cuya
concentracion inicial fue de 97.5 0 ng/mL hasta 3000 0 ng/mL (figura 10), se agregaron 100
UL de cada estandar por triplicado, las muestras humanas se diluyeron 1:10 utilizando el
mismo diluyente y se colocaron 100 uL en cada pozo por triplicado.

200 L 200 plL 200 pL 200 L 200 L

desechados

! Ven=466 UL l V=n=200 UL l Ven=200 UL l Ven=200 pL l Ven= 200 WL ! Ven= 400 PL

3000 pg/mL 1500 pg/mL 750 pg/mL 375pg/mL  167.5pg/mL  93.75 pg/mL

Figura 10. Preparacion de la curva estandar. Diluciones realizadas de la quimiocina CXCL16
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Deteccion:

El anticuerpo de deteccion (PeproTech® Cat.900-M230) cuya concentracién inicial fue de

100 pL, se diluyé para el ensayo hasta una concentracion final de 0.25 pg/mL, de la cual se

adicionaron 100 pL por pozo y se incubaron a temperatura ambiente por 2 horas.

Conjugado Avidina-HRP

De igual manera se diluyeron 5.5 ulL del anticuerpo conjugado Avidina — HRP (PeproTech®

Cat.900-M230) 1:2000 en un volumen 1mL para cada tira de 8 pozos. Se agregaron 100 plL

por pozo e incubaron 30 minutos a temperatura ambiente cubriendo la placa de la luz.

Cromogeno liquido ABTS

Se agregaron 100 pL de ABTS (Sigma-Aldrich, No. Cat. 30931) a cada pozo e incubaron a

temperatura ambiente para el desarrollo de color, se monitoreo por 50 minutos el

desarrollo de color con un lector de microplaca de ELISA a 405 nm

correccién a 650 nm.

con una lectura de

A)
Anticuerpo Bloqueo Captura de Anticuerpo Conjugado Sustrato
de captura la muestra de deteccion Avidina-HRP ABTS
< <« < < « . < © ¥
x = x x x
o) o ] o * A S *
© ke © e} ©
Y Y | F fdaadon| £ odlneslice | 5 eslosssluse | £ peslissslan | £ laslasedlin
m Z 1000 ] T e 5] 0o
-100 pL Ac-captura — -300 pL — -100 pL de estandar — -100 pL de estandar o - -100 pL de estandar o - -100 pL de
(0.25 pg/mL) amortiguador de 0 muestra muestra muestra estdndar o
-Toda la noche bloqueo -2 horas -2 horas -2 horas muestra
-Temperatura -1 hora -Temperatura -Temperatura ambiente -Temperatura ambiente -2 horas
ambiente -Temperatura ambiente -Temperatura
ambiente ambiente
Y Anticuerpo de captura Quimiocina CXCL16 humana Complejo Avidina-HRP
000 552 (Albdmina de suero bovino) l Anticuerpo de deteccion biotinilado v Sustrato ABTS
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-
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Figura 11. A) Estandarizacion del método para la determinacion de CXCL16 humana. B) Reaccion del ABTS con
la peroxidasa. El radical catidnico formado es estable v absorbe en la regidn visible (405 nm)

22



9 RESULTADOS

9.1 EVALUACION DEL CONSUMO DE ZINC EN LA DIETA DIARIA

Se realizaron tres cuestionarios recordatorio de 24 horas en diferentes dias de la semana,
por dos semanas; a cada uno de los participantes (n=20). Se tomé la media del consumo de
zinc en la dieta, obteniendo los siguientes resultados:

PARTICIPANTE CONSUMO DIARIO DE ZINC PROMEDIO N =6
(mg/dia)

Voluntario 1 2.36
Voluntario 2 10.73
Voluntario 3 5.76
Voluntario 4 3.45
Voluntario 5 2.56
Voluntario 6 4.2
Voluntario 7 6.56
Voluntario 8 10.3
Voluntario 9 2.95
Voluntario 10 4.5
Voluntario 11 4.15
Voluntario 12 4.1
Voluntario 13 2.35
Voluntario 14 5.9
Voluntario 15 4.75
Voluntario 16 6.15
Voluntario 17 9.15
Voluntario 18 8.1
Voluntario 19 18.15
Voluntario 20 20.85

Tabla 1. Evaluacién del consumo de zinc, valor promedio (n=6) obtenido del consumo diario en hombres y
mujeres

La ingesta diaria recomendada de zinc varian por grupos de edades, se ha descrito en la
literatura que la ingesta diaria recomendada en personas de 10 afios en adelante son 10 mg
de zinc por dia (NOM-051-SCFI/SSA1- 2010). En la figura 13 se correlaciona el dato calculado
de la ingesta de zinc de cada uno de los participantes y la ingesta diaria recomendada,
mostrandose en el estudio que solo el 20 % delos voluntarios consumen la cantidad de zinc
recomendada, en general estos voluntarios tienen un mejor régimen alimenticio comiendo
a sus horas y mayormente preparaciones caseras.
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Fig. 12. Ingesta de zinc en la dieta diaria. Ingesta diaria recomendada (IDR), NOM-051-SCFI/SSA1- 2010

Por otra parte al analizar la grafica del consumo de zinc versus género (figura 14) notamos
gue el consumo de zinc muestra diferencias, teniendo en el grupo de hombres una mayor
ingesta, posiblemente al consumo mas alto y con mayor frecuencia de alimentos de origen
animal principalmente carnes rojas, contrario a la dieta en mujeres basada en su mayoria
por alimentos de origen vegetal, de acuerdo a los datos obtenidos de las encuestas
recordatorio 24 horas.

9.2 Datos obtenidos de las encuestas recordatorio 24 horas realizadas a cada

participante.
1519
©
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Fig. 13. Zinc consumido en la dieta diaria vs género. Los datos obtenidos a partir del andlisis de las encuestas
nutricias indican un mayor consumo de alimentos de origen animal en hombres, por lo cual el consumo de
zinc es mayor que en el caso de las mujeres las cuales reportan dietas con tendencias veganas. Losresultados
fueron analizados mediante ANOVA de una via P< 0.05
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9.3 Determinacion de la concentracion de zinc en muestras de cabello

Las muestras de cabello de los participantes se trataron, se digirieron y se analizaron por
Espectrometria de Absorcion Atdmica en Flama. Después de realizar los calculos
correspondientes se obtuvieron los siguientes resultados

Muestra [Zn] pg /g de cabello
Voluntario 1 59
Voluntario 2 102
Voluntario 3 22
Voluntario 4 87
Voluntario 5 86
Voluntario 6 39
Voluntario 7 230
Voluntario 8 200
Voluntario 9 177
Voluntario 10 169
Voluntario 11 120
Voluntario 12 117
Voluntario 13 138
Voluntario 14 81
Voluntario 15 142
Voluntario 16 212
Voluntario 17 173
Voluntario 18 165
Voluntario 19 100
Voluntario 20 242

Tabla 2. Concentraciones de zinc determinadas en cabello. Concentracidn final expresada en microgramos
de zinc por cada gramo de cabello seco a peso constante

Coincidiendo con el analisis en las muestras de cabello, la concentracion en hombres es
mayor a la encontrada en mujeres, a excepciéon de una muestra. Deseo hacer notar que el
agua en algunas regiones del area metropolitana contiene diferentes compuestos disueltos
en ella, y por recomendaciones en el manual de procedimientos de la Secretaria de Salud
en el cual estdn basadas las encuestas recordatorio de 24 horas se descarta el agua de la
encuesta nutricia sin tomar en cuenta que esta podria ser una fuente importante de zinc.

En la figura 14 se separaron a los participantes en dos grupos de acuerdo a su edad,
teniendo como resultado que los voluntarios del grupo de 22-24 afios presentan una menor
concentracion de zinc en cabello, tanto en participantes hombres como en mujeres.
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Figura 14. Correlacion entre la edad de los participantes, el género y las concentraciones de zinc en cabello.
El grupo de voluntarios entre 19-21 afios tanto hombres como mujeres, muestran una mayor concentracion
de zinc en cabello, cabe destacar que los participantes de este rango de edades consumen preparaciones en

[Zn] en gg /g de cabello

[Zn] vs Edad
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su mayoria caseras. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una via P<0.05

En otro aspecto en la tabla 3 se muestran las concentraciones de zinc encontrada en el cabello y el
promedio de zinc consumido, existe una relacién entre el consumo de zinc y las concentraciones del
elemento en cabello de una manera directamente proporcional, es necesario para concluir tomar
en cuenta la biodisponibilidad del zinc y su absorcién. Por lo anterior seria apropiado recomendar a
la poblacién aumentar la cantidad de zinc consumida en la dieta diaria y con esto asegurar la
cantidad que se absorbe (Anexo 3, triptico).

Participante

[Zn] ug /g de cabello

Promedio consumido (mg/dia)

Voluntario 1 59.45 2.36
Voluntario 2 102.40 10.73
Voluntario 3 22.90 5.76
Voluntario 4 87.04 3.45
Voluntario 5 86.78 2.56
Voluntario 6 39.10 4.2

Voluntario 7 230.01 6.56
Voluntario 8 200.59 10.3
Voluntario 9 177.21 2.95
Voluntario 10 169.44 4.5

Voluntario 11 120.34 4.15
Voluntario 12 117.54 4.1

Voluntario 13 138.25 2.35
Voluntario 14 81.09 5.9

Voluntario 15 142.25 4.75
Voluntario 16 212.58 6.15
Voluntario 17 173.02 9.15
Voluntario 18 165.25 8.1

Voluntario 19 100.53 18.15
Voluntario 20 242.63 20.85

Tabla 2. Concentraciones de zinc en cabello y consumo diario de zinc en la dieta.
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Para demostrar lo anterior en la siguiente grafica se correlaciona la cantidad de zinc
consumida en la dieta diaria y las concentraciones determinadas en cabello de cada uno de
los voluntarios

[Zn] en cabello vs ingesta diaria de zinc
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Figural5. Concentraciones de zinc en cabello versus ingesta diaria. Hay diferentes factores pueden intervenir
en la biodisponibilidad del zinc (mala absorcién, concentracion de fitatos), por tal motivo no siempre habra
una clara relacion entre estos dos parametros

Determinacion de la concentracion de quimiocina CXCL16 en el suero

Como parte de la estandarizacion del método EIA, los resultados se describen a
continuacién: para la construccion de la curva estandar se midieron las absorbancias en
intervalos de 5 minutos de cada una de las concentraciones (Figura 16). Consideramos como
Optimo el tiempo de 50 minutos para la deteccién de la quimiocina.
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Figura 16. Cinética enzimatica para la deteccion de la produccidén de la quimiocina CXCL16 humana
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La literatura informa que las concentraciones para la quimiocina CXCL16 en humanos es de

326 pg/mL en suero®!, se debe tomar en cuenta que la poblacién de estudio en este ensayo

es reducida y presenta caracteristicas propias de la edad y el estilo de vida.

Muestra [Zn] ug /g de cabello Zn consumido n=6 CXCL16 en pg/mL (n=3)
(n=10) (mg/dia)
Voluntario 1 59.45 2.36 19.4
Voluntario 2 102.40 10.73 27.3
Voluntario 3 22.90 5.76 37.6
Voluntario 4 87.04 3.45 27.4
Voluntario 5 86.78 2.56 13.0
Voluntario 6 39.10 4.2 29.5
Voluntario 7 230.01 6.56 14.8
Voluntario 8 200.59 10.3 30.1
Voluntario 9 177.21 2.95 17.9
Voluntario 10 169.44 4.5 20.6

Tabla 4. Concentraciones de zinc en muestras de cabello, cantidad de zinc en la ingesta diaria y
determinacion de CXCL16 humana

En la tabla 4 se muestran los resultados de los participantes de las diferentes

determinaciones realizadas a cada uno.
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Figura 17. Concentracion de quimiocina presente en suero comparada con la ingesta diaria de zinc

Andlisis estadistico: Los resultados se analizaron mediante ANOVA y t de Student utilizando

el software Graphpad Prism V 7.0
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DISCUSION

Se ha reconocido que la deficiencia de zinc esta asociada con muchas enfermedades, por
ejemplo, sindrome de malabsorcién, enfermedad hepatica crénica, enfermedad renal
cronica, enfermedad de células falciformes, diabetes, neoplasias malignas y otras
enfermedades crdnicas. En estas condiciones, las deficiencias de otros micronutrimentos
tales como vitaminas y elementos traza también pueden estar asociados.’

Aunque se sabe desde hace mas de seis décadas que el zinc es esencial para el crecimiento
de microorganismos, plantas y animales, hasta 1961 se creia que la deficiencia de zinc en
los seres humanos no era probable. Ahora estda claro que la deficiencia nutricional de zinc
es ampliamente prevalente y sus morbilidades son graves >’

La ingesta diaria recomendada de zinc varia por grupos de edades, en personas mayores a
10 afios son 10 mg de zinc por dia (NOM-051-SCFI/SSA1- 2010). En la figura 12 se mostré
la ingesta de zinc de cada uno de los participantes y la ingesta diaria recomendada, siendo
qgue solo el 20 % de los voluntarios consumen la cantidad de zinc recomendada, cabe
destacar que estos voluntarios tienen un mejor régimen alimenticio y consumen en su
mayoria preparaciones caseras.

Se considera que a nivel mundial el 17% de la poblacidn tienen una insuficiencia de zinc,
con los porcentajes mas altos en Africa (24%) y Asia (19%). Por lo tanto la deficiencia de zinc
en la dieta es un importante problema de salud publica, especialmente en los paises en
desarrollo.

En nuestro trabajo los resultados obtenidos para cada concentracion de zinc en el cabello
se muestran en la tabla 2, se realiz6 el andlisis de los datos por género y edad. Para
posteriormente ser relacionados con los datos obtenidos del consumo diario de zinc. En el
primer andlisis fue por género, teniendo como resultado una mayor concentracién en
hombres en comparacion con el grupo de mujeres con significancia estadistica (Figura 13),
siendo los hombres quienes consumen una mayor cantidad de proteina de origen animal,
en general, la proteina es una fuente importante de zinc dietético. La cantidad de proteina
en una comida se relaciona positivamente con la absorcién de zinc, especialmente las
proteinas de origen animal.

En un estudio realizado en China se basaron en la Encuesta Nacional de Nutricion de China,
muestra que la ingesta de proteinas cumplié con la ingesta dietética recomendada para la
poblacién rural china. Sin embargo, el patrén de ingesta de proteinas del 54,6% proviene
de granos de cereales y 29,9% de las legumbres, alimentos que pueden disminuir la
absorcion de Zn.?3
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En el estudio en la poblacién de estudiantes de la Facultad de Quimica el andlisis por edad
se realizd en dos grupos, 19-21 afios y 22-24 afios (figura 14), los resultados de este analisis
fueron, una disminucion en la ingesta diaria de zinc en el grupo de 22-24 afios, tanto para
hombres como para mujeres. Cabe sefalar que tanto la calidad nutricional del alimento
como la hora de ingesta se ven comprometidos por la falta de tiempo, recordando que
nuestra poblacion son estudiantes de licenciatura de los ultimos semestres.

También en este estudio se pudo demostrar la relacidon entre el consumo de zinc y los
niveles del elemento en cabello. Proponemos aumentar la cantidad de zinc consumida en
la dieta diaria para aumentar la cantidad que se absorbe

La evidencia obtenida de estudios en modelos humanos y animales indica que la absorcién
de zinc estd regulada por la ingesta de este para mantener la homeostasis.

A este respecto nuestro estudio mostrd que el nivel de ingesta de zinc en la dieta de los
participantes se relaciona con la concentracién en cabello; la absorcién de este elemento
se determina en gran medida por la presencia de inhibidores especificos y potenciadores
de la absorcion de este.

Se sabe que el acido fitico es el principal factor dietético que inhibe la absorcion de Zn, los
grupos fosfato en el fitato pueden formar complejos muy estables e insolubles con Zn, y
debido a que el tracto gastrointestinal de los seres humanos carece de cualquier actividad
de la enzima fitasa, el zinc en forma de fitato de zinc se excreta en las heces. >3

La ingesta recomendada de nutrimentos debe de ser una base comun para que todos los
paises elaboren directrices dietéticas basadas en los alimentos para sus poblaciones.
Utilizando como herramientas las encuestas dietéticas y las estadisticas alimentarias, para
proporcionar orientacion sobre la composicién dietética adecuada, el suministro de
alimentos y la formulacidn de etiquetado de los alimentos.>®

En nuestro estudio la tasa de consumo y absorcién de zinc mostraron diferencias de género.
Teniendo como resultado un mayor consumo de zinc fueron en hombres. Es necesario
aumentar el numero de participantes en el estudio. Es importante informar a la poblacién
de nuestros resultados por el posible riesgo de deficiencia de zinc en mujeres estudiantes
de la Facultad de Quimica.

Respecto a los resultados de la Inmunologia del zinc, en la tabla 4 se resumen las
concentraciones en suero de la quimiocina CXCL16. Las concentraciones obtenidas son
resultado de la estandarizacién del ensayo inmunoenzimatico de doble anticuerpo con el
cual se logré determinar la concentraciéon en voluntarios estudiantes de la Facultad de
Quimica UNAM esta concentracion oscilan entre 250 pg /ml.
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Los valores de las concentraciones de CXCL16 en voluntarios sanos determinadas en un
grupo de investigacion oscilan alrededor de 1000 pg/ml. 32

En la figura 17 se muestran los resultados de parametros analizados para este protocolo,
cantidad de zinc ingerida en la dieta diaria, determinacién de zinc en cabello vy
concentracién de CXCL16 en muestras de suero, existe una relacidon proporcional entre la
las concentraciones de zinc y la expresién de la proteina.

Se sabe del importante rol del zinc en la inmunidad tanto adaptativa como innata, en la
celular y en la humoral, incluyendo el importarte papel como molécula de sefializacion.*
Por todo esto es necesario realizar nuevos ensayos y aumentar el nimero de participantes
para poder concluir el papel del zinc en la produccién de CXCL16.

La escisién de CXCL16 es un evento asociado con la actividad de la proteasa de ADAM 10 al
ser ADAM10 una metaloproteasa dependiente de zinc la liberacion del ectodominio
depende de la cantidad de zinc intracelular la insuficiencia en la ingesta de zinc se ve
relacionada con la escision de esta molécula. 32

La inhibicidn in vitro de ADAM-10 y ADAM-17 aumentd la expresiéon de CXCL16 en la
membrana de células y redujo los niveles de CXCL16 en sobrenadantes de cultivo. Ademas,
lainhibicion de ADAM redujo la migracién celular de células (primarias) OC en un ensayo. De
la nota, en todo in vitro, El inhibidor especifico de ADAM-10 parecia ser mas potente que el
inhibidor ADAM-10 / ADAM-17. Esto se debe probablemente a los niveles de expresidon de
ADAMs, ya que las células A2780 asi como la mayoria de las células OC primarias expresaron
principalmente ADAM-10 sobre ADAM-17. Ademds, estudios anteriores también mostraron
que CXCL16 derramamiento fue causada principalmente por ADAM-10y no por ADAM-17.%°

En el presente trabajo Para aclarar la relacion existente entre los parametros analizados y
asi poder determinar el rol del zinc en el sistema inmune en especial con la produccién de
guimiocinas y otras moléculas del sistema inmune se propone aumentar la poblacion de
estudio.
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Conclusiones

= Se logré determinar la cantidad de Zn consumida en la dieta diaria en estudiantes
de la Facultad de Quimica UNAM que en promedio fue de 6.8 mg/dia

= Se propone un método accesible para la cuantificacion de CXCL16 en humanos

= Se encontrd una relacién proporcional entre el consumo de zinc en la dieta diaria y
la cantidad de zinc determinada en cabello

= Existe una correlacién entre la cantidad de zinc de la ingesta diaria y la concentracion
de la quimiocina CXCL16 determinada en suero. Esto posiblemente debido a los
sitios dependientes de Zn en las proteinas ADAM, estas metaloproteasas producen
la liberacién eficientemente de CXCL16 de la membrana
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Anexo 1 Reactivos

Lavado de las muestras de cabello

e solucion de triton™ al 1%

Preparar 400 ml
( (1 mL de triton™)
100 mL de solucion al 1%

Ensayo inmunoenzimatico

e BSA

Preparar 50 mL
((11.54 g PBS)(50 mL buffer)
1000 mL buffer

)= 0.577 g PBS

o Buffer de lavado

Preparar 50 mL al 0.05% Tween-20 en PBS

(W) (50 ml PBS) = 0.025 ml Tween20
100ml PBS

e Buffer de bloqueo:

Preparar 50 mL de BSA al 1% en PBS

(222 ) (50 mi PBS) = 0.5 g BSA

100ml PBS
e Diluyente:
Preparar 50 mL (0.05% Tween-20, 0.1% BSA en PBS)

25 uL de Tueen-20 + 50 mg de BSA

33
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e Anticuerpo de captura:
2 mL necesarios a una concentracion de 0.25 pg/mL a partir de un stock de 100
ug/mL.

(0.25ug/mL)(2 mL)
100pug/mL

Vsto ck =( )= 0.005 mL de solucion stock

Anticuerpo de deteccidn:

2 mL necesarios a una concentracion de 0.25 pg/mL a partir de un stock de 100 pg/mL.

0.25pug/mL)(2 mL)
100pug/mL

Vstock =(( )= 0.005 mL de solucion stock

* Avidina peroxidasa:

Preparar 4 mL 1:2000

4mL

(m)=o.ooz mL
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