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1. INTRODUCCION

En los dltimos afics, se han realizado diversos trabajos cuyos
resultados han permitido ampliar el campo de la inxzunologia, con
el fin de establecer nuevas terapéuticas a enfermedades para las
cuales, hasta el nomentc, no hay tratamiento o éste resulta

agresivo y/o con reacciones secundarias.

Los trabajos realizados, en gque sa han empleado gdiversss
micronutrientes reportan que eéstos poseen propiedades tanto
estimulantes coao supresoras sobre diversos cozponentes de el

sistema inmunitario.

Uno de estos nicronutrientes es el zinc, el cual ha ceobrade
gran importancia por su capacidad inmuncestimulante, ampliamente
comprobada en miltiples trabajos que dexuestran su participacidn
cumo cofactor de muchas xzetaloenzimas, asi como su asociacioén con

elesmentos del sistema inmunitario.

Este trabajo se ha dedicado a investigar un aspecto mas del
efecto inmuncestimulante del zinc scbre una inzuncdeficiencia,

empleando para ello, un modelo experimental que representa una



inmuncdeficiencia secundaria de cardcter transitorio, desarrollado
en el Laboratorio de Inmunologia de el Departamento de Biclogila de

la Facultad de Quimica, UNAM.

Este nodelo experimental se induce en ratones recién nacidos
mediante inoculaciones IP de estafilococos. A lo largo del periodo
de tratamiento los ratones van presentando un deteriorc fisico
paulatino y particularmente, un desgaste inmunoldgico. Es
exactamente sobre este desgaste inmunoldgico que vazos a cbservar
el efecto innmunoestizulante del zinc, para determinar su posible

utilidad como terapéutico a futuro.

Es importante resaltar gque este modelo experimental por su
caracter transitorio y por el tipo de trastornos inaunoldgicos
que produce, parece reproducir las conplicaciones y/°
consecuencias de infecciones graves que Se presentan en el humano,
condicién que representa un gran problema a nivel mundial por el
numero tan alto de nifos desnutridos, Yy por consiguiente,

susceptibles padecer diversas enfermedades.

El trabajo consiste en evaluar la inmunidad celular, mediante

reacciones de hipersensibilidad tardia, primero en ratones

g, ados y pués en ratones desgastados Suplementados con
zinc, para probar su efecto inmunoestimulante reflejado en un
incremento en la intensidad de las reacciones de hipersensibilidad

tardia.



2. ANTECEDENTES

2.1 INMUNODEFICIENCIAS

El sistema inmunitario ayuda al individuo en la defensa
contra el ataque de agentes infecciosos, mediante las
interacciocnes (1), principalmente de:

- La inmunidad mediada por anticuerpos (células B)
- La inmunidad nediada por células {células T)

- Fagocitosis y

- Complemento

Bajo ciertas condiciones, inherentes a la condicion
fisiologica del individuo, el sistema inmunitario puede fallar
provocando alteraciones en la respuesta inmunolo‘qiéa {2} como
son:

a) Reaccién anormal contra lo propio (autoinmunidad)

b) Reaccidn neoplasica (mielomas, leucemias, etc.)

c) Reaccidn contra antigenos no patdgenos (alergias)

d) Depdsito de complejos inmunes
@) Faita de respuesta adecuada {inmunocdeficiencias)

Esta clasificacion resulta de utilidad para agrupar las
principales enfermedades inmunolégicas (3).

Las inmunodeficiencias son desordenes originados por diversas

causas (4) dando  cozmo resultade un incremento en la



susceptibilidad a infecciones.

Las inmunodeficiencias se pueden clasificar en primarias o
secundarias de acuerdo a su origen. Las inmunodeficiencias
primarias (4) son las que se originan a partir de desordenes
genéticos principalmente, mientras cque las secundarias (&)

evolucionan como consecuencia de alguna enfermedad principal.

2.1.1 INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS

Las inmunodeficiencias primarias se originan, como ya se menciong,
por diversos desordenes genéticos los cuales incluyen (4):

- Defectos en la diferenciacion celular. Se han observado
defectos, inclusive, desde el desarrolle de la célula madre
provocande profundas deficiencias tanto de células B come de
células T. Puede haber alteraciones en diversas etapas de
diferenciacién, que soclo afecten la maduracién y funcionalidad de
células T o la conversion de células pre-B en células B maduras.

- Deficiencias enzimaticas. Una produccién deficiente de ciertas
enzimas puede provocar la acumulacién de productos téxicos para

los linfocitos, como desoxirribonucledtidos que no se metabolizan

por la ausancia de la enzima adenc cin 2

- Sintesis defectuosa de alguna proteina en particular. Un
nimero importante de inmunodeficiencias se atribuyen a la falta de
alguna proteina especifica, como IgG:z o algun componente del

complementc. Puede suceder que exista la proteina pero, que no sea



funcional.

- Anormalidades cromosémicas. Una gran parte de las
inmunodeficiencias primarias contempla este defecto como causa
principal de su aparicién. Muchas se asocian a genes recesivos,
aunque hay una serie de sindromes o enfermedades gue no siguen un

patrén determinado en la herencia de las anormalidades.

Las inmunodeficiencias primarias se pueden clasificar,también,por

los trastornos que originan, en (1):

a} Enfermedades Dpor inmuncdeficicncias da anticuerpos. Los
trastornos por inmuncodeficiencias de anticuerpos comprenden un
espectro de enfermedades con las inmunoglobulinas disminuidas que
fluctua entre la ausencia total de todas las clases hasta la
deficiencia selectiva de una sola clase de inmunoglobulina (1).
Las infecciones mads comunes en este tipo de inmunodeficiencias
suelen ser causadas por mnmicroorganismos granm positives, en su
mayor parte, del tipo oportunista (5).

La sintomatelogia hallada en enfermos con este tipo de trastorno
varia de acuerdo al grado de la deficiencia de anticuerpos (1) y
la mayoria responde en forma razonhada al tratamiento con

inmunoglobulinas. (5)

b) Enf; por ir deficiencia celular. Estos trastornos

pueden ocasionarse debido a defectos congénitos (6) aungue



también se asocia con ciertas anomalias en 1la inmunidad de 1las
céluas B por la estrecha relacidén que existe entre ambas debido a
las interacciones gque se llevan a cabo para responder ante un

antigenc (1).

c) Enfermedades por inmunodeficiencias combinadas. Estas
enfermedades varian en eticlogia y gravedad, resultando en una

inmunidad defectuosa, parcial o total, tanto de células T como B.

d) Disfuncién fagocitaria. Los trastornos de las células
fagociticas pueden deberse a defectos extrinsecos e intrinsecos
). Los primeros incluyen supresisn del numerc total de
fagocitos por agentes inmunosupresores, interferencia de 1a
fagocitosis por glucocorticoides, quimiotaxia anormal de
neutréfilos debido a deficiencias en el complemanto. Los
trastornos intrinsecos se relacionan con deficiencias enzimiticas
en la via meta:dlica bdsica para la destruccién de los

microorganismos.

e) Anorsalidades del complemento, que se refiere baAsicamente a la
deficiencia de las moléculas que lo componen:

- &g, Gir, Gis

-2

- ¢ (tipo I, tipo II)

= ClencerseessCy



2.1.2 INMUNODEFICIENCIAS SECUNDARIAS

Las alteraciones en la funcién inmunolégica y un aumento en

la susceptibilidad a infecciones pueden ser el resultade de
diversas enfermedades sistémicas (4). Estas formas secundarias de
inmunodeficiencias son mas comunes que las primarias.
Puede haber pacientes, con alguna enfermedad primparia, cuyo
sistema inmunitario esté intacto, pero, a medida que evoluciona la
enfermedad, sus defensas se vuelven transitoria o permanentemente
ancrmales.

con frecuencia, estas deficiencias se asocian con
alteraciones en la inmunidad celular, mas que con la inmunidad
humoral 3) Y. en conjunto, son menos graves gque las
inmunodeficiencias primarias. Sin embargo, es posible que su
efecto sea de gran importancia para las enfermedades a las cuales
se asocian, Yya sea porque mﬁdifican la sintcmatologia y/o

evolucidén de las misnas.

Toda una gama de padecimientos estan asociados con 1las
inmuncdeficiencias secundarias (1). En algunos, como se menciond
anteriormente, la inmunodeficiencia puede ser transitoria vy
desaparecer con el tratamiento adecuado de la enfermedad primaria,
como en el caso de diversas infecciones. En otros, 1la
inmunodeficiencia puede ser de caracter permanente como en los

pacientes gue padecen de rubeola congénita.



Muchas de las i ficiencias rias a deberse a

P

factores relacionados a la enfermedad primaria nas gqgue a ésta
principalmente, comc sucede en ciertos casos de neoplasia, en gque
la inmunodeficiencia es secundaria al tumor, a la desnutricidn o a
la terapeutica.

En otros casos, las inmunodeficiencias pueden ser secundarias a
enfermedades que producen Yy acumulan metabolitos inmunosupresores
(6). Por ejemplo, pacientes con el sindrome de Cushing , secretan
en exceso cortisona y cortisol. Ambas hormonas, en concentraciones
elevadas, actuan como potentes agentes supresores, pues lisan
células T y ceélulas B directamente y disminuyen la cantidad de
nmonocitos periféricos. Por ello, estas personas se vuelven
susceptibles a infecciones, particularmente las provocadas por

antigenos controlados por la inmunidad celular.

Entre las enfermedades primarias asociadas a las

inmunodeficiencias secundarias, encontramos (1,4):

INFECCIONES:
- Rubeola Congénita
- Exantemas virales (varicela, sarampidn, etc.)
- HIV
- Cytomegalovirus
- Mononucleosis infecciosa

- Enfermedades parasitarias



~ Coccidioidomicosis
NEOPLASIAS:

- Enfermedad de Hodgkin

- Leucemia aguda

- Leucemia croénica

- Mieloma

ENFERMEDADES HEREDITARIAS Y METABOLICAS:

- Anormalidades cromosdémicas (Sindrome de Down)

Diabetes mellitus

Enteropatia con pérdida de proteinas

AUTOINMUNIDADES :
- Lupus eritematoso sistémico

~ Artritis reumatoide

Hepatitis crénica activa
OTROS =
- Desnutricién

- Quemaduras

Cirrosis alcohélica

Envejeciniento

Tratamiento con inmunosupresores

Anestesia



2.1.3 SINDROME DEL DESGASTE

las prizmeras observaciones cue se hicieron acerca de 1la
relacion existente entre algin tipo de inmunodeficiencia y un
consecuente desgaste fisico, fueron hechas al final de la década
de los 50.

Billingham, en 1957, fue el primero en realizar un
transplante de linfocitos peritoneales alogénicos en ratones (7).
Este transplante provocé al cabo de un =mes, aproximadamente, un
retarde en el crecimiento, lesiones en la piel y necrosis de
tejido hepatico en los animales.

Algunos afos después, en 1962, Gowans y col. mostraron en sus
trabajos, que, los linfocitos del injerto eran 1los responsables
del atagque al huésped, denominando este fendmeno injerto contra
huésped (GVH por sus siglas en inglés) (7).

Estudios pesteriores mostraron que al extirpar el timo de
ratones recién nacidos se manifestaba un desgaste similar al
observade en los ratones gque recibian 1las inoculaciones de
linfocitos alogénicos (8).

Sizmonsen, en 1962, propuso que debia llamarse encanijamiento
al deterioro de los animales recién nacidos al ser timectomizados
o al provocarseles reaccion GVH. Este deterioro incluye la pérdida
de peso en el animal asi como una deficiencia inmunologica.
Tanbién propuso que el término desgaste se emplee para el caso de

animales adultos en los que hay perdida de peso, pero, no hay

10



retardo en el crecimiento (9).

Al observar los sintomas del encanijamiento o desgaste se
propusieron diversas hipdtesis para explicar el deterioro fisico e
inmunoldégico. Algunos autores opinaban que la aparicién del
sindrome se relacionaba al proceso de induccién (timectomia e
inyeccién IP de 1linfocitos). Otras opiniones se inclinaban en
favor de microorganismos oportunistas come causantes de 1la
enfermedad (10).

Tiempo después se encontraron otras formas de inducir el
desgaste en ratones, como la inoculacién de bacterias muertas o
sus endotoxinas (11).

Hoy en dia se sabe, como se ha wmencionado en trabajos
anteriores (12,13), que el sindrome del desgaste puede inducirse
en ratones recién nacidos a base de tratamientos diversos, entre
otros (11,15): acetato de cortisol, estradiol, miltiples productos
bacterianos como LPS, timectomia, e inoculaciones con suspensiones
de estafilococos del grupo A.

El modelo murino experimental del desgaste se caracteriza por
ser una enfermedad con tres manifestaciocnes principales:

1) Retraso en el desarrollo de los animales.

2) Depresidon en las respuestas celular y humoral.

3) Susceptibilidad a infecciones provocadas por microorganismos
oportunistas.

El sindrome del desgaste también provoca una gama de lesiones

que danan al o permanen e, de acuerdo al tratariento

11



empleado, a l1a via de inoculacidn, a la edad y sexo del animal.
Algunas de las lesiones (12,16) encontradas en ratones

desgastados, son:

1.~ Dafos corporales:

a) Dafiec en la mucosa del tubo digestivo, provecado por 1la
liberacién de Factor de Necrosis Tumoral (TNF por sus siglas en
inglés) de los macréfagos al ser estimulados con endotoxinas.

b) Retrasc en el crecimiento.

c) Pelo ralo.

d) Adelgazamiento de la piel.

2.~ Danos en Sistema Inmunitario:

a) Alteracidn de la interrelacidén de los sistemas inmunitario
Y neurocendocrino, considerando que la interrelacidén anormal entre
el time y las diferentes glandulas del sistema endocrino dan lugar
a algunas manifestaciones del sindrome (14).

b) Atrofia del timo.

c) Atrofia de ganglios linfatices.

d) Esplenomegalia con zonas de necrosis.

3.- Alteraciones sexuales:

a) Ausencia de caractéres sexuales secundarios en animales de

sexo masculino.

b) Esterilidad en ambos sexos.

12



4.~ Otros:
a) Osteoporosis
b) Diarreas hemorragicas.

c) Tumoraciones (7).

13



2.2 DESNUTRICION E INMUNIDAD

La respuesta inounitaria es una compleja serie de transmisidén
de senales, activadas por la presencia de un antigeno en el
organismo, que provocan en las células en reposo una serie
transformaciones que las llevan a desarrollar una respuesta en
contra de dicho antigeno (17).

Para llevar a caboc esta serie de eventos, se requiere la
presencia de sustratos a partir de los cuales se origine 1a
energia necesaria para realizar las transformacicnes.

Asi pues, 12 nutricidn es un factor determinante (18) de la
inounoccompetencia y por tanto del riesgo de padecer diversas
enfermedades infecciosas.

Esto se ha denostrado en diversos estudios, 1los cuales
reportan que la desnutricidén provoca alteracicnes , tanto a

nivel de inmunidad celular, como humoral (19).

Entre las alteraciones de la inmunidad celular nis
importantes (19) se encuentra una disnjnucién en el tamafic del
timo, el cual histolégicamente presenta pérdida coérticomedular
(18), lo que conlleva a consecuencias severas como: disminucidn
en la poblacién intratimica de 1linfocitos y por tanto, una

disminucién en la cantidad de linfocitos circulantes; también se

ra una red ién de las 4Areas timo-dependientes de los

érganos linfoides secundarios como bazo y ganglios linfaticos.

14



Este desarreglo de los érganos responsables de la maduracidén
y funcionalidad de linfocitos T, se refleja en depresicn de la
respuesta de hipersensibilidad tardia, baja respuesta
proliferativa a diversos wmitdgenos, respuesta anormal de
complenmento, disminucién del nimero de células T, etc.

Respecto a las alteraciones en la inmunidad humoral se
encuentra un fuerte problema a nivel de produccidn de
inmuneglobulinas (19) de secrecién, en particular IgA, 1lo cual
disminuye las defensas en nucosas y por tanto facilita el
desarrollo de infecciones en los sistemas respiratorio y
digestivo; no asi en los niveles séricos de inmunoglobulinas, los
cuales inclusc se pueden encontrar ligeramente elevadcos dekide
probablemente a que aumenta la susceptibilidad a infecciones.

Por otro lado, también se reportan alteraciones en 1la
produccién de interferén gamma (18), en la capacidad para
fagocitar y llevar a cabo la bacteriolisis (en casos severos, pues

en casos moderados, se ve incrementada) (19).

La desnutricién en el humane se deriva, generalmente, de la
deficiencia de diversos nutrientes. Varios trabajos en animales de
laboratoric, a los gque se les prive de algun nutriente en
particular, y las observaciones hechas en pacientes que por alguna
causa ne asimilan nutrientes (18) han confirmade la importancia de
la ingestidén adecuada de nutrientes tales como vitaminas y

elementos traza.

1s



YITAMINAS

Se ha reportado que la deficiencia de piridoxina, acido
félico, vitamina A, vitamina € y vitamina E (20) afectan 1la
respuesta celular y la huroral (18).

La defjciencia de vitamina Bs provoca una baja respuesta
linfoproliferativa a nitdgencs como la PHA. También s8e ha
encontrado que una suplementacidén de vitamina A incrementa la
respuesta inmunitaria y proporciona proteccién parcial contra

ciertos tumores en animales (18,20).

ELENENTOS TRAZA.

Numerosos el que se tran en los seres vivos en

muy pequefias cantidades, conocidos como elementos traza, realizan
diversas funciones en el organismo.

Se define un elemento esencial como aquel que es necesario
para mantener la vida de un organismo y cuya falta ocasiona la
muerte o un malfuncionaziento severo.

Se considera elemento traza esencial a aquellos gue son
requeridos en cantidades del orden de miligramos o menos.

Se han estudiado diversos elementos traza que se han
clasificado como inmuncesenciales por su participacién directa en
las reacciones del sistema inaunitario: cobre, hierro, selenio y

zinc.

16



A continuacién se presenta un breve resumen (20) de 1la
actividad a nivel inmunoldégico de cada elemento, excepto del zinc
que por tema central de este trabajo, se trata aparte con mayor

profundidad.

1. cobre.

La deficiencia de cobre se puede deber a trastornos genéticos
© a una demanda nayor del elemento como sucede en el caso de la
administracién de D-penicilanina el cual es un agente quelante
4vido de cobre. Respecto a la relacidén que existe entre cobre y
sistema inmunitario no se ha estudiado tanto como otros elexentos
inmuncesenciales. Los pocos estudios realizados han dado a conocer
lo siguiente:

La deficiencia de «cobre altera la respuesta humoral
acasionando una depresion, debida a baja produccién de
anticuerpos; esto se puede explicar por la posibilidad que existe
de que el cobre forme parte de las moléculas de inmunoglebulinas,
como lo demuestran diversos estudios. La inmunosupresién es
paralela a la aparicidn de los signos tipicos de la deficiencia de
cobre, como la disminucién en el peso corporal, reduccién de la

actividad de la ceruloplasmina y r ién de la raciéon de

cobre en higado.
En 1o que concisina a la respuesta celular, se ha probado que

1a deficiencia de cobre altera la proporcidén de las diversas

17



subpodlaciones de linfocitos T y con ello st capacidad de

respopder al estizulo con mitdgenos come PTH, Con A, etc.

BEn cuanto a su toxicidad se ha estudiado poce de las
consecuencias de un exceso de ccbre en mamiferos, aungue se conoce
la enferwmedad de Wilson en huzanes, la cual se debe a una =zala
distribucien del ccbre en el organisze, debido a una baja
concentracién de ceruloplasaina (principal proteina gee se une al
cobhre), redundando en acuzulacion excesiva en higado y ridones y

Per tanto en dafio hepatico y tubular renal.

2. Hiexxs.

El! hierrc es necesario para una respuesta inaunitaria optima,
aunque se desconoce su mecanismo de accien a nivel molecular. La
deficiencia de hierrc se ruede deber a una zmayor dexzanda bajo
ciertas condicicnes coao el emzbarazo Yy la menstruacidon, a una
dieta deficiente en este elemento © a una =»ala absorcion del
mismo. Entre las alteraciones inmunclégicas debidas a la falta de
hierro, se encuentra una dismincién en la cuenta de linfogitos T
periféricos y con ello, una irhibicidn de la hipersensibilidad
tardia, entre otros.

Coa respecta a la

hupozral, hay evidencias poco
convincentes de la alteracién en la produccion de anticuerpos pues

no se ha reportado usna diszsinucidén en la intensidad de la

18



respuesta humoral en humanos pero, si en animales de laboratorio,
en los que la restitucion de hierro en la dieta did como resultado
un aumento en la produccicon de anticuerpos.

Se ha =encicnado qgue la deficiencia de hierro posiblexente
auzente la resistencia a infecciones bacterianas por haber una
aenor disponibilidad del =etal para el desarrollo =microbiano;
kecho gue se cuestiona al tener evidencia, por otros trabajos, que
la deficiencia del hierro da lugar a una disfuncidén en 1la
respuesta inmunitaria celular y humoral. Esto obliga a realizar
investigaciones sobre el efecto de distintos grades de
deficiencia, o exceso, de hierro en la resistencia a infeccicnes,
pues también se ha encontrado relacidén entre los niveles de hierro
vy el auzmentc de la susceptibilidad a infecciones, 10 que podria
atribuirse a =ayor disponibilidad del netal para los
microorganiszos y/o alteraciocnes del sistema inmunitario.

Respecto a la toxicidad del hierro encontramos un
padecimiento denoninade henocromatosis, gue es un sindrome de

sobrecarga de hiervro, debido a una absorcién excesiva. Recibe este

nombre por la pig ién br da de la piel producida por la

acuzulacién de hierro en sangre y otros tejidos.

3. gSelenio.

El selenio presenta caracteristicas inmuncesenciales, como se

ha mostrado en diversos estudios. Participa en practicamente todas
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las funciones del sistema inmunitario: produccidn de anticuerpos,
actividad de células fagociticas, proliferacion de linfocitos,
produccidn de linfccinas, etc. Su adicién a la dieta influye
tanto en la inmunidad humoral (aumenta la produccién de
anticuerpcs) como la celular (se han encontrado aumenteos en
pruebas de hipersensibilidad tardia).

Por otro lado, la deficiencia de selenio provoca depresién de
la respuasta de anticuerpos y una reduccién en el numero Yy
funcicnalidad de linfocitos T. Se ha encontrade una disninucién en
la capacidad de respender a =itdgenos como PHA, ConA, PwM, asi
como la capacidad de incorporar timidina tritiada. La daeficiencia
de selenio reduce la citotoxicidad mediada por células T sobre
células de linfoma.

Otras funciones alteradas por la deficiencia de selenio son:
los =zecaniszes inespecificos de defensa (lisozima y complemento
cuando es activado por via alterna) y la actividad de células KK,
que son capaces de =zatar células tumeorales. Esto podria ser
indicativo de que la deficiencia de selenio aumenta la incidencia

de tumores, aunque no se ha cozprobado.
La toxicidad del selenic también ha sido estudiada y se sabe

que es coaun en aninales por la ingestidn de plantas que 1o

acumulan y en hurmancs, es principalmente por forma ocupacional.
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2.3 ZINC

2.3.1 GENERALIDADES

£1 zinc es un elemento traza esencial en la nutricidn de
nicroorganisnos, plantas y animales (21). Participa en el
metabolismo de 4cides nucleicos, asi como en la sintesis de
_proteinas (21), adenis forma complejos con la insulina e
interviene en su almacenamiento, liberacion y accién (15).

Numerosas enzimas son dependientes de zinc, llamadas

metaleoenzimas, S Zorman complejos enzima-zinc (22) . Las

metaloenzimas son enzimas catabdélicamente activas que contienen
cantidades estequiométricas del elemento traza. La funcidén del
zinc en las enzimas es, principalmente, mantener integra la
estructura y/o participar directamente en la reaccion enzimatica.
Con frecuencia, ambas funciones se conbinan, aunque hay casos
especificos de una u otra. Tal es el caso de las enzimas con
multiples subunidades, en las que el zinc participa solamente
manteniendo la estructura.

Algunas netaloenzimas pueden funcionar al eliminar el zinc y
substituirlo con otro catién divalente. Un ejemplo es la fosfatasa
alcalina de Escherichia coli, la cual funciona normal=cntc 3l
substituir el zinc por cobalto, Existen otras enzimas gque pueden

funcionar perfectamente aun en ausencia de zinc, como es la DNA
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polimerasa I de Escherichia coli.

Los complejos enzima-zinc son enzimas que se sabe se activan
o inhiben en presencia del zinc, pero, para las cuales no se ha
determinado 1la cantidad especifica del elemento traza gque
requieren.

Las xetaloproteinas son proteinas que no necesariamente scn
enzimas pero tienen sitios de alta afinidad por el zinc
cozbinandose con éste.

La primera =metaloenzima descubierta fué la anhidrasa
carbénica, ahora se conocen mas como Son, entre otras, aldolasa,
fosfatasa aicaliina, carpoxipeptidasa, DNA polimerasa,

deshidrogenasa malica, proteasa y superdxido dismutasa.

2.3.2 CONSECUENCIAS DE LA DEFICIENCIA DE Z2INC

El zinc puede variar su concentracion en el organisno
alterando con ellc diversas funciones matabdlicas. Varios estudios
auestran que el balance de zinc se modifica por condiciones que
requieran maycor dexzanda de este elemento cocmo el crecimiento,

lactancia, y exbarazo (23).

La deficiencia de zinc en el organismo tambien se atribuye a:

- Vejez, en cuyo casc a la ptibilidad a
infeccionas (24).

- Desnutricioén, por consumo de dietas hipoprotéicas e
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hipocaléricas (18,19,25).

- Mala absorcién hereditaria,como es el caso de la
acrodermatitis enteropatica (24,26,27,28). Esta enfermedad se
caracteriza por: creciziento retardado, alopecia, lesiones en la
plel, diarrea.

- La presencia de otrcs minerales gue inhiben la absorcién
del zinc, por tres nmecanismos propuestos {29,30):

a) cospetencia por los acarreadores.

b) bloqueo intestinal,

c) aument< de la secrecién endégena de zinc o disminucidén de su
absorcién a nivel intestinal,ambas situaciones provocadas por
1s interaccién con aluainio.

-« ®"Stress" provocado por infecciones agudas o shock

post-operativo.

~ Quemaduras

- Alcoholisao

- Trastornos renales

- Desordenes gastrointestinales (26)

- Alimentacién parenteral (24,27,31)

La deficiencia de zinc origina diversos diversos trastornos

entre los que podermos mencionar (32):

~Hepatcesplenonegalia

-Anorexia
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~Hiperkeratosis

-Parakeratosis

-Trastornos hormonales, que se reflejan en: hipogonadismo,
disminucién de las reservas de la hormona adrenocorticotrépica
pituitaria y, tolerancia anormal a la glucosa oral.

~Alteraciocnes de las funciones fisiologicas
(formacidn,actividad y regulacién) de las enzimas dependientes de
zinc, como la alcohol deshidrogenasa y aldolasa en higado, alcohol
deshidrogenasa en rifidn y carboxipeptidasa en pancreas.

~La deficiencia de zinc en el organismo tiene un efecto
andlogo a la intoxicacidn con acido acetilsalicilico en ratenas
embarazadas, al provocar, azbos, parto prolongado, sangrado
excesivo y un marcado aumento de la mortalidad (33).

~La deficiencia de zinc tambien se ha asociade a 1la

inmunosupresién en ratones haciéndolos susceptibles a parasitosis.

2.3.3. ZINC Y SISTEMA INMUNITARIO

La importancia de diversos nutrientes en el desarrollo y del
sistema inmunitario es ahora ampliamente aceptado (26). El zinc,
en particular, ha tomado gran interés en el ambito clinico a raiz
de nultiples trabajos gue demuestran su participacidén directa en
@) desarrslilc y funcionalidad del sistema inmunitario, asi como,
las alteraciones producidas en éste, a consecuencia de una

deficiencia del elemento traza.
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Zfecto de la deficiencia de zinc sobre los componentes del
sistema inmunitagio.

La inpunidad celular participa en la destruccién de ceélulas
infectadas con virus, bacterias y protozoarics, asi como, da
ceélulas tumorales (25).

Un mecanismo de destrucciéon involucra a las ceélulas
citotdxicas que se unen a las células infectadas, destruyéndolas
por la 1liberacidén de proteinas citotdxicas conocidas como
perforinas (destruyen la membrana de la célula blanco provocando
un desequilibrioc idnico con la subsecuente ruptura osmética) (25).

otro mecaniszmo de destruccion es aportade por la liberacion
de interfersn 7 Yy linfotoxinas por células T activadas. Estos
productos estinulan la actividad fagocitica de los macréfagos, los
cuales, como los neutrdfilos, participan en la destruccién de
patdgenos via degradacidn enzimatica.

Las células NK participan en 1la destruccidn de células
tumorales, en la regulacién de otras interaccicnes celulares por

liberacion de factores solubles (17).

La deficiencia de zinc altera todos los mecanismos arriba
menciocnados, pues afecta principalmente al tipo, atrofiindolo
{25,34). Esto provoca una disfuncién en tode lo relacicnade con la
inmunidad celular, puee el timo es el drgans anzargadc &

maduracion de células T (35).
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Hay trabajos en los que se reporta el exdamen histoldgico
realizado en células de timo atrofiado, encontrando gque la
glandula se deteriora gravemente Y por tanto, sdélo se compone de
tejido conectivo, células epiteliales y unos cuantos timocitos
funcicnales (34). Por supuesto, también se reporta una disminucidén

en el tamano y peso de el timo (25,27,34).

La atrofia provoca, ademas de una disminucion de las células
T, una reduccidn en el nimero de esplenocitos y depresion en la

respuesta a antigencs dependientes e independientes de celulas T.

Otras alteraciones en la inmunidad celular, debidas a 1la
deficiencia de zinc:

- Linfocitopenia,

- Disminucidén en la cuenta de células T ccoperadoras.

- Baja respuesta proliferativa a diversos mitégenos (36).

- Disminucidn en la actividad de células NK (17,25,27).

Quimjotaxis defectuosa, lo que indica una disfuncidén en los

neutrofilos (24,25).

La inzunidad humoral implica un complejo sistema de
interacciones entre diversas células del organismo, incluyendo la
produccién de diversos factores solubles que participan en la
respuesta inmunmitaria Wumorel, como la IL-1 (25). Los macrofagos

producen IL~1, la cual estimula a células T cooperadoras vy,
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adenas, estimula la maduracién de células pre-B y la proliferacién
de celulas B naduras. Por otro lade, la IL-1 estimula 1la
distribucidén de zinc plasmatico a higado, médula dsea y timo,
sugiriende, un mayor requerimiento del elemento traza durante la
proliferacion tanto de células T, como de células B. También se
sabe que la produccidén y/o accién de citocinas necesarias para

dicha proliferacién (como la IL-2), es dependiente de zinc (25).

Hay trabajos que muestran alteraciones en células B,
asociadas a una disminucicn en el numero de células T cooperadoras
funcionales, debido a 1la deficiencia de zinc (34). Dichas
alteraciones se encuentran, principalmente, en la produccion de
IgG, la cual depende de 1las interacciones entre células B y
células T cooperadoras. La deficiencia de zinc provoca una
acumulacidon de células B inmaduras en el bazo, y con ello, una
depresién en las respuestas primaria y secundaria de anticuerpos

{por una dismiucién en el numero de células de memoria) (25,27).

Respecto a la autoinmunidad, se ha encontrado,a través de los
afos, que, restringiendo ciertos componentes en la dieta, como:
aminoacidos, calorias, proteinas y diversos elementos (como zinc),
se pueden atenuar diversas enfermedades autoinmunes (25). Esto se
maneja en cepas como la NZB (New Zealand Black), 1la cual
Sresanta una tendancia a desarrollar una forma da lupus {27) ¥ &n

la que, al restringir los niveles de zinc en 1la dieta, se
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encuentra una significante reduccién de la anemia hemolitica
autoinesune, asociada al lupus en el animal,asi como un incremento

en su perfiocdeo de vida.

Un mecanismo propuestc para esta fendmeno, es que, siendo el

zinc un el inmu: ial, al haver una deficiencia de éste,
se wodifican las interaccicnes celulares que llevan a la
produccién de autoanticuerpos (por alteraciones en la activacisén
policlanal de células B y/o en el desarrollo de la ceélula madre B)
(25,34) .

Otro wmecanismo propuesto, se refiere = gua una dieta
deficiente de zinc induce anorexia, con la resultante resctriccisn
protéico-calérica. Esto se auna al punto anterior, de zanera que
la falta de nutrientes en el organismo afecta las interacciones

celulares que generan una respuesta inmunitaria (25).

Efecto de la deficiencia de zinc el desavrolleo del sistemd
inmunitario.

Se han propuesto diversas causas por las que la deficiencia
de zinc afecta el desarrollc y/o la funcionalidad del sistema

irmunitario, principalmente:

a) Elevacion de la produccion de corticoesteroides. Los

resultados de Pasquale-Jardieu y Fraker (25,27) mostraron gue 1la
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deficiencia de zinc constituye un stress que activa el eje
hipotilamo-pituitaria-hormona de crecimiento, con el consecuente
incremento en la produccidén de corticoesteroides. Los
corticoesteroides actlan cowo inmunosupresores en diversas formas
(4):

- Inhiben la sintesis de proteinas o adcidos nucleicos, lo que
ocasiona linfocitopenia.

- Interfieren en la liberacién de precurscres en la médula odsea,
provocando, tarmbién linfocitopenia y monocitopenia.

Suprimen la acumulacion de leucocitos en sitios de inflamacidén.

- Disminuyen la cuenta de ceélulas T cocperadera.

- etc.

Esta razén no esta plenamente aceptada aun, pues los autores
reportan que al realizar adrenalectozias en animales daficientes
en zinc, se previno la atrofia del time, pero,no se recuperd peor

completo la funcionalidad de las células T.

b) Deficiencia de la enzima nucleosido fosforilasa. Esta enzima
(KPasa), dependiente de =zinc, participa en la via catabdlica de
las purinas.

Al haber una deficiencia del elemento traza, no se produce NPasa,
por gque se acumulan nucledtidos tdéxicos, como dGTP y GPT, en el
linfocito. Estos nucledtidos afectan la sintesis de presursores de

DNA, afectando la proliferacidén celular (28).
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c) Se sabe que el zinc participa como cofactor en varias hormonas
timicas, como la timulina (17,25,27,31). Esta hormcna, llamada
anteriormente Facteur Thymique Serique (FTS), requiere de zinc
para expresar su actividad bioldgica (31}. Esta interaccion se ha
cazprobade directamente mediante analisis de cromatografia y
resonancia magnética nuclear, demostrando que la conformacion del
peptido en ausencia de zinc corresponde a la forma biocldgicamente
inactiva y viceversa. En diversos estudios realizados con el fin
de evaluar la capacidad de diversos metales para activar la
timulina, se reporta que, scéle el zinc es capaz 22 réstaurar
totalmente la actividad del péptido no funcional (27). Por tanto,
la deficiencia del elemento traza altera la produccion y 11a
actividad de hormonas que participan directamente en el desarrollo

y nmaduracion de células T.

Lu deficiencia de zinc en el humano.

Se nenciond en el punto 2.3.2, algunas de las causas por las
que puede haber una deficiencia de zinc. En este puntoc anadiremos
ciertas condiciones patoldégicas que tacbién alteran los niveles de
zine, asi como, su relacién directa con el sistena inmunitario.

a) Talasemia mayor (17). Los pacientes con pJ-talasemia
requieren frecuentes transfusiones sanguineas para la prevencidn
de anemias. Estas transfusiones incrementan los niveles de hierro

en el corganismo. Ademas, en este padecimiento hay tendencia a
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incrementar la absorcidén gastrica de hierro. Come el hierro
normalmente no se excreta , se acumula en higado, corazén y bazo,
provocando alta morbilidad y mortalidad (20). Para prevenir esta
situacisén, se emplean técnicas de quelacién del hierrc, para que
sea eliminado del organismo. Esto afecta la concentracioén de zinc,
por dos razones: el hierro, en exceso, inhibe la absorcién de zinc
Y porque la deferoxamina forza coxzplejos guelantes con el zinc.
Asi, tanto la enfermedad como el tratamiento, afectan los niveles
corporales del zinc, redundande en una inmunidad celular anormal
(afectando principalmente la actividad de las células NK) (17).

b) cCancer. Se ha encontrado, en pacientes con cancer
pulmonar, que bajos niveles séricos Yy una elevada excrecion de
zinc por la crina, se asccian  significativamente con  una
respuesta deprimida a fitohemaglutinina en cultivos de células T
{24,25).

c) Sindrome de Down. Este sindrome se asocia frecuentemente
con infecciones respiratorias y gastrointestinales crénicas,
leucemia y alta incidencia de enfermedades autoinmunes (25,39).
Recientemente se ha propuesto que las alteraciones inmunolégicas
se relacionan a bajas concentraciones de zinec, gque se han
encontradc en multiples estudios hechos en nifios que padecen el

sindrome, aunado a una baja concentracién de timulina.

Efectos de la suplementacidn con zinc.
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Se ha demostrado en miltiples trabajos que la suplementacién
con zinc influye en la recuperacidon de la inmunidad en diversos
padecimientos (17,24,25,26,32,33,34,39). Entre ouchos efectos

benéficos de la suplementacién con zinc, resaltan:

a) Los pacientes con acrodermatitis enteropatica presentan
diversos desdrdenes inmunoldgicos como: la atrofia del timo y,
como consecuencia de ello , inmunidad celular anormal. Se ha
encontrade que la suplexentacién de la dieta con zinc corrige

dichas alteraciones inmunoldégicas (25,26,27,28).

b) Se ha observado que los nifios desnutridos, que reciben
unicamnente suplementos de zine¢, una franca recuperacién de la

inmunidad mediada por ceélulas (19,27).

c) En diversos pacientes con anemia sickle-cell, se encontré
estados de anergia. Después de la suplementacién con zine,

mostraron un increzento significativo en las reacciones DTH.

d) Vejez. Muchos estudios revelan que la suplementacidén con
zinc en 1la dieta de personas de edad avanzada, aumenta su
capacidad inmunoclégica para responder ante diversos agentes
infeccicsos. Se atribuye al hecho de que esta aumentada la
concentracion de linfocitos T circulantes y por tanto hay un

incremento en la intensidad de las reacciones DTH hechas con PPD

32



(24,36).

e) La NrPasa, cuya funcién es evitar la acumulacién de
nucledtideos toéxices en células T, se ve afectada por 1la
deficiencia de zinc. La suplementacidén con el elemento txaza ayuda

a normalizar la acti

dad de la enzima (28).

Existen cascs en que la suplelentacidén con zinc ne ayuda a la
recuperacién de la inmunidad de personas con algun tipo de
enfermedad. Tal es el caso de un estudio realizade en nifdos con
sindrone de Down, a los que se les suplementd con zinc: se observo
un increzentc en los niveles sérices del microelemento, ro sin

una mejoria svidezntz o 2

que la suplementacién no previere las infeccicnes a las que estan
exprestces esics nifnes (39). Quizas =mas adelante, nuevos estudiocs

Teestren que ura desis por un pericdo de tratamiento, diferentes a

-

as utilizadas en este Trakraje, si tengan algun efecto benéfico

en rersonas con sindrome de Down.

Ctrc aspecto a coasiderar, son lcs casos en que una dieta
deficiente en :zinc es benéfica para la inmunidad: Se encontrd Jue
en ratcnes 3alb/c, una dieta btaja en contenido de zinc, resulta en
una pencr ircidencia al Sarcoma de Maloney ¥ a una disminucidn en

el tamafo de los tumcres (27). .

Papel inmurolegice del zing in ritre.
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Se ha encontrado que la adicién de concentraciones definidas
de sales de zinc a cultiveos celularas pueden causar activacién
policlonal de los linfocitos (27). En el caso de cultivo de
células esplénicas y de células de sangre periférica de hurmanos,
se encontrd que la blastogénesis inducida por zinc es tan potente,
como la inducida por =itdgenocs como PWM y toxina diftérica en la
produccién de CFA.

También se ha encontrado que el zinc tiene efectos de
adyuvante, aumentando la respuesta proliferativa ante diversos

mitégenos como PHA, ConA y LPS.

Respecto a ceélulas de ratones envejecidos, se encontrd que al
cultivarlas con un suplemento de zinc, aumentan la capacidad ge
generar CFP contra GRC.

Asi, el zinc es el unico nutriente, que se conoce hasta ahora, con
propiedades tanto de activador policlonal como de adyuvante, con

efectos sobre la funcién inmunitaria (27).

Toxicidad del zinc.

Como todos los excesos, el de zinc no es la excepcidn para
inducir dafio en el organisme (38). Aungue se considera
relativamente no toxico, particularmente si se toma por via oral,
se conocen casos de intoxicacién con zinc atribuidos al consumo de

alimentos conservados en latas galvanizadas, las gque liberan el
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elenento traza por la acidez del elemento, aunado a un largo
pericdo de almacenamiento. Esto puede ocasionar nausea, véamito,

dolor estomacal, letargia y fatiga.

Las ingestas consideradas excesivas por la FbDA (Food and
Drugs Administration) son del orden de 100-300 mg 2n/dia que se
explean usualmente como dosis terapetticas. Estas altas dosis
provocan alteraciones como la  deficiencia de cobre,caracterizada

fer: hipocupremia, anemia, leucopenia Yy neutropenia.

la deficiencia de cobre se puede corregir al cesar la
suplementacidn cor zinc, aunque la recuperaciodn puede requerir de
un tiempo prolongado, pues hay datos que indican gue la excrecioén
de zinc es lenta. Inclusive, hay casos en que se recurre a la
adeinistracion IV de solucién de cloruro de cobre para acelerar la

recuperacidn.

Otro aspecto de la toxicidad del zinc se refiere a la
alteracién del perfil lipidico sanguineo. Se ha asociado 1la
ingesta excesiva de zinc con un aumentc en las concentracicnes de
colesterol sérico, asi como un aumento en las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) y una disminucidén en las lipoproteinas de alta
densidad (HDL). Los ctrigliceridos y el colesterol total no se

zodifican,
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Respecto a la respuesta inmunjtaria se ha encontrado, en
personas voluntarias que ingieren un exceso de zinc, una depresicén
en diversecs indices inmunoldgicos come la estimulacion
linfocitaria, quimiotaxis, etc. También se ha encontrado que una
cantidad de zinc por encima de los niveles normales, inhibe 1la

cascada del complezento (27).
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2.4 HIPERSENSIBILIDAD TARDIA.

La hipersensibilidad tardia es un fendmeno inmunoldgico
dependiente de células T, que se manifiesta por una reaccién
inflamatoria en el sitio de daposicién del antigeno (40). Dicha
reaccién de inflamacidn llega a su pico maximo de intensidad a las
24-48 horas de iniciacda; esta caracteristica sirve para
diferenciar este tipo de hipersensibilidad, de 1la de tipo
inmediato o de la reaccidén de Arthus, que depende de anticuerpos,
Y cuyos picos maximos de intensidad se alcanzan en cuestién de mi
nutss w RSTas.

Existen diversos tipos de hipersensibilidad, 1lcs cuales

podemos resumir en el siguiente cuadro (1,41):

-
T1PO =P K3 0 JONFS-NOTE CONTATTO
tiemps de 16-43  brs. 16-43 hre 16-48 hra
reacclen
aperiencia lejon por indu~ lemion lesion por lo=
clinlea raclen, inl)itrado eritematosa dureclion, o=
filtrado
aparisncia waocitos basoltlow Nafocitos
blatolegica sacrofages 11nfociton wecrofagos
llafeciton
antigeno protainas dosls bajas spldernicas
s)wles de protelnas cuse hule,
sclwdles e mtales
sotucien we-
Line
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+ HCB = hipersensibjlidad cutdnea basofilica

5 iRili e

El primer criterio basico para clasificar la
hipersensibilidad tardia es gque transcurran 12-48 hr para que la
reaccioén local alcance su mixiea intensidad (3). El1 exédmen
histoldgico de la reaccion inflazatoria muestra el infiltrado cen
predominio de células mononucleares, principalmente macrdéfagos, en
la zona afectada. La inyeccion de un antigeno protaico an
solucién induce la formacidn de anticuerpos, pero no suele
provecar una hipersensibilidad tardia duradera, a no Sser que el
antigeno se introduzca en forma de exulsidn dentro del adyuvante

completo de Freund (ACF).

Reaccion de Jopes=Mote o HCB

Puede obtenerse una hipersensibilidad tardia, inyectando
antigenos protéicos en ausencia del adyuvante completo, si se
recurre a inyecciones repetidas en bajas dosis, (ug), de la
proteina purificada, o a inyecciones de proteinas desnaturalizadas
por calor o modificadas gquimicamente mediante la fijacidn de
grupos hapténicos.

Estas inyecciones deben aplicarse por via intradeérmica para

evitar la formacién de anticuerpos. La hipersensibilidad tardia
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inducida de esta manera recibe el nozbre de hipersensibilidad
cutidnea por baséfilos o reaccidn de Jones-Mote, y se caracteriza
por: transmitirse por 1linfocitos, no por suero; presencia de
baséfilos en la zona afectada:; desaparece l-4 semanas después de

inducida (transitoria).

Hipersensibilidad Cutanea

Algunas sustancias de bajo peso molecular son susceptibles a
formar enlaces covalentes con 1o0s grupos sulfhidrilos o aminados
de las proteinas presentes en el recubrimiento cutdneo,
sensibilizando asi, a la persona. Estoc da lugar, en un segundo
contacto con el alergéno, a una reaccidén de hipersensibilidad
tardia que se conoce como dermatitis alérgica por contacto. Entre
los alergénos mas comunes encontramos metales como niquel y cromo
asi como algunos tipos de eldsticos empleados en la fabricacidn de

ropa interior.

Mecanismo de la Hipersensibjlidad Tardia (401

Los linfocitos mediadores de la reaccidn de hipersensibilidad
tar2ia probablemente encuentran al antigeno en el sitio de su
deposicién o, cerca de éste. El1 reconocimiento especifico del
antigeno resulta en la activacion de las ceélulas y la subsecuente

produccién de un gran numero de factores especificos, factores
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inespecificos y linfocinas. Algunas linfocinas son capaces de
atraer otras células a las cercanias de la zona de deposicicon del
antigeno, y activarlas. Estas células adicionales incluyen
descendientes de 1a linea monocito-macrdéfago, asi coro
neutréfilos. No hay un cambio en la permeabilidad vascular, por lo
que la reaccidén se manifiesta con induracién mas que en forma
eritematosa.

Se considera que los monocitos y macrofagos no poseen la
capacidad de tener especificidad inmunoldégica, sin embargo, son
fundamentalaes para la respuesta inmunitaria: una vez acumulados en
el sitic de la inflamacién son activados mediante interacciones
con el antigeno, con linfocitos actives y con linfocinas, por lo
que tienden a causar dafo tisular ya sea directamente o por
liberacién de @wmonocinas. En mnuchas lesiones causadas por
reaccicnes de hipersensibilidad tardia, se pueden observar
infiltrados de células mononucleares alrededor de pequefios vasos.
Puede ser que la reaccidén se extienda lo suficiente para que las
monocinas provoquen dafio, inclusive a los vasos circundantes,

provocando con ello derrames en la zona afectada.
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3. OBJETIVOS K HIPOTESIS

Demostrar que los ratones CD: recién nacidos, tratados con
estargilecccos  inactivados tienen deprimida la  respuesta de
hipersensibilidad tardia a la ovoalbumina, como consecuencia de el

sindrome del desgaste.

Probar que existe una correlacién entre la concentracidn de
zinc en timo y la respuesta de hipersensibilidad tardia, asi
como, que durante leos efectes desgastantes hay una alteracion de la

concentracién intratimica de zinc.
Demostrar que la administracién de zinc previene la depresidn
de las reacciones de hipersensibilidad tadia a la ovoalbumina en

el ratdn desgastado.

conocer 1los efectos de la administracién de zinc sobre la

hipersensibilidad tardia en ratones normales.
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La administracién IP de zinc, incrementa la intensidad de las
reacciones de hipersensibilidad tardia a la ovoalbuzmina en ratones

con una inounodeficiencia secundaria transitoria.
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4. DISENO EXPERINENTAL

RATAMIUIENTO L.P,
ESTAF 1L0COCOS

ESTAF 1LOCOCOS CON ACETATO DE ZINC
: AéETATo DE ZINC

SOLUCION SALINA ISOTONICA

SIN TRATAM!ENTO

MEDICION DE LA DTH
EMPLEANDO OVA COMO ANTIGENO

DETERMINAC I ON DE LA
1 CONCENTRACION iNTRATIMICA
DE ZINC
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5. MATERIAL

5.1 MATERIAL BIOLOGICO

5.1.1 Ratones. Se explearon  ratones de la cepa CDl, mantenidos
desde su nacimiento, y durante el periodo experimental,en el

Bioterio de la Facultad de Quimica.

5.1.2 Staphylococcus aureus. Consultar apéndice para la
preparacion de la suspension.

5.1.3 Staphylococcus aureus combinado con acetato de zinc.
Consultar apéndice para la preparacidn de la suspensiodn.

5.2 REACTIVOS.

5.2.1 Solucidén de acetato de zinc. 2zZn(Cz2Hy02)z H20, Mallinckrodt.

Disuelta en SSI a una concentracién de 2.5 mg/dl.

5.2.2 Ovoalbumina. SIGMA, preparada en SSI a una concentracion de

6.6 mg/ml.

5.2.3 HNO3.
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5.2.4 H2504.

5$.2.5 Solucidn Salina Isotdénica. Preparada al 0.85%.
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"6, METODOLOGIA

6.1 INDUCCION DEL DESGASTE. Se administra por via IP, a ratones
recién nacidos, entre las dos horas posteriores al nacimiento,0.1l
ml de la suspensién de estafilococos inactivados. E1 tratamiento

se repite cada tercer dia durante cuatro semanas.

6.2 ADMINISTRACION DE ZINC A ANIMALES DESGASTADOS. Se aplica el
mismo esquema de tratamiento para inducir el sindrome, pero, en
este caso, se inocula la mezcla de S. aureus inactivado y solucidén

de acetato de zinc.

6.3 INDUCCION Y MEDICION DE LA HIFERSENSIBILIDAD TARDIA. Se
utilizé la técnica descrita por Titus (1) y Strobel et al (2)

detallada en el apéndice, en la cual se emplea un tornillo
micrométrico para medir la zona deinflamacién en el cojinete

plantar provocada por la reaccion de hipersensibilidad.
6.4 ABSORCION ATOMICA. Se emplea este anilisis espectrofotométrico

para determinar las concentraciones de zinc presentes en tejido

linfoide, tejido no linfoide y suero de los ratones empleados en
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este trabajo experimental. El fundamento de la técnica se detalla
an el apéndice.

6.5 ESTADISTICA. Se realizé una seleccidn aleatoria de las
mediciones de hipersensibilidad tardia para fijar el nimerc de
éstas a n= 10. En el caso de las determinacicnes de concentracién
de zinc en timo e higado, la n varia en cada grupo Pporque la
técnica requiere un cierto peso de tejido para llevar a cabo el
analisis. Por ultimo, se determind la media y desviacion estandar
tanto de las mediciones de hipersensibilidad tardia como de las

concentraciones de zinc en timo e higado.
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7. RESULTADOS

7.1 DESGASTE

Los animales inoculados con Staphylococcus aureus por via IP,
durante cuatro semanas, sufrieron un evidente deterioro
presentando las caracteristicas tipicas del sindrome del desgaste,
como son: crecimiento retardadoc, debilidad general, anorexia,
irritabilidad (principalmente a la tercera semana de tratamiento)
y evacuaciones diarrédicas, lo que lleva a gue alguncs anizalas no
sobrevivan.

Al cabo de cuatro semanas se suspendid el tratamiento con lo
que vino un periodo de recuperacidén progresiva, entre 1 y 10 dias
después de terminadas las inoculaciones, en el cual los animales
ganaron peso, aumentaron de tamafio, desaparecidé la debilidad y la

irritabilidad disnminuyé considerablemente.
7.2 HIPERSENSIBILIDAD TARDIA EN EL ANIMAL DESGASTADO.

En cada grupe trabajado se hizo una seleccidén aleatoria de
las determinaciones realizadas, para ajustar la n= 10 en cada uno.

Al término del tratamiento se evalud la inmunidad celular de

todos los animales. Se encontréd que, en las dos semanas
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posteriores al tratamiento, los animales desgastados presentaron
una depresidn prolongada, es decir, una disminucién en 1la
intensidad de las reacciones de hipersensibilidad, en comparacisn
a los resultados obtenidos en los animales normales.

Grafica No. 1.

7.3 CONCENTRACION INTRATIMICA DE ZINC EN EL ANIMAL DESGASTADO.

La grafica No. 2 repr a la tracién intratimica de

zinc en animales desgastados y animales normales, mostrando que el

animai con el sindrome del Jasgasts tiana la
zinc elevada en timo respecto al grupo de anirales normales,
habjiéndo en ambos casos una disminucién prolongada a lo largo del

periodo post-tratamiento.

7.4 RELACICN ENTRE CCNCENTRACICN INTRATIMICA DE ZINC E INTENSIDAD

DE LAS REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD TARDIA.

Se determiné la relacién existente entre la concentracion
intratimica de =zinc y la intensidad de 1las reacciones de
hipersensibilidad mediante el <cdlculo de una correlacidn
estadistica entre las concentraciones de zinc en timo, encontradas
a lo large del periodo post-tratamiento y la intensidad de las

reacciones de hipersensibilidad obtenido en el mismo periodo, en
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animales desgastados Yy en normales., Encontramos que, en  los
animales normales existe una correlacién negativa (-0.951)
mientras que en el grupo de animales desgastados la correlacion es
positiva (0.953)

Grdficas No. 3 y No. 4.

7.5 HIPERSENSIBILIDAD TARDIA DESPUES DE LA SUPLEMENTACION CON

ZINC.

Al término del tratamiento se evalué la intensidad de las
reacciones de hipersensibilidad en los animales desgastados
suplementados con zinc, encontrandose que aumentd respecto a la de
los animales desgastados sin suplemento del elemento traza.

Grafica No. 5.

7.6 CONCENTRACION INTRATIMICA DE Z2INC EN EL ANIMAL DESGASTADO

SUPLEMENTADO CON ZINC.

También se determind la cencentracion del elemento %traza en
el timo de animales desgastades suplementados con zinc. Se
encontrd que la concentracion intratimica se altera, disminuyende
respecto a la enceontrada eon los ratsnas  Jdasgastados. Esta
concentracién se mantiene constante a 1lo largo del periocdo
post-tratariento.

Grifica No. 6.
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7.7 HIPERSENSIBILIDAD TARDIA EN BEL ANIMAL NORMAL SUPLEMENTADO CON
ZINC.

Ootro aspecto de la suplementacién de zinc es conocer su
efecto sobre la hipersensibilidad tardia de aninales normales. Se
encontréd que la intensidad de estas reacciones aumenta, respecto a
lz de lcs anizales nor=ales sin suplemento, a lo largo de las dos
semanas postesriores al tratamiento.

Grafica No. 7.

7.8 EVALUACION DE ZINC EN TEJIDO NO LINFOIDE.

Con 8l chjcto de tener parizetros de 12 concentracién de zinc
en tejide no linfoide, se determiné la concentracién de zinc en
higado, el cual es un resexrverio del elemento traza en el
organisme, y en suero de los ratones.

Se encontrd qué, en el animal desgastado, la concentracidén de
zinc en higado es mayor a la encontrada en el ratdén normal, con

ia a r al paso de los dias post-tratamiento.En el

animal desgastado, suplezsentade con zinc, la concentracién de zine
en el higado disminuye aunque mantiene la tendencia a aumentar al
paso del periodo de post-tratamiento.
Graficas No. 8 y 9.

Por otro lado, las deterainaciones de zinc en suerc no

mostraron alqun dato significative acerca de posibles cambios en
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niveles sérices de zinc a lo large del experimento, en los

diferentes grupos trabajades.

NOTA: Los resultados expresados en las graficas se encuentran en

el capitulo 11 (Tablas), asi como su media y desviacidén estandar.
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GRAFICA No.1

reacciones DTH
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GRAFICA No.2

zinc en timo
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GRAFICA No.3
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GRAFICA No4
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GRAFICA No.5

reacciones DTH

“ &%\ o
|

S

dias postratamiento

12771

10
8
6
i
af-
2
0

"0} X sosew||iw

! : sanos

S desg + 2n

| =5 desg
i

57



GRAFICA No.6

Zinc en timo
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GRAFICA No.7
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GRAFICA No.8

Zinc en higado
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GRAFICA No.9
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3. DISCUSION DE RESULTADOS.

Ios resultados observados indican que las inyecciones IP de
estafilococos inactivados provocan en los ratones, alteraciones
fisicas e inmunclégicas evidentes, como es la pérdida de peso,
irritabilidad e, inmunoldgicamente, una depresién en la respuesta
celular evaluada mediante reacciones de hipersensibilidad tardia
durante las dos sermanas posteriores al tratamiento, exceptoc el

primer dia después de terminadas las inoculaciones, en el gque

observamos gque la intensidad de la r ta de hiper ibilidad
en los ratones desgastados es mayor a la de los ratones sanos
debida, probablezenta, a una sobre-estimulacién de st sistema
inmunitario ejercida por 1la continua aplicacion de productos

bacterianos en su organismo.

La pérdida de peso se atribuye principalmente a la franca
disminucién en el consumo de alimento, administrado ad libitum.
ocasionada por la anorexia que provoca el sindrome del desgaste

{11).
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La disminucidén en la ingesta del alimento 1lleva a una
desnutricidn en el ratdn, condicién que se agrava a lo largo del
pericdo de tratamiento. Algunos animales se debilitan tanto que,

inclusive fallecen.

Asi, el estado general de deterioro en los animales se debe a

los siguientes factores, principalrente:

1) La desnutricicn, de la cual se conoce su relacién directa con
el sistema inmunitario en el humano (18,42) y que se ha demostrado

proveca una inmunodeficiencia.

2) La liberacion de caquectina o Factor de Necrosis Tumoral (TNF)
FOr los zacrefagos peritonsales aestimulados con endotoxinas. Se
sabe que el TNF puede actuar como inductor o estimulante de la
inmunidad celular (10}, asi como depresor de las funciones de
linfocitos B. La liberacién prolongada de TNF de los macrdfagos
tanbién se considera responsable de las anormalidades
inmunolégicas encontradas en los ratones con el sindrome del

desgaste (10,15,43).

3) lLos puntos anteriores tienen como consecuencia la depresién de

la inmunocompetencia del animal y como resultado, la diseminacién

de bacterias les del intestino asi como infecciones por

parte de diversos microorganismos oportunistas, qué agravan el
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deterioro del animal (43,44).

Respecto a la depresidén de 1la hipersensibilidad tardia,

la podemos asociar a hechos demostrados como:

1.- Los estafilococos administrades IP, saturan a los macréfagos
peritoneales deprimiendo sus funciones como células presentadoras
de antigeno. Se ha demostrado que esto mismosucede cuando los

macrofagos fagocitan carbén o particulas de latex o silicdn (45).

2.- La dasnutricién proveca un=z inmuncdeficiencia azpliazanta
conocida (18,19). Por tanto, si el animal no se alimenta
adecuadamente, no recibe los nutrientes necesarios para llevar a

cabo una buena respuesta inmunitaria (17).

Si nos referimos a la desnutricidén, per se ,comc causa de la
innunodeficiencia, podemos hablar de la deficiencia en la dieta de
zinc como factor clave en la depresién de 1la respuesta
inmnunitaria celular.

Se han publicade muchos articulos en los que se ha demostrado
que el zinc es un elerentc clave para un buen funcionamiento del
sistema inmunitario, al interactuar directamente con los diversos
componentes necesarios para una respuesta competente como son:
horasonas timicas y enzimas.

1a mayoria de los trabajos se refieren a las consecuencias de
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una deficiencia de zinc (17,26,35,46), y todos coinciden en que
ésta,provoca depresion tanto en la respuesta humoral como en la
respuesta celular, asi como que la suplementacidn del elemento
traza favorece 1la normalizacién de =muchas de las funciones
inmunolégicas.

Se ha encontrado en multiples estudios que la deficiencia de
zinc afecta la respuesta inmunitaria desde la produccicén de 1las
células que intervien en ella, hasta 1la funcionalidad de las

mismas (18).

Hay trabajos que reportan que la daficiencia de zinc en
ratones se caracteriza por sintomas similares a los encontrados en
los animales desgastados con estafilococos, como: alopecia,
pérdida de peso, postura encorvada y un aumento en la tasa de
mortalidad (42). Esto nos lleva a pensar que quizas la deficiencia
de zinc, provocada por la ingesta insuficiente de alimento, se
combina con el tratamiento desgastante para agravar la condicidn

de los ratones.

Podemos observar la relacién directa entre el zinc y el
sistema inmunitaric en los resultados obtenidos al evaluar las
reacciones de hipersensibilidad tardia y determinar la
concentracion intratimica de zinc en los ratenes.

Los ratones desgastados presentam una depresion prolongada en

las reacciocnes de hipersensibilidad tardia, en el periodo
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post-tratamiento, m=mientras que los ratones sanos tienden a
aumentar progresivamente la respuesta contra el mismo antigeno, en
el mismo periodo (Grafica No. 1).

Por otro lado, al determinar la concentracién de zinc en el
tino de los animales, encontrakos que 1los ratones desgastados
presentan niveles elevados del elemento traza, respecto a los
ratones sanos, aunque la concentracisén del microelemento, en ambos
grupos, presenta una clara tendencia a disainuir a lo largo de las

dos semanas posteriores al tratamiento (Grafica No. 2).

Asi, tenemos una clara correlacién entre la concentracién de
zinc en timo y 1la intensidaqd de las reacciones de
hipersensibilidad tardia representada en las graficas No. 3 y

No.4.

En el grupo de animales desgastados suplementados con el
elemento traza, el deterioro fisico fué menor al de los animales
que no recibieron el suplemento. Estos animales mostraron menor
irritabjlidad y menor retraso en el crecimjento asi como, una
ingesta mayor del alimento administrado.

También encontramos, en el grupo de animales desgastados gque

recibhisron un suplazanto de zinc,un incremento en la respuesta de

hipersensibilidad, respecto al ratdn desgastado que no recibe el
suplemento, en las dos semanas posteriores al tratamiento (Grafica

No.5). En esta misma grafica se observa, al quinto dia de
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post-tratamiento, una marcada elevacién en la intensidad de la
hipersensibilidad que podemos atribuir a posibles errores en la
experimentacion o quizia a algun cambio metabdlico del zinc que se
lleva a cabo en el ratén al cumplir esa determinada edad.

En este mismo grupo de animales, observamos que los niveles
del elemento traza en timo elevados en los ratones desgastados,
disminuyen a lo largo de el periodo de post-tratamiento (Grafica
No. 6). Esto posiblemente esti relacionado con una alteracidén en

el metabolismo intratimice de =zinc durante el sindrome del

desgaste b'd a una posible r peracién p de la
suplementacién.

Los cambios observados en el animal desgastado, suplementado
con zinc, quiza se pueden explicar con base en que el animal, al
mismo tiempo que recibe un tratamiento desgastante, se le
administra un suplemento de un elermento inmunoesencial, ayudindole
a resistir tanto la inoculacidén de bacterias inactivadas, como su
efecto desgastante , por accion directa del zinc sobre el sistema
inmunitario, de manera que el animal puede protegerse de el ataque

de microorganismos oportunistas o bacterias les que

translocalizan a otros drganos. Se han publicado diversos trabajos
que muestran que ratones tratados con zinc antes, o durante, la
inoculacidén de endotoxinas por via IP, disminuyen su tasa de
mortalidad (47). Este trabajo seilala que este efecto se asocia a
una inhibicién de la absorcién de la endotoxina en la cavidad

peritoneal. Por lo que parece que los efectos benéficos del =zinc
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se deben, en primera instancia, a una inmovilizacién quimica de la
toxina mds que a efectos inmuncestimulantes.

Esta idea no es compartida por muchos otros autores que
sostienen gque el efecto benéfico del zinc se debe exclusivamente a
su caricter inmuncesencial. Pamela Fraker y ceol. (34) realizaron
un experimento en el que dividieron ratones en grupos a los que se
suministraron dietas con diferentes concentracicnes de zinc, sin
ser tratados con endotoxinas. Los resultados mostraron que los
ratones que recibieron mayor cantidad de zinc, tuvieron una

produccidn zayor de células formadoras de anticuerpos (CFA).

Por otro lado, hay autores que mencionan la posibilidad de
que este efecto benéfico del zinc, se debe mas bien a una
compensacién del mismo en el organismo, mias que un efecto
inmunoestinulante (36). De cualquier manera, una compensacién
significa niveles normales de zinc en el organismo para el
funcionamiento adecuado de 1lcs componenetes del sistema

innunitario.

Como parte de este trabajo, y formando parte del control del
experimento,administramos acetato de zinc a ratones sanos, para
observar la influencia del microelemento sobre su inmunidad

celular.

En éste grupo de animales ramos un to en la intensidaq

en las reaccicnes de hipersensibilidad tardia, comparado con los
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animales sanos que no recibieron el suplemento de zinc  (Grafica

No.7).

NOTA: Se emplearon los resultados del grupo de ratones sin
tratamiento como control del experimento indistintamente del grupo
que recibid inoculaciones de SSI, ya que arbos dieron resultados
similares tanto en las mediciones de hipersensibilidad tardia,

como en las determinaciones de las concentraciones de zinc.

Asi pues, tenemos dos grupos de animales sanos mantenidos en
las mismas condiciones: mismas cantidades de agua y comida:; por lo
qué, se supone gqgue no les hace falta ningun nutriente y, por
tanto, no hace falta compensar nada en el organismo. Pereo,
encontramos un aumento en la respuesta inmunitaria celular lo
cual, de alguna nanera, sugiere un efecto estimulante del elemento
traza sobre el sistema inmunitario. <Claro, que entre este
experimento y el antes nencionado,se emplean especies y
metodologias diferentes lo cual puede explicar, en cierto modo, la

diferencia de resultados.

Existen ademas, nultiples trabajos que demuestran diferentes
aspectos de la participacién del zinc sobre el sistema
inmunitario. Se sabe que el microelemento favorece la activacidn
policlonal de linfocitos jin vitre : en células B esplénicas

provoca blastogénesis, tan potente como "pokeweed” o derivados
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proteicos puriticados; también tiene efecto tipo adyuvante al
aumentar la respuesta proiiferativa a diversos mitédgenos como
concanavalina A o fitohemaglutinina, por 10 que es el unice
nutriente con efectos de activador policlonal y adyuvante; es
cofactor de multiples enzimas gque participan en la respuesta
inmunitaria, ademds de ser esencial para la actividad biolégica de

ciertas hormonas timicas, como la timulina.

Como conplemento a este trabajo, se analizd la concentracicn
del zinc en el higado. Los datos revelan un aumento en 1la
concentracién del =microelemento en el tejido hepdtico durante el
periodo de post-tratamiento asi como un cambio en los niveles del
zinc, despuds de la suplementacidn con el =miszo, indicands a3
posibilidad de una alteracion del metabolisno hepatico

durante el periodo desgastante. Grdficas No. 8 y No. 9.

También se analizo la concentracion de zinc en suero de los
diferentes grupos de ratones sin encontrar datos representativos;
ademds, se reporta en la literatura (31,48) gue la concentracidn
sérica de zinc no representa fielmente si existe ¢ ne una
deficiencia del nmismo en el organismo. £stos autores sugieren gque
la concentracidnde zinc en células como plaquetas, linfocitos y
granulocitos resulta un nejor indice de los niveles del elemento

traza en el organismo.
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9. CONCLUSIONES

Este trabajo experimental, como otras investigaciones
realizadas en el Departamento da Bioclogia de la Facultad de
Quimica, muestra que el modelo murino de desgaste inducido por
inoculaciones de estafilococos inactivados suspendidos en solucidn
salina isotdnica, da resultados satisfactorios para el estudio del
deterioro del sistema inmunitario. Esto es de gran utilidad pues
la enfermedad del desgaste deriva en manifestaciones clinicas que
se presentan en enfermedades inmunolégicas padecidas por 1los

humancs (SIDA, cancer, deshutricidn, etc.).

Los resultados obtenidos al aplicar un suplemento de zinc
simultdneo al tratanmiento desgastante, confirman la utilidad del

micronutriente como un elemento inmunomodulador.

Cabe mencionar que estos resultados son el principio de una
larga investigacién para establecer, a futuro, terapéuticas que
empleen el zinc como base. Para ello se cuenta en la actualidad
con nuevas y diversas técnicas, como la empleada en el presente
trabajo: espectrofotometria de absorcién atémica, que poco a poco

permitiran conocer aspectos metabdlicos del zinc en el organismo,
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y con ello establecer vias de administracisén, concentracién y
desis del microelemento, adecuadas a 1los diversos trastornos

innuologicos que puedan normalizarse con la aplicacidén de zinc.
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10. RESUKEN

El presente trabajo tiene como objetivo principal conocer los
efectos del  zinc sobre 1la insunidad celular de ratones
desgastados, con el fin de determinar su posible uso como agente
profilactico o terapéutico en enfermedades con caracteristicas

clinicas similares a las encontradas en el sindrome del desgaste.

1la primera partc dal experimento consiste en la induccidén del
desgaste en ratones de la cepa CDi, mediante inoculaciones de
Staphylococcus aureus inactivado, para posteriormente, evaluar la
inmunidad celular mediante reacciones de hipersensibilidad tardia.
Se analizan, también, los niveles intratimicos de zinc, mediante
andlisis de espectrofotometria de absorciodn atdmica, para observar
si hay alguna alteracién de aquéllos durante el periodo
desgastante.

En esta parte del trabajo encontramos que los ratones
inoculados con S. aureus presentan una depresidn prolongada en las
reacciones de hipersensibilidad tardia a la ovoalbumina, asi como

un aumento en los niveles de zinc en timo.

Al continuar el experimento otro grupoc de ratones recibe un
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suplemente de zinc al mismo tiempo que se aplica el tratamiento
desgastante, para observar el efecto del elemento traza sobre su
sistema inmunitario y determinar si hay carbios en los niveles
intratimicos de zinc.

Los resultados nuestran que la administracidén de zinc ejerce
un efecto estimulante pues la intensidad de las reacciones de
hipersensibilidad tardia aumenta a 1lo largo del periodo de
post-tratamiento en el animal desgastado que recibe el elemento
traza. Asi mismo, encontranos que los niveles de zinc en timo,
elevados en el ratén desgastado, disminuyen a lo largo de las dos

semanas posteriores al tratamiento.

Por otro lado, en ratones sanos, Que reciben el suplemento de
zinc, se observa el mnismo efecto, es decir, incremento en la
intensidad de las reacciones de hipersensibilidad tardia.

Estos resultados muestran que existe una correlacidén entre la
concentracién de zinc y la respuesta inmunitaria, siendo 1la

participacion del oligocelemento de caricter esencial.

Por lo tanto, se considera de suma importancia que sigan los
estudiocs sobre el zinc para conocer todos los aspectos del zinc, a
nivel inmunolégico, con el fin de poder emplearlo, a futuro, como
terapdutice on anfermedades con caracteristicas clinicas similares

a las que presenta el sindrome del desgaste.
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12. APENDICE

A) Preparacidn de la suspensidén de Staphylococcus aureus. Se
emplea la cepa ATCC 6538, la cual se propaga en nedio BHI, con
agitacién (400 rpm) a 37 a°c, durante 18 horas. Después se cosecha
el desarrollo bacterianoc y se lava con SSI estéril, para continuar
con la inactivacidén en autoclave a 15 lbs. durante 60 minutos, a
121 ®c. El siguiente paso es la recoleccién de las bacterias por
centrifugacidén y se hace el ajuste de 13 suspensicén a 5 x 10°
células/ml de SSI. El ajuste se hace por nefelometria, empleando

la curva estiandar segun McFarland (49).

B) Preparacidn de la Suspension de Staphylococcus aureus combinado
con Acetato de zinc. La suspension de bacterias se prepara como en
el punto anterior, a una concentracidén de 10 x 10” de manera que
al mezclarla con la solucion de acetate de zinc, de doble

concentracidn, se logre la concentracion adecuada.

C) Medicion de la hipersensibilidad tardia (50,51). Se inmuniza a
los ratones inoculindolos con 15 a1 de ovoalbumina (100 ug)
mezclade con adyuvante completo de Freund (15 ul), en el cojinete

plantar. Una semana después se toma la medida basal de el cojinete

8o



de la otra pata, expleando para ello un tornillo nicromeétrico,
para proceder a desafiar al animal mediante otra inoculacién del
=ismo antigeno, en la aisma dosis. Con el =ismo tornillo
micronétrico se mide la inflazacidén de el cojinete a las 24 y 48
horas de realizada la prueba, para determinar la intensidad de las

reacciocnes de hipersensibilidad en los ratones.

D) Fundamente de la espectrofotozetria de absorcion atdémica. Esta
técnica se refiere al estudio de la absorcion de energia radiante

T &toxos. Como proceso analitico, implica la conversion de
elementos a itczos y, posteriormente, la absorcién de energia por

éstos (52}.

consta de las siguientes partes:

~ Fuente de luz. Se eamplean lamparas de catodo hueco que eaiten la
luz cemo un haz, condicién requerida para poder ser absorbida por
los atomos, de la lengitud de onda especifica del elexento a
analizar (52).

~ Atoxmizador. Los atomizadores en general son Quesadores cuya
funcién es aspirar la =muestra y disociarla de idén o molécula a
dtomos, evaporando el disolvente (53).

Si el atomizador es de flama la =xnuestra debe ser ligquida. -
Modulador. Su funcién es, bisicamente, eliminar interferencias en
el haz de luz, debidas entre otros, a variaciones en la lanpara.

~ Moo

Tador. Este colecta la luz proveniente del atocaizador y

81



la dirige al detector, en forma de una socla linea del espectro
generado por el elemento analizadeo (53).

-~ Detector. Se usan fotomultiplicadores como detectores, los
cuales constan de una serie de electrodos qQue amplifican la luz
emitida, transformindola en sefales eléctricas.

Ia absorcién medida es la diferencia entre Io, la intensidad de la
luz emitida inicialmente, e I1, la intensidad de la luz después de
el paso a través de los Atomos del elesento analizado.

1a lectura refleja entonces la absorbancia, y por tanto, empleando

la Ley de Lambert-Beer, podemos la racién de dicho

ele=ento (53).
El analisis de 1las muestras de éste trabajo experimental se

realizé en un espectrofotdmetro de absorcicn atémica Perkin Elmer,

modelo 2380.
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