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1 INTRODUCCION - .

El gran interés por conocer el papel que desempeian los
elementos traza en los sistemas bioldgicos de los seres vivos se ha
visto incrementado en los (ltimo afios, debido a que se ha
encontrado que estos elementos resultan esenciales para su
desarrollo y funcionamiento; se ha encontrado que un exceso o una
disminucién en la ingesta de estos micronutrientes puede provocar
alteraciones que resuiltarian dafinas, estas consecuencias han sido
observadas tanto en seres humanos come en animales de
experimentacién.

Un elemento esencial puede definirse como aquel que resulta
necesario para mantener la vida de un organismo y cuya falta puede
ocasionar la muerte o un mal funcionamiento del mismo. Estos
elementos se encuentran en los seres vivos en pequefias
cantidades, por lo que son conocidos como elementos traza. Un
elemento traza -esencial, es aquel que se requiere en cantidades del
orden de miligramos 0 menores.

Entre los elementos traza esenciales podemos citar al:
manganeso, niquel, zinc, fierre, cobre, entre otros; los cuales
resultan importantes para el metabolismo de las células debido a
que funcionan prinéipalmente como cofactores de numercsas
enzimas.



El zinc en pan‘icular, juega un papel primordial en una gran
variedad de sistemas metabblicos. Es cofactor esencial de enzimas
relacionadas con la proliferacion celular como es el caso de ia DNA
y RNA polimerasas, asi como de enzimas que intervienen en la
sintesis y degradacion de metabolitos como Ia anhidrasa carbénica,
fosfatasa alcalina, deshidrogenasa alcohdlica, etc. Es un elemento
importante para la ontogenia y funcionamiento del sistema
inmunolégico e incluso puede actuar como inmunomodulador.

Ahora bien se ha encontrado que la adicién "in vitro” de este
micronutriente a cultivos de células esplénicas de animales y células
de sangre periférica en humanos incrementa la respuesta a
mitégenos. También se ha visto que este metal por si solo resulta
ser mitogénico.

Ofra consecuencia de la suplementacion "in vitro” es el
incremento en la respuesta primaria de anticuerpos encontrado en
los cultivos de células de animales seniles, asimismo los niveles de
Interleucina-1 (IL-1) y la actividad de la Interleucina-4 (IL-4) se ven
favorecidos con la presencia del metal. Se ha visto que estos efectos
inmunoestimulantes del zinc parecen ser independientes de la
produccion de Interleucina-2 (IL-2).



Es importante hacer notar que durante las diferentes etapas
del desarrollo como son la gestacion, la lactancia y el postdestete, se
presentan inmunodeficiencias fisioldgicas transitorias, en donde se
han observado niveles bajos de zinc, por o que se propone que este
elemento como inmunomodulador, podria reforzar el sistema
inmunolgico en estos periodos.

Existen ademds algunas controversias entre los datos
provenientes de estudios administrando zinc "in vivo"e "in vitro", por
lo que resulta de interés constatar el efecto de la administracién del
metal “in vitro" a células procedentes de animales suplementados "in
vivo" con el micronutriente.



2  ANTECEDENTES

La nuticién es un determinante criico en fa inmuno-
competencia y la susceptibilidad a infecciones, los nifios con
malnutricion protéico-energética presentan morbitidad y martalidad
aumentadas debido en gran parte a enfermedades infecciosas.
Estos cambios inmunologicos aunados a ofros faclores de
desventaja observados en sociedades poco privilegiadas, conducen
a mas infecciones las que a su vez provocan cambios fisiolégicos
que empeoran el sfatus nutricional (11).

Actualmente se considera que varios minerales y elementos
traza intervienen en las funciones bioldgicas de los seres vivos, las
cuales tienen cierto impacto sobre los mecanismos de defensa y el
sistema inmunoldgico del hospedero. Los elementos traza sirven
como constituyentes importantes de metaloenzimas, las que son
requeridas para el mantenimiento de la viabilidad y funcién celular e
incluyen aquelias que sirven para mantener los mecanismos de
resistencia del huésped. Los cationes divalentes como fierro, zinc,
magnesio y selenio, han recibido especial atencion debido a la
importancia que tienen sobre el sistema inmunolégico y otros
mecanismos de defensa (3,12).



Durante la ultima década el zinc y sus propiedades
inmunorreguladoras han sido objeto de un interés considerable,
alimentado por las observaciones concernientes acerca de la
influencia de la suplementacién con zinc sobre la ontogenia y funcién
del sistema inmunitario en animales de experimentacién y por los
numerosos reportes clinicos que sugieren una asociacion directa
entre las deficiencias marginales de zinc y la inmunocompetencia
deprimida en poblaciones de seres humanos.

Los primeros reportes acerca de los requerimientos de zinc en
los sistemas bioldgicos aparecieron hace mas de 100 afios cuando
Raulin reportd que el zinc es un metal indispensable para el
adecuado crecimiento del hongo Aspergillus niger. Los reportes
posteriores describen la presencia y el caracter esencial del zinc
fanto en bacterias y plantas, como en animales inferiores y
superiores. El elemento zinc, no sélo es un micronutriente esencial
para los sistemas metabélicos, sino que es fundamental para el
sistema inmunoldgico y otros mecanismos de defensa inespecificos
de los seres vivos (g).



2.1 Sitios de almacenamiento de zinc en el organismo

E! contenido total de zinc en el cuerpo de un adulto sano es de
aproximadamente 30 mg, de los cuales una gran cantidad se
almacena principaimente en musculo y meédula dsea, aunque en
esta itima el zinc no se encuentra disponible para ser mobilizado.
La concentracién de zinc en plasma varia de 10 a 24 pumolf,
mientras que en los eritrocitos esta concentracion es 10 veces mayor
que la del plasma; por su parte los leucocitos contienen 25 veces
mas cantidad de zinc que los eritrocitos. En el plasma este metal se
encuentra unido principalimente a la albdmina, una cantidad
remanente se une a la a2-macroglobulina y una pequefia cantidad
se encuentra unida a aminoacidos en forma de quelatos (,29).

2.2 Funcién biol6gica del zinc

El zinc es un bicelemento cuyas caracteristicas quimicas lo
hacen sumamente versétil para ser empleado en miltiples procesos
bioquimicos, por una gran cantidad de sistemas biolégicos. Se ha
descrito que este metal participa en la mayoria de los procesos de
sintesis y degradacién de gran cantidad de moléculas gracias a su
funcién como cofactor enziméatico y activador quimico. Aunque la
caracteristica del zinc de ser esencial para el crecimiento, desarrollo



y diferenciacién celutar ha sido establecida perfectamente, los
- mecanismos bioquimicos por los cuales este metal ejerce su efecto
aun se desconocen.

Este micronutriente forma parte de por lo menos 300
metaloenzimas, adem&s interviene en muchas reacciones
biogquimicas que realizan los finfocitos. En la replicacién cetular, el
Zinc juega un papel muy importante debido ha que se requieren
enzimas que contienen este metal para la sintesis de &cidos
nucléicos; como por ejemplo: DNA Y RNA polimerasas, transcriptasa
reversa y nucleésido fosforilasa. Asimismo se ha visto que la
administracién de este metal en bajas concentraciones incrementa la
- actividad de la enzima convertidora de angiotensina, encontrandose
que es una enzima dependiente de zinc ).

Actualmente se han descrito 12 enzimas cuya eétructura
cristalina es conocida y comresponden a estandares de referencia
para sitios del zinc estructurales y cataliticamente activos. En estas
enzimas el atomo de zinc estructural se coordina a 4 cisteinas;
mientras que los alomos de zine localizados en sitios cataliticamente
activos se encuentran unidos a 3 aminodcidos (histidina, acido
glutamico y &cido aspartico o cisteina) y una molécula de agua,
completa la esfera de coordinacion tetraédrica ().



Dado que la replicacién celular es clave para el funcionamiento
del sistema inmunolégico, la participacién del zinc en este evento es
primordial. Sin embargo el mecanismo por el cual el zinc influye en el .
sistema inmunol6gico no s6lo se limita a funciones enzimaticas sino
que resulta mas complejo.

E! zinc modifica y estabiliza las membranas celulares, ésto tal
vez se deba a que puede formar mercaptidos con los grupos tiol de
las proteinas o interactuando con grupos fosfato de los fosfolipidos y
con grupos carboxilo de los acidos sidlicos. Se ha visto que este
elemento puede inhibir algunas funciones inducidas por la
calmodulina, la cual interviene en procesos regulados por calcio.
Otros estudios sugieren que al igual que el calcio, el zinc participa en
la distribucién celular y en la activacién de las proteinas cinasas,
aunque a través de distintos mecanismos. La influencia del zinc
sobre estas enzimas se ha visto que afecta la expresion del receptor
para eritrocitos de ratéon (MER) presente en algunos linfocitos B
humanos @, 17).

Debido a que no todas las manifestaciones clinicas
ocasionadas por la falta de zinc pueden explicarse por la alteracién y
falta de una o la combinacién de varias enzimas, se ha propuesto
que deben exislir interacciones, probablemente entre el zinc y el
genoma, que expliquen las manifestaciones clinicas de la deficiencia
del metal.



Los efectos de la deficiencia de zinc sobre la sintesis de DNA y
RNA en varios tejidos indican una estrecha relacién entre el
elemento y el metabolismo de los acidos nucléicos, lo cual se ha
visto reforzado con la demostracién de que varios factores de
transcripcion (activadores del proceso de transcripcion), requieren
zinc como cofactor (10).

Para que un gen se active, requiere que las proteinas
conocidas como factores de transcripcidn interactien con un
segmento del gen llamado promotor, esta interaccién provoca el
inicio de la sintesis de proteinas, existen varios factores de
transcripcion entre los que se encuentran los denominados dedos de
zZinc (zinc finger). Los zinc finger forman parte de proteinas que
captan iones zinc, los cuales juegan un papel importante en la
determinacién estructural de éstas proteinas, para que puedan
ensamblarse perfectamente en un sitio especifico del gen promotor.
Por ejemplo se ha visto que la regulacién negativa de la expresion
del gen de la interleucina 2 (Il.-2) puede ser regulada por una
proteina con dedos de zinc (0).

Estos dedos de zinc son dominios constituidos por repeticiones
de 30 aminoacidos aproximadamente entre los que se encuentran 2
pares de histidinas y 2 de cisteinas invariables a las que se une el
metal, esto provoca que tales secuencias se plieguen alrededor del



atomo de zinc formando un complejo tetracoordinado con los pares
de cisteina e histidinas produciendo un pequefio dominio estructural
independiente y unos cuantos aminodcidos unen a los dominios
formando cadenas consecutivas. Estas asas interactuan con el DNA
en una secuencia de pares de bases especifica para que de inicio la

sintesis de una proteina. Debido a su forma tan caracteristica estas
estructuras han recibido el nombre de dedos de zinc, fig 1 ¢41).

Dedos de zinc

Aminodcidos.
Hidrofébicos

Cistefne “Histidina
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fig. 1 En la parte superior se muestra un diagrama de dos dedos de zinc,
cada uno centrado por un atomo de zinc unido a dos pares de cisteinas y dos
pares de histidinas, formando un arreglo tetraédrico. En la parte inferior se
muestra la secuencia de aminogcidos presentes en el factor de trancripcion
A de Xenopus laevis. Los aminodcidos alineados de esta forma permiten
visualizar las repeticiones de las subunidades mostrando los pares
conservados de histidinas y cisteinas (41).



2.3 Evaluacién del status de zinc

Existen diversas maneras de evaluar el estado nutricional de
zinc en una persona, entre los métodos que han sido utilizados se
encuentran: la medicién de la concentracion de zinc en pelo y orina,
la respuesta inmunoldgica mediada por anticuerpos, la agregacion
plaguetaria y la determinacion de la concentracién en suero y plasma
mediante espectrofotometria de absorcion atémica, siendo este
aitimo el mas comun. En donde pueden presentarse variaciones en
la concentracion del elemento que no dependen de la ingesta de
zine, sino de ofras razones como son: la variacién diumna, en donde
se pueden observar valores maximos aproximadamente a las 10
a.m. También ocumren variaciones después de la alimentacién
enconfrandose un incremento en la concentracion del micronutriente
en sangre; durante el embarazo se ha visto una disminucién en su
concentracidn sérica, observaciones similares se han encontrado
cuando se presentan ciertos padecimientos como: leucemia, falla
renal o una disminucién en la concentracion de alblimina (21).

Oftra manera de conocer el estado nutricional de zinc y que al
parecer resulta ser fa mas confiable, es mediante la determinacién
de la concentracion de metalotioneinas en eritrocitos debido a que
su expresion es menos sensible al estrés y la infeccion, comparada
con las metalotioneinas plasmaticas la cuales se ven afectadas por
la presencia de endotoxinas. La metalotioneina es una proteina que



capta lones zinc y se encuentra involucrada en varios aspectos
referentes al metabolismo y funcién de dicho metal; se ha visto que
la expresidn de los genes de metalotioneina se encuentra regulada
por este elemento (21,38).

2.4 Absorcibn de zinc

El consumo de zinc por una persona adulta sana, es alrededor
de 200 ymol/dia aunque existen variaciones que van desde 70-450
pmol/dfa, de estas cantidades aproximadamente el 30-40 % es
absorbido (la dosis 6ptima recomendada es de 15 mg/dia
equivalentes a 229.35 umol/dia (8,7,29)); dicha absorcidn dependera
de la fuente de zinc que se ingiera (14,27,29).

Por ejemplo el zinc proveniente de alimentos de origen animat
y marino es mejor absorbido que el de origen vegetal, ésto se debe a
que los fitatos que contienen los vegetales se une al zinc en el lumen
intestinal disminuyendo su absorcién; un efecto similar presentan las
fibras. La siguiente tabla muestra el efecto de los constituyentes
alimenticios sobre la absorcién del metal.



Factores que aurnentan la absorcion

Factores que reducen la absorcién

EDTA

alimentaci6n rica en proteinas
lisina, glicina, cisteina
histidina

lactosa

alimentacién baja en hierro

glutatidn

alimentacion rica en calcio
fibras, fitatos

alimentacién baja en proteinas
cobre

alimentacién rica en hierro

Tabla |, Efecto de los constituyentes alimenticios, agentes quelantes y

factores enddgenos sobre la absorcidn de zinc(14).

De acuerdo con diversos estudios realizados en animales, la

absorcion de zinc ocurre en el intestino delgado, siendo el principal
sitio de absorcién el yeyuno aunque parece ser que ésta depende
del tipo de alimento ingerido, ya que se ha encontrado que tanto el

duodeno como el ileon pueden absorber una cantidad considerable

del micronutriente; el estémago y el intestino grueso contribuyen
poco con la absorcidn del metal. La siguiente figura muestra los
sitios de absorcidn e intercambio de zinc (14,27,29).
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fig 2 Principales fuentes de zinc endbgeno y su distribucidn en el
organismo (14).

El zinc enddgeno que se encuentra en las secreciones
pancreéticas vy biliares asi como de las células intestinales es vertido
en el lumen del intestino delgado (I). De alli es absorbido e
incorporado al plasma para ser fransportado unido a la albdmina
hacia los diferentes organos (). Por ejemplo la médula ésea y el
musculo representan las principales fuentes de zinc. La probabilidad
de que el metal que se encuentra en fa médufa regrese al plasma se
presenta cuando ésta es movilizada para mantener la homeostasis
del calcio (lil) (14.27).



La asimilacién hepética del metal ocurre por medio de un
procesc dependiente de energia; una respuesta aguda a infecciones
o estrés provoca una reduccién de zinc en plasma como
consecuencia de su incorporacion por el higado y redistribucion
dentrc de los hepatacitos (IV). El zinc no se excreta en la orina en
cantidades apreciables excepto cuando existe una excrecion
excesiva de nitrégeno provocado por un aumento en el catabolismo
muscular (V) q4).

Asimilacién celular de zinc en el lumen intestinal

Al parecer el zinc es transportado a través de las células del
intestino delgade por un mecanismo de difusién mediado por
acarreadores, esto es unido a une o mas ligandos absorbibles; no se
conoce con exactitud la naturaleza quimica de estos ligandos y
puede ser que estos se encuentren sobre las microvellosidades de la
superficie de absorcion celular para favorecer su asimilacion. Las
* condiciones &cidas o neutras del estdmago y el intestino asi como la
digestion prolongada, afectan la interaccién del metal con otros
componentes alimenticios que influencian la absorcion.



Los ligandos no absarbibles limitan [a asimilacién del metal; en
ocasiones cuando la unioén con estos ligandos es muy fuerte, evita
que el elemento se transporte como ién libre o unido a otro ligando,
La siguiente figura muestra una representacién esquemdtica de
como se lleva acabo fa absorcién de metales traza por las células
del intestino(i4).
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fig 3. Representacidn esquemdtica de la célula de la mucosa intestinal
y los probables sitios de interaccién del cobre y zinc (14).

El zinc y el cobre endégenos y exogénos pueden ser
transportados a través de las microvellosidades de la superficie de
absorcion celular (A y B); pero puede ser que exista un sistema de
transporte comun o receptores sobre la superficie celular para estos
metales (C).




Una vez absorbidos por las células intestinales, estos metales
interactuan con el contenido intracelular, si la concentracion
intracelular de estos nutrientes es elevada ya sea como
consecuencia de la administracién parenteral o de niveles elevados
en los alimentos, el promotor del gen de metalotioneina es activado
provocando un aumento en la transcripcién del gen (generalmente'
este promotor es mas sensible a los niveles elevados de zinc que de
cobre).

Como consecuencia los RNAm de metalotioneina son
traducidos y se incrementan los niveles citoplasmicos de
polipéptidos de tioneina (lineas onduladas) ios cuales se unen a los
metales disponibles; parece ser que la afinidad de esta proteina es
mayor para el cobre, por lo que se une gran cantidad de este metal,
esto provoca que el cobre sea transportado a través de la membrana
celular hacia el plasma. Cuando los niveles intracelulares de
metalotioneina son elevados, Ia absorcién del zinc se ve disminuida;
el zinc y el cobre compiten por el fransporte a través de ia
membrana. En el esquema también puede observarse el flujo de
estos nutrientes a través de la capa serosa hacia la mucosa,
contribuyendo de esta manera a la secrecién enddgena de los
metales (14).



Transporte plasmdtico

Aproximadamente de 10-20 % del zinc corporal se encuentra
en el plasma y en las céluias sanguineas por ejemplo en los
eritrocitos, cuyo sitio de unién es la anhidrasa carbénica aunque
también puede encontrarse déndole estabilidad a la membrana del
mismo. Los leucocitos también contribuyen con la asimilacién de
elemento sin existir intercambio con el plasma como ocurre con ios
eritracitos (14). :

El plasma es un medio de transporte metabdlicamente activo,
debido a que numerosos factores influyen en el transporte de zinc a
fravés de él. El zinc se asocia con las proteinas plasmaticas
principalmente alblimina y debido a la gran capacidad que tiene para
unirse a este metal, puede evitar que exista tranferencia de zinc
hacia los tejidos. La cantidad de zinc que es transportada por el
plasma esta influenciada por la cantidad de zinc ingerido y el estado
fisiol6gico, ya que se ha encontrado que la presencia de endotoxinas
disminuye la cantidad de zinc que es transportada hacia los tejidos,
de igual forma se ha visto que la interleucina 1(IL-1) afecta la
concentracion del metal (14).



Influencia del estado fisiolégico sobre fa absorcién de zinc

El metabolismo del zinc se ve afectado por condiciones
fisiologicas del organismo tanto humano como animal entre las que
se encuentran: la edad, el embarazo y la lactancia 27).

a) Edad

De acuerdo con varios estudios realizados en modelos
murinos, la absorcién y retencidn de zinc son inversamente
proporcionales a la edad. La eficiencia en la absorcién de los
metales durante la fase de recién nacido generalmente es muy
grande comparada con otras etapas de desarrollo (27).

b) Embarazo y lactancia

Durante estos periodos los requerimientos de zinc, asi como
de otros minerales y nutrientes se ven incrementados como
consecuencia del desarrollo fetal y la produccién de leche. En el
embarazo el zinc también puede ser depositado en 'tejidos extra-
uterinos por ejemplo en el higado, ésto debido al pronunciado
anabolismo que existe durante esta etapa. Los trabajos realizados
demuestran que durante la Gltima etapa del embarazo, la capacidad
intestinal en ratas prefiadas para absorber zinc aumentan como
consecuencia del desarrollo exponencial del feto 7).




2.5 Excrecién de zinc

-La excrecién de zinc se ve afectada por la nutricién. La
eliminacién de zinc endégeno- por medio del tracto digestivo es de
significancia cuantitativa para lograr el balance entre la absorcion y
las necesidades metabdlicas del elemento.

Excrecién fecal

Las heces contienen una cantidad variable de zinc, el cual
deriva tanto de zinc endégeno como de fa fraccién no absorbida
proveniente de la dieta. La determinacién de la cantidad de Zn
endégeno del zinc fecal total bajo circunstancias nutricionales
normales, requiere de la utilizacion de marcadores radioactivos. En
este sentido, en un estudio realizado con 4 sujetos se determiné el
efecto de la administracion de cantidades crecientes de zinc (1, 3, 5,
10 mg de isétopos de zinc) sobre la absorcion del mismo. Se
encontré que cuando los isétopos se administraron en ayunas, la
absorcién se zinc se vi afectada cuando se excedieron los 5 mg; en
cambio cuando los suplementos se administraban con los alimentos
la mayor absorcién se presentd con la dosis de 1 mg @3). Estos
resultados sugiere que durante la absorcion del elemento existe una
competencia entre el zinc exdgeno y el enddgeno, este Uitimo es
secretado en el lumen del tracto gastrointestinal como consecuencia
de la alimentacién @3).
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Excrecibn urinaria

Tanto en humanos como en animales sanos la excrecién renal
de zinc permanece constante a pesar de las grandes fluctuaciones
en la ingesta del mismo.

La excrecion urinaria de zinc es de aproximadamente 5 a 10
umol/dfa, estas cantidades pueden ser menores si existe un estado
de deficiencia crénica de zinc o aumentar cuando las substancias a
las cuales se une el metal también son excretadas en la orina; como
es el caso de la excrecién de acidos grasos, aminoécidos, proteinas
de bajo peso molecular e incluso algunas drogas y agentes
quefantes. En este sentido se han hecho estudios en los cuales
personas con una dieta alta en proteinas excretan significativamente
mas cantidad de zin¢ que sujetos alimentados con dietas bajas en
proteinas, esta respuesta puede ser debida a que existe una
diferencia en la ingestion de histidina y cisteina, ya que también se
ha visto que estos aminoacidos administrados ya sea por via oral o
parenteral en dosis elevadas, incrementan la pérdida renal del metal
@n. '

Asimismo la administracién de agentes quelantes; los cuales
son eliminados a tavés del tracto urinario, como el EDTA pueden
incrementar substancialmente los niveles de zinc en orina. La
zincuria también puede presentarse como consecuencia de dafios
provocados a los tejidos y durante la inanicién @7).
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Excrecion y distribucién en leche

lL.a excrecion de zinc del cuerpo materno a través de las
glandulas mamarias, depende de la cantidad de leche secretada y
de la concentracién del elemento. Se ha visto que la deficiencia de
zinc durante la lactancia no afecta la produccién de leche ni la
composicién de sus nutrientes. Sin embargo la concentracién de zinc
varia dependiendo de la especie, |a etapa de lactancia y el status de
zinc, aparte de las variaciones individuales. Por ejemplo; 1a leche
humana contiene aproximadamente 1.5 ug de Zn/ml, en cambio la
leche de vaca contiene aproximadamente 3 veces mas cantidad del
micronutriente; esta cantidad disminuye graduaimente durante el
periodo de lactancia tanto en humanos como en animales (27). Se
han realizado estudios que demuestran que el calostro de todas las
especies estd altamente enriquecido con zinc, pero ésta
cancentracion disminuye rapidamente durante su transicion a leche
normal.

La nutricion afecta notoriamente la concentracion del elemento
en leche; ésto fue demostrado en un estudio en el cual se
alimentaron vacas con una dieta deficiente en zinc y se encontrd que
la concentracién de zinc que inicialmente era de 7 ppm disminuia a
2.3 ppm permaneciendo asi durante la fase de deplecién y que
retornaba a sus niveles normales cuando se les did una dieta
adecuada en zinc (27),
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La distribucién del zinc en leche también es muy variada
dependiendo de la especie, por ejemplo: en la leche de vaca, oveja,
cabra y rata, una gran cantidad de este metal se encuentra unido a
la caseina. En el humano, la leche contiene una menor cantidad de
caseina y el zinc se encuentra presente en el suero de la misma,
donde aproximédamente el 10% del zinc total se une a un complejo
de bajo peso molecular el cual ha sido identificado como citrato de
zinc, aungue también puede encontrarse unido a aminodcidos libres
@n.

2.6 Zinc y metalotionelnas

Las metalotioneinas son metaloproteinas que puede ser
inducidas por metales, hormonas, etc. Dependiendo de la especie
animal y el tejido del cuél se aisle, se les ha encontrado unidas a
diversos metales, particularmente cadmio, cobre, mercurio y zinc. La
caracterizacién de estas proteinas ha sido realizada a partir de
extractos de higado, de rifidn y de intestino.

Las caracteristicas mas sobresalientes de estas proteinas son
las siguientes.

- son cadenas polipeptidicas sencillas de 61 aminoacidos.
- tiene la capacidad de unir entre 5 y 7 g atomos/mol de metal,
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- 25-30 % de los residuos de aminoacidos son cisteinas; en Ia
proteina nativa no existen enlaces disulfuro y no presenta
aminoacidos aromaticos.

- presentan un grado significativo de polimorfismo.

-existen dos principales clases de metalotioneinas denominadas
metalotioneina | y Ii; las cuales difieren ligeramente en su
composicion de aminoacidos.

-su secuencia de DNA indica que existen mas de dos genes de
metalotioneinas, esto explica la existencia de las diferentes formas
(14).

Con base en estudios de resonancia magnética nuclear(RMN)
y estudios previos basados en la estructura primaria de estas
proteinas se encantré que los residuos de cisteina son los ligandos a
los que se une el metal, y al parecer se sugiere que cada ién se
encuentra unido en forma tetraédrica a los grupos tiol. Los estudios
de RMN sugieren que 7 atomos de zinc se unen a la molécula de
metalotioneina formando dos agrupamientos: uno de 4 atomos
(agrupamiento A) y otro de 3 dtomos (aérupamiento B).
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.ACRUPAMIENTO B AGRUP, Mﬂﬂ'ﬂ' oA

fig. 4 Agrupamientos metdlicos de zinc en la molécula de
metalotioneina.

BiosIntesis de metalotionelnas

La biosintesis de metalotionelnas es un proceso muy complgjo.
Existen varios factores tanto fisolégicos como condiciones
experimentales que inducen la sintesis de metalotioneina en higado.
Tabla II.

inductores fisiolégicos inductores experimentales
desarrolio glucocorticoides
zinc de los alimentos cadmio
infecciones tetracloruro de carbono
inanicién cobre
estrés diabetes
endotoxinas
Interleucina-1
zinc
Tabla (I. Factores fisiolégicos y condiciones experimentales que

provocan la sintesis de metalotioneina (14).
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Regulacién por metales

La metalotioneina puede ser inducida por algunos metales
pesados como: cadmio cobre y zinc. Esto se comprob6 en diversos
estudios en fos cuales la administracion de dichos metales a
animales de experimentacién provocd un aumento en el contenido
de metalotioneina hepética principaimente, proponiéndose que esta
induccién fué para proteger al organismo de dafio celular como
consecuencia de la administracion de! metal. También se encontré
que al administrar aminoacidos marcados a animales que habian
sido inyectados con metales pesados, éstos se encontraban
presentes en fa metalotioneina, lo cual indica que Ia sintesis de novo
de proteinas esta involucrada en tal induccion.

Regulacién alimenticia

Como se mencioné la administracion de cantidades
significativas de zinc por via parenteral o enteral permite ia induccion
de metalotioneinas en intestino, higado, rifién y otros tejidos.

Se ha encontrado también que cuando fa dieta se encuentra
suplementada con zinc, cobre u otro metal en cantidades elevadas,
provoca la induccién de metalotioneinas primeramente en higado e
intestino seguido por el aumento o redistribucién dei metal en ambos

" tejidos. Esta respuesta fisiolégica ha sido examinada de dos formas:
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1) Los cambios agudos en la concentracion de zinc en la dieta
provocan una alteracién en el zinc unido a metalotioneinas
hepéticas. En estudios realizados en ratas se encontré que los
niveles de metalotioneina son normalmente bajos, sin embargo
cuando se administré una dieta deficiente en zinc per un dfa, se
produjo una disminucién de los niveles de metalotioneina hasta
trazas; cuando se suplementdé a estos animales con una dieta
adecuada en zinc, incrementd los niveles de metalotioneina y si se
administraba nuevamente una dieta baja en zinc los niveles de la
proteina se reducian nuevamente.

2) Ahora, si se realiza una deplecién por varios dias, los niveles de
metalotionelnas se reducen, pero al suplementar a los animales por
un dia con diferentes concentraciones de zinc en la dieta, se
restituyen los niveles de metalotioneina proporcionalmente a la
suplementacion (14).

Estos resultados pueden interpretarse como.sigue:

a) La metalotioneina se sintetiza rapidamente para inhibir 1a accién
deleterea del zinc en exceso (destoxificacion).

b) La unidn del zinc a la metalotioneina es parte de una funcién
intracelular en la cual la protelna unida al metal, actia como un
intermediario o ligando coordinado para ajustar el flujo de zinc hacia
el contenido intracelular,
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Regulacion hommonal

Diversos estudios han demostrado que la expresion del gen de
metalotioneina puede ser inducida por hormonas (glucocorticaides),
se encontrd que estas provocan un aumento en los niveles de RNA
mensajero de metalotioneina. Asimismo, se ha visto que la
exposicién a varios tipos de estrés como son: frio, calor, ejercicio
extremo e inhalacion de CCly, producen la induccién  de
metalotioneina en higado y rifién; siguiendo con estos estudios se
determind que ésta inducién se debia a controles hormonales a nivei
celular, ésto fué comprobado al cultivar células de parénquima de
higado de rata en presencia de glucocorticoides, 10 que ocasiond un
aumento en la asimilacién de zinc y de la sintesis de metalotioneinas
y que estos resultados dependian de la dosis de glucocorticoides
utilizada (14).

Funciones de las metalotioneinas
Con base en los diversos estudios realizados se ha postulado

que las metalotionefnas pueden estar relacionadas principalmente
con al menos dos funciones en el metabolismo celular:
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1) La destoxificacion por metales pesados como cadmio,
mercurio, aluminio,etc. y 2) Una funcién de regulacién metabélicé, de
manera particular para el zinc. Los complejos de zinc-metalotioneina
pueden estar involucrados con la duplicacién, transcripcion, sintesis
protéica, degradacién y metabolismo energético. Su relacion puede
ser de manera directa via interaccibn con apoproteinas Yy
apoenzimas inactivas o indirecta por regulacién de la concentracion
de zinc libre en el interior de las células (14.9).

2.7 Zinc y embarazo

Resulta una evidencia considerable que el estado nutricional
materno durante el embarazo es un factor critico para el desarrolio
embrionario y fetal tanto en humanos como animales. Los estudios
realizados durante este periodo revelan que existen numerosas
alteraciones fisiolégicas las cuales repercuten en él. Los trastornos
encontrados han sido principalmente en el metabolismo de la
glucosa como (es caso de hiperglicemia, hiperinsulinemia y baja
respuesta a la insulina), disminucién en la concentracién de
albUimina, alteraciones hormonales y en el metabolismo del zinc.

Se ha visto que ratas alimentadas con una dieta deficiente en
zZinc y seres humanos ingiriendo una dieta marginal en zinc
presentan sintomas similares a los que muestran los sujetos
diabéticos.También se ha encontrado que conforme el embarazo va
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progresando, la concentraciéon de elemento en plasma disminuye
gradualmente, en cambio los niveles del mismo en eritrocitos se
incrementan, se piensa que esta reduccidn de los niveles de zinc
puede ser consecuencia de la disminucion de la concentracion de
aiblimina o de la baja afinidad del metal para unirse a la misma; esta
distribucién alterada de zinc también puede ser consecuencia de
regulaciones hormonales, ya que se ha encontrado que los
glucocorticoides y estrégenos alteran la distribucion del elemento en
tejido; los glucocorticoides incrementan la asimilacién hepética de
zinc mientras que los estrgenos aumentan su concentracién en
higado, eritrocitos, Utero y rifidn, ésto ccasiona que su concentracién
en plasma se vea disminuida «e).

Ademas la excrecién urinaria de zinc y glucosa durante el
embarazo revela que existe una gran pérdida al término del mismo,
ésto puede ser consecuencia de alteraciones en la reabsorcion
tubular renal @e).

Beach y cols. encontraron que la deficiencia de zinc combinada
con el embarazo provoca resultados catastréficos. En los estudios
que realizaron utilizando ratas alimentadas con una dieta deficiente
en zinc (5ppm) durante el periodo gestacional, esto provoco en las
madres una disminucién en la concentracién de micronutriente en
plasma, desarrolio inadecuado de las glandulas mamarias y
disminucion en su capacidad de tactacion; por lo que respecta a las
crias de la primera generacién (F) se observé una disminucién en la
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respuesta primaria de anticuerpos (células formadoras de -
anticuerpo, CFA) como consecuencia de la inoculacién con gidbulos
rojos de camnero (GRC), asi como niveles no detectables de
~ inmunoglobufina M (Ig M). Estas alteraciones persistieron durante la
segunda (Fo) y tercera (F3) generacion, aunque en menor grado,
apesar de la restitucién con una dieta adecuada en zinc (1,2).

Aungque las disfunciones inmunolégicas como consecuencia de
la deficiencia prenatal de zinc no han sido demostradas en humanos,
trabajos realizados con monos rhesus han mostrado que los
primates jovenes son muy sensibles a la modulacién por zinc en la
dieta. En estos estudios se investigh la influencia de dietas
marginales de zinc (4 pg de Zn/g) administradas durante el
embarazo y la lactancia. Se encontr6 que la cantidad de zinc
utilizada en la dieta, no provocd signos de deficiencia de zinc tanto
en las madres como en las crias. Sin embargo, ésta carencia del
nutriente produjo en ambos (madres e hijos) una reduccién
significativa en su inmunidad; disminucién de los niveles séricos de
inmunoglobulinas, baja respuesta a mitégenos y aiteracién en ia
funcién de neutrofilos (quimiotaxis y fagocitosis) (24).
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Por su parte Keen et al estudiando el efecto de una deficiencia
severa de zinc durante el desarrollo de primates a los que se
alimenté con dietas moderadamente deficientes (2 ng de Zn/g) y
marginales (4 ug de Zn/g) de zinc, encontraron que los animales
alimentados con una dieta moderadamente deficiente en zinc
durante en desarrollo presentan signos caracteristicos de deficiencia
del metal, por otro lado los animales alimentados con dietas
marginales en zinc Unicamente muestran signos sutiles. Sin
embargo, ambos grupos muestran una respuesta inmunoldgica
alterada (25).
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2.8 Deficiencia de zinc

Actualmente se considera que la deficiencia de un sélo
nutriente e incluso de un sélo elemento quimico en la dieta,
provocan alteraciones en la respuesta inmunitaria. En este sentido el
elemento que ha sido mas estudiado es el zinc. Estos efectos de
deficiencia o carencia de un sélo nutriente han sido probados
utilizando modelos murinos, encontrandose que las deficiencias de
zZinc tienen efectos adversos inmediatos.

Se han realizado trabajos en los que se ha comprobado que
los seres humanos presentan respuestas inmunolégicas
disminuidas, debido a ia ingesta de dietas deficientes en zinc, en
este sentido las respuestas mas afectadas son: la inmunidad celular,
la fagocitosis, el sistema del complemento y la producién de
anticuerpos. Estas alteraciones aunadas a otros factores, provocan
cambios fisiologicos en el estado nutricional tanto en animales como
en individuos.

La deficiencias de zinc generalmente se presentan aunadas a
la malnutricién protéico-energética. La hipozinquemia puede deberse
a un secuestro del metal llevado a cabo por los hepatocitos, células
de la médula y glandulas timicas, ésto como consecuencia de ciertos
padecimientos ya que se sabe que el elemento se encuentra
involucrado en reacciones de fase aguda durante las infecciones
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generalizadas, traumas o endotoxemia, encontrandose que la
concentracién de zinc en suero disminuye a la mitad de su valor
normal. Se ha visto que una de tantas funciones de la IL-1 es
estimular la expresién de genes de metalctioneinas 1 y 2 en los
tejidos antes mencionados, la rapida produccién intracelular de
metalotioneina permite el secuestro durante estas reacciones de
fase aguda. De la misma forma la pérdida de nitr6geno corporal que
- se presenta durante la reacciones febriles y traumatismos severos
también ocasiona la pérdida de zinc corporal (3).

La deficiencia de zinc puede ocumir como una deficiencia

" aislada como consecuencia de la baja ingestion det micronutriente o

por mala absorcion del mismo. Aunque la absorcién de zinc es un

proceso activo, ésta puede verse reducida en el caso del consumo

de fitatos y otras fibras las cuales captan iones zinc dentro del tracto
intestinal afectando de esta manera la absorcién del nutriente.

Zinc y sistema inmunitario
La deficiencia de zinc tiene marcado efecto sobre todos los
componentes del sistema inmunolégico éstos pueden ser

funcionalmente significativos ocasionando un aumento en Ia
suceptibilidad a infecciones por organismos oportunistas.
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El sistema inmunolégico consta de mecanismos innatos y
adquiridos para proteger al organismo de patégenos ambientales. La
funcién de los mecanismos innatos es independiente de la
exposicién previa del hospedero con el agente infectante, estos
mecanismos incluyen barreras mecanicas tales como la piel y las
mucosas y componentes celulares (macréfagos, neutréfilos y
fagocitos). La influencia de la deficiencia de zinc sobre estas
barreras inmunolégicas ha recibido poca atencién, las
consecuencias de la falta de zinc sobre estos mecanismos incluyen
lesiones en la piel, lesiones gastrointestinales que provocan cambios
degenerativos sobre los enterocitos y daflos a las microvellosidades
asi como alteraciones en la funcidn pulmonar (24).

Efecto sobre los tejidas y células linfoides

La deficiencia de zinc tiene un gran impacto sobre la anatomia
de los tejidos linfoides, dependiendo de la severidad y duracién de la
deficiencia se puede observar hipoplasia de timo, bazo, nédulos
linfaticos, placas de Peyer y otros tejidos linfoides intestinales estos
cambios pueden ir progresando y provocar atrofia. La involucion
timica involucra las d&reas corticales en primera instancia,
ocasionando que las poblaciones tanto de linfocitos T como B se
vean afectadas por la carencia del elemento, la deplecién celular de
los nédulos linfaticos involucra principalmente las dreas T
dependientes (3,20). )
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Se conoce gue una de las hormonas timicas, el factor timico
sérico (FTS), que participa en la maduracion y diferenciacién de los
linfocitos T, Unicamente se activa cuando se encuentra unido a iones
zinc, es decir en forma de timulina, la cual es un nonapéptido
producido por las células epiteliales, cuya actividad biolégica y
antigenicidad dependen de fa presencia del metal en la molécula (29).

La falta de zinc ocasiona alteraciones en el nimero de
linfocitos en animales de experimentacién. DePasquale-Jardieu y
Fraker (16) atribuyen la disminucién en el nimero de células T
cooperadoras, a un aumento en la concentracién de corticosterona
en plasma de 40 a 115 mg /dl en ratones deficientes en zinc.
Posteriormente se encontré que aproximadamente la mitad de la
cifra de linfocitos T, ocurre antes de que se vean incrementados los
valores de esteroides. Sin embargo, estudios subsecuentes indican
que los efectos provocados por [a falta de zinc son independientes
de los requerimientos de glucocorticoides.

En otros trabajos, se encontrd que la deficiencia de zinc
ocasioné en varias cepas de ratones alteraciones en la actividad de
las células NK (de sus siglas en inglés natural killer) algo similar
ocurrié en las células T citotoxicas, asi como una disminucién en el
ntmero de células Thy 1.2+ (3,20,44). Recientemente se demostro que
los animales alimentados con dietas marginales en zinc mostraron
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un cociente normal de células T/células B en el bazo, sin cambios
notables en las subpoblaciones de linfocitos que comprenden ambas
células, en cambio, cuando se provoca una deficiencia severa del
elemento se produjeron alteraciones en las subpoblaciones de
linfocitos T y disminucion relativa en el porcentaje de células B (26).

Efecto sobre la inmunidad humoral

Varios estudios coinciden en que la deficiencia de zinc provoca
alteraciones en el nimero de CFA como respuesta a la inoculacién
con GRC (9. También se ha visto que existe una severa
disminucién en los niveles séricos de 1gG en pacientes que
presentan deficiencia de zinc unida a malnutricién protéico-
energética. Se ha encontrado también que la faita de zinc provoca
alteraciones en la distribucién de inmunoglobulinas, encontrandose
disminucién en los niveles de IgM, IgG2 e IgA y un marcado
aumento en los niveles de 1gG1, en respuesta a la inoculacién con
GRC (3,44,20).

En un estudio realizado por Moulder (34) en el cual se utilizaron
ratones seleccionados genéticamente para producir anticuerpos de
alta o baja afinidad, al ser sometidos a un tratamiento deficiente en
zinc se encontrd que la deficiencia de zinc disminuye los niveles en
ratones productores de anticuerpos de baja afinidad, pero no su

37



afinidad por los antigenos T dependientes. En los animales
productores de anticuerpos de alta afinidad, no se afectaron los
niveles ni la afinidad de manera significativa para estos antigenos.
Por 1o que respecta a los antigenos T independientes, la afinidad y
los niveles de los anticuerpos tanto de alta como de baja afinidad no
se afectan por la falta de zinc. También se encontrd que el nGmero
de linfocitos B no se ve afectado por la carencia del elemento en
ambos grupos de animales.

Como se ha mencionado la respuesta secundaria a GRC se
reduce substancialmente cuando las inoculaciones se realizan
después de iniciada la deficiencia del elemento, sin embargo se
conoce poco acerca de los efectos que causa la falta de zinc sobre
la respuesta de memoria. En este sentido, DePasquale-Jardieu y
Fraker determinaron el efecto que produce la deficiencia de zinc
sobre la respuesta de memoria de ratones que fueron inoculados
con el antigeno antes de comenzar el periodo de deficiencia de zinc
y encontraron que la falta de elemento destruye una porcidn
substancial de las células de memoria, a pesar de que exista una
posterior suplementacion con el micronutriente (15).

38



Efecto sobre la inmunidad mediada por células

Los linfocitos de pacientes deficientes en zinc muestran una
marcada disminucién en la respuesta proliferativa a mitégenos y
antigenos la cual puede ser corregida al tratarlos con una terapia con
zinc. Se ha visto una disminucién en la respuesta proliferativa in vitro
a mitégenos, tanto de linfocitos Ty B obtenidos a partir de bazo, timo
y sangre periférica en modelos murinos deficientes en zinc,
comparados con los controles (3,20,44. Por ofro lado se estudid la
capacidad funcional de linfocitos residuales provenientes de ratones
deficientes en zinc y se encontré que estas células al ser
enfrentadas a mitdgenos mostraron una respuesta proliferativa
normal y generaron una cantidad adecuada de IL-2, asimismo su
respuesta humoral fué similar a la de los animales control
(suplementados con una dieta adecuada en zinc). Esto indica que
los linfocitos residuales de ratones deficientes en zinc son capaces
de ilevar a cabo varios procesos inmunoldgicos fundamentales (13).

Efecto sobre la hipersensibilidad tardia
Se han realizado estudios en los que se ha visto que Ia falta de
2inc provoca alteraciones en la respuesta de hipersensibilidad tardia

a diversos antigenos (20). Se encontré que la administracién de una
dieta conteniendo 0.6 mg de Zn/g durante 26 dias a ratones sanos
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ocasion6 que estos animales respondieran pobremente a la
sensibilizacién con dinitrofiuorobenceno; en cambio, cuando los
animales fueron tratados con una dieta adecuada en zinc, mostraron
una respuesta de hipersensibilidad similar a la de los controles (19).

Efecto sobre la funcién de células fagociticas

La falta de zinc ocasiona alteraciones en la quimiotaxis tanto
de monocitos como de neutréfilos. También estudios realizados
tanto in vivo como in vitro han demostrado la importancia que tiene
el zinc sobre la permeabilidad de la membrana y la actividad
fagocitica. Se encontrd que las cantidades elevadas de zinc inhiben
el flujo de iones a través de la membrana de macréfagos y
neutrofilos. Esto se asocio con la disminucién en el consumo de
oxigeno en neutrdfilos, asi como alteraciones en su capacidad
fagocitica y bactericida. Por otra parte, concentraciones bajas de zinc
en plasma restauran las alteraciones antes mencionadas ().

Patogénesis de la deficiencia de zinc

Existen varios factores que contribuyen a provocar un estado
de deficiencia de zinc entre éstos se encuentran:
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a) el incremento en la pérdida de zinc, Durante el catabolismo,
la excrecién de zinc se ve incrementada en relacién al grado de
catabolismo evaluado como la excrecion urinaria de nitrogéno y
creatinina. En estados severos de catobolismo la excrecion de zinc
es de 60-120 mol/dia, el cual deriva del rompimiento del musculo
esquelético rico en zinc. '

b) aumento en el requerimiento de zinc. Los pacientes mal-
nutridos necesitan restaurar su masa muscular ésto implica un
incremento de tejido y como consecuencia demanda de zinc.

¢) suplementacion inadecuada. Algunos suplementos
alimenticios como hidrolizados protéicos y soluciones de
aminoacidos, contienen bajas concentraciones de zinc, las cuaies no
son capaces de mantener la homeostasis del elemento, resultando
esto evidente por la disminucidn de la concentracién de zinc en

plasma (29). i

Se ha encontrado que los sintomas caracteristicos de la
deficiencia de zinc pueden aparecer entre 3 semanas y 7 meses,
éstos son: diarrea, dermatitis y alteraciones psicoldgicas. Los
cambios mentales que se presentan son; irritabilidad, apatia,
depresion y confusion. La dermatitis es la manifestacion mas comdn,
es el sintoma mas especifico lo que permite usarla como
diagnéstico.

4



Las lesiones que se observan en la piel son similares a las que
ocurren en la acrodermatitis enteropética (enfermedad hereditaria,
en la cual existe una deficiencia de zinc, se piensa que es provocada
por una mala absorcion del nutriente). La dermatitis es precedida por
prurito, provocando lesiones vesiculopustulares y eritematosas en la
cara y otras partes del cuerpo. Las biopsias de piel que se han
tomado muestran hiperqueratosis e infitracidn de células
polimorfonucleares.

Ademas puede presentarse una pronunciada pérdida de
cabello, posterior a la aparicion de la dermatitis, la cual puede
persistir e incluso progresar hasta la pérdida total a pesar de fa
suplementacién con zinc (29).

Diagnéstico-de la deficiencia de zinc

El sindrome de deficiencia de zinc puede estar acomparado
por una disminucién en los niveles de fosfatasa alcalina sérica,
aunque también pueden presentarse niveles normales; algo similar
ocurre con la concentracién sérica del elemento. La excrecién
urinaria del elemento disminuye considerablemente; por otro lado, la
determinacién de la concentracién de zinc en las células (leucocitos)
puede aprovecharse para el diagndstico (29).
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Terapia de la deficiencia de zinc

Los sintornas provocados por la falta de Zinc pueden ser
revertidos entre el segundo y tercer dia de terapia con una cantidad
adecuada de zinc; las lesiones ocasionadas en la piel por la carencia
del metal desaparecen en 10 dias aproximadamente. Por lo que
respecta a la pérdida de cabello, ésta es poco revertida y ocurre
mucho tiempo después de realizada la suplementacién. Las dosis
recomendadas para ser usadas en adultos son de 765 a 2100
mmolidia por via oral y de 75 a 300 mmol/dia por via intravenosa, en
nifios las dosis recomendadas son de 90 a 350 mmol/dia por via
oral. En personas con nutricién parenteral, siempre deben darse
suplementos de zinc. Una cantidad de 70 a 100 mmol/dia, resultan
suficientes a menos que se presenten grandes pérdidas a través del
tracto gastiointestinal (fistulas, succién gastrica, etc) o por medio de
la orina, como consecuencia de un catabolismo severo (29).
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2.9 Suplementacién con zinc

Las observaciones realizadas en los estados de deficiencia de
zinc han permitido optar por la administracién de suplementos de
este metal para prevenir la variedad de alteraciones ocasionadas por
su carencia. La administracién de dosis farmacolégicas de zinc
pueden resultar inmunoestimulatorias en el caso de una deficiencia
fundamental de zinc; pero también se ha visto que puede producirse
una disminucion en la concentracion sérica de lipoproteinas de alta
densidad (HDL), la cual se asocia con un aumento en el riesgo de

" enfermedades cardiovasculares. La suplementacién con zinc
provoca modificaciones en diversos indices biol6gicos tales como:
concentracion de zinc en suero, orina, pelo, gidbulos rojos,
leucocitos 0 enzimas y se ha encontrado que las variaciones en
-estos indices comrelacionan con efectos benéficos (:a).

Se ha visto que los procesos inflamatorios modifican el status
de zinc de manera diferente al observado en sujetos deficientes en
este micronutriente, en este caso en particular, se presenta una
distribucion de zinc caracterizada por una disminucién de su
concentracién en plasma y un aumento del mismo en células
mononucleares (CMN), orina y fluido sinovial, fo cual concuerda con
los indices inflamatorios.
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Por otro lado, en un estudio realizado en personas con
enfermedad reumatica, la suplementacién con zinc no provocé
ninglin efecto benéfico medible a través de los marcadores
seleccionados (status inflamatorio mediante la determinacién de
proteina C reactiva PCR y actividad de la enfermedad), sblo se
presentd un incremento no significativo en los niveles plasmaticos,
asimismo la concentracién de zinc en glébulos rojos y blancos no se
vié modificada (29).

Durante el envejecimiento existe una considerable pérdida de
la funcién inmunoldgica y del estado de zinc, asi como un
incremento en la morbilidad debido a las infecciones. Diversos
autores han comprobado la hipétesis de que la suplementacién con
zZinc puede restablecer las funciones inmunolégicas de pacientes
seniles 4). En este sentido se encontré que la administracién de
dosis moderadas de zinc ocasionaron un efecto favorable en el
status nutricional e inmunolégico de personas seniles que
presentaban deficiencia marginal de zinc, sin provocar alteraciones
en la relacién de lipidos LDL/HDL (lipoproteinas de baja densidad/
lipoproteinas de alta densidad) @).

Por otra parte Chandra (10), encontré que la suplementacién
durante un afio con cantidades fisioldgicas de zinc y otros
micronutrientes, a una poblacién aparentemente sana de individuos
seniles, mejora su inmunidad y disminuye el riesgo a infecciones en
este periodo. Por otra parte, los estudios reafizados por Bogden ()
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mostraron que la suplementacién con el micronutriente no provoca
ningtn efecto benéfico en la inmunidad de estas personas, esta
contradiccion de resultados tal vez sea debida a la edad de los
individuos, a su estado de salud asi como a la dosis y duracion del
tratamiento.

Se han realizado estudios de suplementacibn en nifios
provenientes de una region endémica para la ingestion subdptima de
micronutrientes, se encontr6 que la influencia de la administracién de
zinc y vitamina A sobre la respuesta a mitdgenos (concanavalina A y
toxoide teténico) no fue significativa; en cambio se obtuvo una
respuesta elevada en contra del PPD (derivado protéico purificado),
lo que sugiere que el incremento en la asimilacion de estos
micronutrientes puede resultar benéfico para estos nifios que viven
en regiones poco privilegiadas (28).

Lo anterior sugiere que cantidades moderadas de zinc pueden
ser utilizadas sin riesgo alguno, sin embargo 12 administracién de
cantidades elevadas por periodos prolongados, pueden provocar
alteraciones en el sistema inmunolégico de! organismo expuesto ().
De igual forma el suplemento utilizado puede mejorar o afectar la
respuesta inmunitaria; en este sentido se estudi6 el efecto de la
administracion de dietilditiocarbamato de zinc sobre la respuesta a
mitégenos de células T murinas y sus efectos inmunotéxicos, se
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encontré que este compuesto es capaz de inhibir la respuesta
proliferativa de células T y provocar citotoxicidad en las células
espiénicas, en contraste con los efectos que ocasiona la
administracién de dietilditiocarbamato de sodio, e! cual es un
inmunopotenciador ().
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2.10 Exceso de zinc

Por mucho tiempo ias investigaciones en nutricion sobre el zinc
se habian enfocado al papel esencial que desempefia en el
organismo. £n muchos estudios se examinan fas consecuencias que
provoca la falfa de zinc sobre el crecimiento, desarrollo, salud y
prevalencia de la deficiencia. La atencién ha sido poca hacia fas
propiedades téxicas del metal fuera de considerario come un riesgo
industrial por la inhalacién de de emanaciones tdxicas o como
consecuencia de contaminacidn grave de un medio localizado (18).

El zinc ha sido considerado como un suplemento no téxico,
particularmente cuando se ingiere por via oral; de hecho la mayor
parte de las revisiones indican que tanto los animales como los
seres humanos presentan una tolerancia considerable a la ingesta
de cantidades elevadas del elemento. Sin embargo se pueden
presentar algunos sintomas como: nauseas, vomito, letargia, fatiga
cuando se ingieren grandes cantidades del micronutriente; también
se ha visto que puede inducirse una deficiencia de cobre cuando se
ingiere 10 veces mas cantidad que fa dosis recomendada, -
provocando una funcién inmunolégica alterada, asi como efectos
adversos en la relacion LDU/HDL (1g).
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En seres humanos, el consumo de zinc en un rango de 100 a
300 mg es comiin y se utiliza para tratar algunos padecimientos, sin
embargo la administracion de estas cantidades por periodos
prolongados ocasiona graves alteraciones en el organismo,
principaimente en el sistema inmunolégico y en el perfil de lipidos de
la sangre, las cuales se vuelven reversibles cuando cesa el
tratamiento con este micronutiente.

En este sentido se encontré que cuando se sometieron once
voluntarios a un tratamiento con 300 mg de Zn/dia, durante seis
semanas, presentaban marcada depresion de algunos indicadores
de la respuesta inmunitaria (indice de proliferaciéon de linfocitos,
migracién quimiotactica e ingestion bacteriana). En estos sujetos
también se observé un aumento en LDL y una disminucién en HDL,
los reportes sobre alteraciones en los perfiles de lipoproteinas estan
ligados en alguna forma con un desarreglo en el metabolismo del
cobre, como consecuencia de la suplementacién con zinc (18).

En otro estudio realizado por Chandra () se encontraron
resultados similares al administrar una dosis de 150 mg de zinc dos
veces al dia durante seis semanas, a adultos sanos; la evaluacién
realizada al inicio del tratamiento mostrd un ligero aumento en la
respuesta a mitdgenos, lo que refleja el potencial mitogénico del
metal, posteriormente ésta disminuyé al igual que la funcién de las
células polimorfonucleares; asimismo el perfil lipidico también se vié
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afectado. Lo anterior muestra las diversas consecuencias adversas
de la administracién de dosis farmacolégicas de zinc.

En diversos estudios tanto in vitro como in vivo se ha
observado, que el exceso de zinc es capaz de reducir los distintos
tipos de toxicidad mediada por células (T y NK) y también puede
afectar el desarrollo del sistema inmunitario. En modelos murinos la
exposicién a una ingesta excesiva de zinc (2000 ppm) durante los
pericdos que comprendieron la gestacion, 1a lactancia y el destete,
ocasiond una disminucién en el nimero de CFA, sin alterar el
porcentaje de células B ni la respuesta a mitégenos. El exceso de
zinc en estas etapas provocé ademas una deficiencia secundaria de
minerales, principalmente cobre, manifestandose en forma de
acromotriquia y disminucién en los niveles séricos de cobre y
hematotrito. Esto indica que el sistema inmunitario es especialmente
sensible al elemento durante la ontogénia @s).

Las cantidades elevadas de zinc (5000 ppm), en la dieta de
ratones provocan una reduccion signifiativa en la respuesta
citotdxica encontra de células tumorales. Al parecer en algunas
ocasiones el zinc en exceso tiende a acumularse en algunos tejidos,
segun se ha visto en estudio realizados en aves (30) y en estudios
previos realizados en nuestro laboratorio.
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2.11 Zine "in vitro"

Existen varias substancias conocidas como lectinas o
fitomitégenos, que tienen la capacidad de inducir la transformacion
blastoide y la mitosis en los linfocitos de forma similar a un antigeno,
entre las que se encuentran la fitohemaglutinina (PHA) y la
concanavalina A (Con A); asimismo, los extractos bacterianos como
el derivado protéico purificado (PPD) y filtrados estafilocdccicos
producen el mismo efecto. Sin embargo se ha encontrado que los
iones de zinc y de otros metales también pueden estimular la
sintesis de DNA en los cultivos de linfocitos tanto de animales como
humanos.

Los primeros trabajos acerca de la administracion in vitro de
zinc a cultivos celulares, fueron realizados por Rthl y Berger; ellos
trabajaron con linfocitos de sangre periférica de individuos sanos y
encentraron que el zinc per se, estimulaba e incrementaba [a sintesis
de Acidos nucléicos de los linfocitos, asi como la transformacién
blastoide; ésto fue posible utilizando pequefias concentraciones del
elemento (0.1mM). Estudiando el efecto de otros cationes divalentes
encontraron que el mercurio también estimula la sintesis de DNA en
los linfocitos; sin embargo, metales como calcio y magnesio no
provocan efecto alguno sobre dicha sintesis, mientras que
manganeso, cobalto, cadmio y cobre entre otros, producen un efecto
inhibidor. Estos investigadores encontraron que la sintesis de &cidos
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nucléicos y la transformacion blastoide se presenté enire el 2do y 3er
dia de cuitivo, obteniéndose una respuesta méxima al 6o dia. En
estos estudios también encontraron que !a cinética de [a sintesis de
DNA de los linfocitos estimulados con el metal, fue similar a la que
se presenta en una estimulacion antigénica, tanto en tiempo como
en magnitud de la respuesta (s).

La administracion in vitro de sales de zinc (ZnCiy
principalmente) a los cultivos de células humanas de sangre
periférica y de animales de experimentacién, puede modificar tanto
la respuesta inmunclégica celular como humoral. En este sentido,
Hart, encontré que la administracion de cloruro de zinc en un rango
muy estrecho de concentracion, resultd ser mitogénico para las
células de nédulo linfatico de hamster, sin embargo tuvo poco efecto
sobre esplenocitos y timocitos. La estimulacién méxima ocurrié con
la concentracién de 10-5 M; también encontré un incremento en la
estimulacion con lipopolisacaridos, pero con sulfato de dextran y
concanavalina A (Con A) no obtuvo respuesta significativa (22).

Se han realizado experimentos en los cuales la adicién de un
agente quelante como es el caso del EDTA en el cultivo celular,
ocasiona que la respuesta proliferativa de linfocitos T principalmente,
estimulados con PHA o Con A, se vea inhibida por el secuestro de
elementos divalentes, también se observo una disminucion en el
porcentaje de células viables; éste efecto resultd ser reversible
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cuando se adicioné zinc al cultivo; en este experimento no se
observo alteracion en la repuesta mitogénica de células B, lo cual
sugiere que este i6n es necesario para la actividad mitogénica de
células T (53).

Por ofra parte se ha visto que el zinc tiene un efecto en la
respuesta proliferativa de células esplénicas frente a mitdgenos
policlonales. Se encontré que la administracién de 104 M de ZnCl,
inhibe la proliferacién de linfocitos de ratones C57BL/6 (bajos
respondedores); en cambio concentraciones de 10-5 a 106 M, no
modificaron la respuesta proliferativa con dosis subdptimas de
mitdgeno; sin embargo incrementaron la sintesis de DNA en los
cultivos estimulados con grandes dosis de Con A y PHA, las cuales
son supraéptimas para estos animales e inhiben la proliferacién en
los cultivos de céluias esplénicas, de esta cepa. Por ofro lado se
encontré que la adicién de zinc a los cultivos celulares de ratones
 BALBfc (altos respondedores), no provocé alguna modificacion en su
respuesta a estos mitégenos @2).

En otros estudios se ha visto que los efectos inmuno-
potenciadores e inmunosupresores inducidos por los metales
pesados, ocasionan fendémenos inmunopatolégicos en numerosos
tejidos. En muchos casos la alteracién en la respuesta inmunolégica
esta relacionada con la toxicidad de los metales, por ejemplo: el
mercurio es causante de enfermedades renales, se ha visto que '
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algunas de las condiciones patolégicas de esta enfermedad son
debidas a complejos inmunes o autoanticuerpos; el mercurio, el
plomo, el cadmio, y el cobaltc han mostrado efectos inmuno-
supresores in vivo, sin embargo, se ha reportédo que estos metales
también incrementan la proliferacion de linfocitos in vitro. En este
sentido la capacidad del zinc, plomo y niquel principaimente, para
modular la respuesta inmunolégica ha sido amptiamente estudiada
(31,47).

En un estudio realizado por Lawrence (1), en relacién a los
efectos que producen los metales pesados sobre la respuesta
primaria de anticuerpos in vitro, se encontré6 que varios de los
metales ensayados tienen efectos inmunosupresores sobre la
produccion de anticuerpos, el metal que mostré un mayor efecto
inhibitorio fué el mercurio, los metales que presentaron un efecto
menor fueron estafio y zinc. Observdé que sélo las células
estimuladas con plomo y niquel mostraron un aumento en la
respuesta de CFAy en Ia proliferacién de linfocitos estimulados con
lipopolisacaridos (LPS) y 2 mercaptoetanol (2-ME).

Algunos metales son capaces de modular in vitro la
presentacién antigénica, ésto fue posible estudiarlo utilizando un
sistema para ovoalbumina; en el cual fueron probados numerosos
metales usando concentraciones de 0.01y 0.1 mM, las cuales fueron
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adicionadas al ensayo de cocultivo (que contenfa células
presentadoras de antigeno y la linea de células T mas ovoalbumina).
Los metales que presentaron efectos inhibitorios fueron de mayor a
menor: cadmio, cobre, plomo y zinc sobre la produccién de IL-2; por
otro lado metales como cobalto y cromo no mostraron ningiin efecto
mientras que el niquel incremento la produccién de IL-2 (5).

Por otro lado Warner 47.4849) estudié la capacidad de los
metales plomo, niquel y zinc para modular ia respuesta de linfocitos .
murinos in vitro y encontrd que los cultivos suplementados con 0.1
mM de plomo y niguel muestran aumento en el nimero de CFA,
mientras que a esa misma concentracién, el zinc tuvo efectos
inhibitorios sobre esta respuesta. Observé también que estos
metales (principalmente zinc) eran capaces de inducir la proliferacion
de linfocitos esplénicos, la cual se determiné por la incorporacién de
timidina tritiada y autorradiografia. Ademéas demostré que para
obtener una maxima respuesta proliferativa se requirio la presencia
de células T y de células la*. Al realizar el analisis fenotipico de la
superiicie celular de esplenocitos estimulados con la concentracion
6ptima del metal (0.1 mM) encontré aumento en el crecimiento y
longevidad de las células T; se vié también que el tipo de células que
prolifera en respuesta a la estimulacién con estos metales son las
células Thy-1.2+ principalmente, ya que también inducen la entrada
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al ciclo celular en células L3T4+ y Lyt-2+. La utilizacion de
anticuerpos monoclonales en contra de éstas y otras células, inhibio
la proliferacion inducida por los metales. Estos metales también son
capaces de inducir la produccion de IL-2.

Se ha visto que en los cultivos de linfocitos humanos de sangre
periférica estimulados unicamente con ZnClp, en una concentracién
final de 0.1 mM, este metal fue capaz de inducir per se la aparicién
de receptores para IL-2 (IL-2R) y receptores para transferrina (TrR)
en la superficie celular, cuando se realiz6 la incubacion con
anticuerpos monoclonales en contra del IL-2R, la incorporacién de
timidina tritiada fué inhibida. Por otrd lado, la adicién de IL-2 exégena
a los cultivos estimulados con zinc, no incrementé la incorporacién
de timidina. Cuando este metal se adicioné a los cultivos
estimulados con diferentes dosis de Con A la sintesis de DNA se vié
aumentada en un 50 % aproximadamente (33).

Es bien sabido qhe el envejecimiento, se acompafia de una
disminucién progresiva de las funciones inmunoldgicas. En el ratén
estos cambios se hacen evidentes entre los 10 y 12 meses de edad
siendo maximos a los 24 meses, aungue no en todos los individuos.
Las alteraciones que se presentan durante el envejecimiento afectan
la produccién de anticuerpos, tanto de antigenos T dependientes
como T independientes, la respuesta a mitdgenos y el desarrollo de
células T citotéxicas y NK.
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En este sentido se ha visto que la adicién de zinc a cultivos de
linfocitos procedentes de ratones seniles inmunodeprimidos restituye
la capacidad de estas células para generar una respuesta en contra
de GRC. Se encontré que este incremento provocado por el zinc
depende de la edad e involucra los estadios de activacion temprana
para la formacién de anticuerpos (s1).

Estudios posteriores ha mostrado que e! zinc produce un
maximo efecto cuando es adicionado a los cultivos en las primeras
24 horas; se encontré que los sobrenadantes de estos cultivos
contienen factores solubles no dializables, los cuales al ser
adicionados a los cultivos de células de animales seniles
ocasionaron un incremento en la produccién de anticuerpos. Los
ensayos realizados para diferentes factores solubles mostraron que
los niveles de IL-2 en los sobrenadantes de los cultivos
suplementados con zinc no se ven afectados. Sin embargo, los
niveles de IL-1 en estos sobrenadantes aumentaron en un 300%
comparados con los cultivos no suplementados con zinc. También
se vio que la adicién de ziric a cultivos de células de animales
seniles estimuladas con Con A, incrementd fa produccion de IL-4 en
estas célﬁlas (1.
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Se ha visto que la produccion y la respuesta a IL-2 por parte de
las células T, tanto de ratones jévenes como longevos es inhibida
por concentraciones de zinc que generalmente incrementan la
produccion de anticuerpos, lo que sugiere que los efectos
inmunorestauradores del zinc en los cultivos de linfocitos de
animales seniles son independientes de la IL-2 y que ta disminucién
en la produccién de anticuerpos por parte de estos ratones como
consecuencia de la edad, no esta relacionada con cambios en la
produccidn de IL-2. Por otra parte, la suplementacion de los cultivos
de células tanto de animales jovenes como longevos, con zinc,
provocd un aumento en los niveles de IL-1, asimismo la actividad de
la IL-4 también se favorece con la presencia del metal (s2).

En otros estudios se ha visto que la administracion de zinc a
cultivos de células humanas de sangre periferica estimula la
secrecién del factor de necrosis tumoral (TNF), asi como la
secrecion de {L-1p, sin embargo el zinc in vitro no tuvo efecto sobre
la liberacién de IL-6. En este mismo estudio, cuando al cuitivo celular
se adicionaron LPS, se encontrd que la liberacién de estas citocinas
también se estimulaba. Por lo que se propuso que el zinc juega un
pape! importante en la secrecién de citocinas por parte de leucocitos
humanes @2).
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3 OBJETIVOS

Investigar el efecto de la adicién de un inmunomodulador no
téxico como el zinc en el cultivo de linfocitos esplénicos de ratones en
diferentes etapas del desarrollo, a los que se les administra un
suplemento del metal en el agua de bebida durante los periodos de
gestacion, lactancia y posdestet_e(21 y 42 dias de edad)

Estudiar el efecto mitogénico del zinc sobre linfocitos esplénicos
de animales en diferentes etapas del desarrolio ontogénico tratados /in
vivo con el micronutriente.

Estudiar el efecto de la administracion del metal in vitro sobre
linfocitos estimulados con concanavalina A, provenientes de ratones
suplementados in vivo con el metal.

Determinar como se distribuye el elemento en el organismo como
consecuencia de la suplementacion,
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4  MATERIAL Y METODOS

Animales
Se utilizaron ratones de ia cepa BALB/cAnN que fueron

albergados en el bioterio de ia Facultad de Quimica, a los cuales se
les administré agua de bebida y alimento ad libitum.

Disefo experimental

Se realizaron las cruzas de los animales dividiéndolos en -

grupos, desde ese momento recibieron tratamiento con un
suplemento de zinc (acetato de zine, Mallinckrodt No. cat. 8740-03) en
dosis de 500 y 1000 ppm, administradas en el agua de bebida
durante las etapas de gestacion, lactancia y destete, en la secuencia
de [-500/500, I-1000/1000, 111-500/500/500 y IV-1000/1000/1000, con
sus respectivos controles (Tabla 1). Los animales permanecieron en
las mismas condiciones hasta el momento del experimento.



ZING "IN VIVO" EN PPM . ZINC "IN

- L vTRO" 104 M

GRUPO GESTACION LACTANCIA DESTETE
21 dias 21 dias 21 dias

i 500 500 e *

] 1000 1000 — +
control 0 . [] — +

m 500 500 500 +

v 1000 1000 1000 +
control 0 0 [} +

Tabla I. Grupos de animales y periodos durante los cuales
permanecieron en tratamiento. A los 21 y 42 dias de edad que corresponden
a los periodos de lactancia y destete respectivamente, se obtuvieron las
células esplénicas y se enfrentaron a 0.1 mM de zinc como mitégeno.

Ensayos de proliferacién celular

Cuando los animales cumplieron las edades correspondientes
se les extrajeron los bazos en condiciones estériles y se evalud la
respuesta inmunolégica celular.

Medio de cuitivo

Se utilizé medio RPMI 1640 (HyClone, No. cat B-0304-AX),
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Sigma, Chem, No. cat F-
2442), L-glutamina 200mM ( Microiab), aminoacidos no esenciales al
0.05% (Microlab), piruvato de sodio al 0.05% (Microlab), penicilina-
estreptomicina al 0.1% (HyClone, No. cat B-3001-D-P).
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" Efecto del zinc como mitégeno

Para estudiar el efecto del zinc como mitégeno y determinar la
concentracién éplima que provogue el maximo efecto, se realizé una
curva dosis-respuesta utilizando diversas concentraciones del metal.
Las concentraciones que se provaron fueron de 5x10-4 a 5x10-7 M. E!
cultivo se realizb en presencia de Z-mercaptoetanol (2-ME Merck art.
805740) en una concentracion de 5x10-5 M.

Las condiciones en las que se llevd a cabo el cultivo fueron las
siguientes: se extrajeron los bazos en condiciones de esterilidad y se
colocaron en 5 ml de solucion salina balanceada (BSS), se
perfundieron para obtener las células. Estas se lavaron 3 veces por
centrifugacién a 1500 rpm durante 10 minutos, se ajustaron a una
concentracién de 5x108 ceélulas/mt y se depositaron por
cuadruplicado en una microplaca de 96 pozos (Costar No. cat. 3596)
100 pl de la suspensién celular y 100 ul de medio de cuitivo
condimentado conteniendo 2-ME. Finalmente se adicionaron 10 0 20
ul de cada solucidn de zinc (anexo |). El cultive se incubd en una
atmésfera de 5% de COy y 37°C durante 120 h; 20 h antes de
finalizar el periodo de incubacion, las células fueron pulsadas con 1
uCi de timidina tritiada {Dupont NET-027) adicionada en un volumen
de 10 ulipozo.
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Las células se recuperaron con un cosechador de células (Nunc
inter med 8) sobre tiras de pape! de fibra de vidrio (Nunc N 1-73164)
que se colocaron en viales con liquido de centelleo; ésto para
determinar la cantidad de timidina incorporada al DNA mediante un
contador de centelleo (Beckman LS 6000 SE), los resultados se
reportan en cuentas por minuto (cpm).

Efecto mitégenico del zinc sobre las células de animales
tratados "in vivo™ con el micronutriente

A los 21 y 42 dias de edad se extrajeron los bazos de los
animales tratados "in vivo" con el metal y se obtuvieron las células
esplénicas, estas se ajustaron a una concentracién de 5x106, 100 pi
de la suspension celular fueron depositados por cuadruplicado en
una placa de 96 pozos, posteriormente se adicionaron 100 pl de
medic de cultivo conteniendo 2-ME (basales). Para evaluar el efecto
mitogénico del zinc sobre estas células se adicionaron 20 pl del
elemento en la concentracion 6ptima (estimuladas). Las células se
incubaron y cosecharon en las condiciones descritas en e! ensayo
anterior.
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Curva dosis-respuesta a concanavalina A

Para determinar la concentracion optima de concanavalina A
(Con A Sigma, Chem. No. cat c-7275) con la que se obtuvo la maxima
respuesta proliferativa, se realizé una curva dosis respuesta con 1.0,
2.5, 5.0, 7.5 y 10 ug/mi de mitégeno, las cuales se adicionaron en un
volumen de 100 pl a la suspensién de células esplénicas ajustadas a
una concentracién de 1x108 células/ml contenidas en el mismo
volumen (estimuladas), adernas de su basal (100 ul de la suspensién
celular y 100 pl de medic de cultivo); las muestras se trabajaron por
cuadruplicado en una microplaca de 96 pozos.

El ensayo se realizd en condiciones estandar de cultive para lo
cual, las células se incubaron en una atmdsfera de §% de COy ¥y
370 C durante 72 h; 20 h antes de finalizar el cultivo las células
fueron pulsadas con 1uCi de timidina tritiada adicionada en un
volumen de 10 ulipozo. La cosecha de las células v la lectura de los
resultados se realizé en condiciones estandar para los ensaycs de
proliferacion.

Efecto del zinc sobre la respuesta mitogénica a Con A
Para observar el efecto que produce el zinc administrado in
vitro sobre 'a respuesta de linfocitos esplénicos estimulados con el

mitégeno Con A, se realizd una curva utlizando diversas
concentraciones de zinc en un rango de 0.5x10-3 a 0.5x106 M.
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Se depositaron por pozo 100 pl de la suspension celular y se
estimularon con el mismo volumen de Con A en fa concentracion
6ptima y se adicionaron 10 o 20 pi de cada solucidn de zinc. El
cultivo se realizd en las mismas condiciones estandar para la curva
de Con A.

Ensayo de proliferacién celular de animales tratados con
zinc "in vivo” e "in vitro”

Los bazos se extrajeron en condiciones de esterilidad y
colocados en solucién salina balanceada (BSS) se petfundieron con
5§ mi de BSS para obtener las células. Estas se avaran 3 veces por
centrifugacion a 1500 rpm durante 10 minutos, se ajustaron a una
concentracién de 1x108 células/ml; 100 wi de la suspensién fueron
depositados por cuadruplicado en una microplaca de 96 pozos, en
seguida se adiciénaron 100 l de medio de cultivo (basales) o Con A
ajustada a la concentracion optima (estimulados). Para evaluar el
efecto del zinc "in vitro", tanto a las células basales como las
estimuladas se les adiciond 20 i de la solucion de zinc en la
concentracion dptima. Las células se incubaron y cosecharon en
candiciones estandar de culfivo,
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Determinacion de zinc en tejidos y plasma

Se determiné en cada grupo la concentracion de zinc en timo,
higado y plasma.

_ Cuando los ratones cumplferon las edades correspondientes
(21 y 42 dias de edad) se les practicé un sangrado del seno infra
orbital utilizando EDTA como anticoagulante para obtener ef plasma,
los plasmas de 4 animales se mezclaron y se almacenaron a -70°C
para analizarlos posteriormente. Estos animales se sacrificaron por
dislocacion cervical y se procedié a extirpar el timo y el higado.

El plasma y los drganos a peso seco se digirieron con una
mezcla de dcido/peréxido; las muestras se analizaron mediante
espectrofotometria de absorcién atémica para determinar Ia
concentracién de zinc

La digestion del timo se realizé con los érganos de 5 animales.

Mientras que el higado se digiri® como la mezcla de 0.1 g de
tejido/ratén, de 5 animales (anexo ).

Anélisis estadistico

Las medias se compararon con un andlisis de varianza
(ANOVA) de una ¢ dos vias.



5 RESULTADOS

Efecto mitogénico del zinc

Estudios previos han indicado que el zinc per se puede resultar
mitogénico cuando es adicionado a los cuitives tanto de linfocitos de
sangre periférica como de linfocitos esplénicos. Para comprobar este
efecto se realizé una curva utilizando diversas concentraciones del
elemento en un rango de 5x10-7 a 10-3 M de ZnCly en presencia de
2-ME (5x10-5 M) durante 120 h.

En la grafica No. 1 se muestran los promedios de 4
experimentos y en ella se puede observar que la respuesta
proliferativa méxima se presenta con la concentracién de 10-4 M (0.1
mM) de Zn. Por ofra parte observamos que concentraciones mayores
a 0.1 mM resultan toxicas para las células en tanto que con
concentraciones menores, el estimulo resulté similar a los controles
sin zinc ({basal). La concentracién 6ptima de zinc se utilizé en los
ensayos posteriores.

Se realiz6 el tratamiento estadistico (ANOVA de una via) de los

resultados obtenidos y se encontré6 que la concentracién éptima
presenta una p<0.05 respecto a las demas concentraciones.
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Efecto del zinc como mitdgeno sobre linfocitos esplénicos
procedentes de ratones suplementados in vivo con el metal

Una vez que se encontrd la concentracion 6ptima de zinc es
decir, que mostré el maximo efecto estimulador sobre los linfocitos
de animales sin tratamiento, se evalué en las mismas condiciones
de cultivo el efecto mitogénico del elemento en la concentracién 0.1
mM sobre linfocitos de ratones tratados in vivo con ! micronutriente.

En las graficas No. 2 y 3 se observa que el tratamiento in vivo
con el metal inhibi¢ la proliferacién debida a la accion del zinc como
mitégeno en linfocitos esplénicos tanto en los animales de 21 como
en los de 42 dias de edad. Este efecto resulté méas pronunciado en el
grupo IV tratado con 1000 ppm de Zn.

Se observa en el siguiente cuadro (Cuadro 1) que la proliferacion
basal a los 21 dias de edad, tanto de los animales control como de
los que se sometieron al tratamiento es muy similar, sin embargo
cuando los linfocitos son estimulados in vitro con zinc la respuesta
proliferativa de los animales que han sido tratados in vivo con el
micronutriente se ve alterada, este efecto fué més pronunciado en
los animales de 42 dias de edad sometidos por mas tiempo al
tratamiento, ya que el promedio de cpm de las células estimuladas
con e! elemento en el grupo IV (1000 ppm) es aproximadamente la
mitad de 1as cpm del grupo lll (500 ppm).
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Los resultados fueron analizados estadisticamente mediante
un ANOVA de dos vias encontrdndose que entre las respuestas
proliferativas de los controles de 21 y 42 dias de edad estimulados
con 0.1 mM de zinc y las de los animales tratados in vivo con el
metal existen diferencias significativas (p<0.05).

edad grupos cpm (basal) cpm (estimulados)
21d control 13368.79 +/-2019.4 69601.27 +-8020.0
21d I {500} 15369.84 +/-1g21.2 29003.0 +- 57624
21d 1l (1000} 15401.82 +-2240.9 22552.96 +-3626.8
42d control 17182.94 v 21329 73102.72 +- 161958
42d il (500) 9992.04 +-2048.8 16329.10 +- 19165
42d vV (1000} 9682.10 +/-1823.1 0984 33 +- 18486

Cuadro 1. Este cuadro muestra la profiferacién de linfocitos esplénicos
da ratones de 21 y 42 dias de edad tratados in vivo con el micronutriente y
estimulados con 0.1 mM de zinc como mitégeno. Los resultados se muestran
como las medias +/- fa desviacion estandar (s)
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Determinicién de la dosis 6ptima de Con A para inducir la
maxima estimulacién en linfocitos esplénicos

Con la finalidad de determinar la concentracién de Con A méas
adecuada para inducir la maxima proliferacién en los linfocitos
esplénicos, éstos se estimularon con distintas concentraciones del
mitégeno. Como se observa en la grafica No. 4, la maxima
estimulacion se produjo cuando las células se pusieron en presencia
de 2.5 pg/mi de la lectina. Dicha concentracion se mantuvo
constante durante los experimentos.

Esta concentracién 6ptima de concanavalina es e! promedio de
tres experimentos, los cuales fueron analizados mediante una
ANOVA de una via, encontrandose que fa dosis de 2.5 ug/ml presenta
una p<0.05 con respecto a la concentracién de 1.0 ug/ml.

Determinacion de la concentracién optima de zinc que
modifica la respuesta a Con A

Para valorar e! efecto que pudiera producir la suplementacion
con Zn de los cultivos estimulados con concanavalina A, se realiz6
una curva con diferentes concentraciones de zinc en presencia de
2.5 ug/mi de Con A. Se encontrd que el maximo efecto potenciador
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ocurre con la adicién de 5x10-5 M de ZnCly, mientras que con
concentraciones mayores a 104 M la respuesta proliferativa a
mitégenos se ve inhibida y las concentraciones menores a 10-4 M no
modifican la respuesta proliferativa (datos preliminares no mostrados en
grafica).

Resultados preliminares sobre el efecto de la adicién de
zinc a los cultivos de linfocitos estimulados ante Con A de
animales tratados in vivo con el metal

Se estudio el efecto que provocsd la administracién de 104 M
de ZnCl, sobre los cultivos de linfocitos esplénicos estimulados con
Con A de animales de 21 y 42 dias de edad tratados in vivo con el
metal. Se encontrd que a los 21 dias de edad la administracién de
zinc in vitro no modific la respuesta proliferativa inducida por el
mitégeno (datos no mostrados en grafica). Mientras que a los 42 dias de
edad, 'a administracién in vitro de 104 M (0.1 mM) de zinc parece
revertir los efectos inhibitorios provocados por el tratamiento in vivo
con 500 ppm de Zn (grupo lll) grafica No. 5. Respecto a los

- controles, la administracion de zinc in vitro no modificé su respuesta
proliferativa.
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Determinacién de la concentracién de zinc en plasma y
tejidos

Con objeto de conocer como se distribuye el elemento en los
animales tratados con zinc, se determind la concentracion de este
metal mediante espectrofotometria de absorcién atémica en tejidos
linfoides (timo) y no linfoides (higado) y plasma de ratones de 21y 42
dias de edad.

Se encontré que la concentracién de! elemento en el timo
permanece constante a los 21 dias y que los animales de 42 dias
tratados con 1000 ppm de zinc presentan una mayor acumulacion
del elemento. En la grafica No. 6 se muestra la concentracidn
intratimica de zinc en animales que recibieron un suplemento del
metal durante la gestacién, la lactancia y el postdestete.
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En el siguiente cuadro (Cuadro 1) se muestran los promedios de
la concentracion de zinc en timo a los 21 y a los 42 dias de edad.
Los resultados fueron analizados estadisticamente (ANOVA de dos vias),
encontrdndose que en lo que respecta a la edad y dosis no existen
diferencias significativas p>0.05.

edad grupos ppm de zinc en timo
21d control 16.94 +-1.19
21d i 12.49 +-28
21d ] 17.13 411,07
42d control 12.10 +-0.3
424d i 13.99 +-1.01
42d \Y 15.72 +-1.41

Cuadro Il. En este cuadro se muestran los grupos de animales
estudiados y la concentracién intratimica de zinc determinada mediante
espectrofotometria de absorcién atémica, los resultados se representan como

la media +/- 8.
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La gréfica No 7 representa los resultados de la concentracion
de zinc en higado de animales tanto de 21 como de 42 dias de edad.

Los animales que recibieron la suplementacién con zinc muestran un

incremento significativo en la concentracion del metal en este érgano
(p<0.05). En el cuadro Il se puede observar los grupos estudiados y
la concentracion de zinc en este érgano.

edad grupos ppm de zinc en higado
21d control 14.56 +-1.30
21d | 19.21 +1-257
21d I 25.46 +.2.56*
42d control 14.24 v-0.72
42d 1] 18.78 +- 209+
42 d \Y 26.81 +-018*

- Cuadro iil. En este cuadro se observa la concentracién de zinc en
higado, los resultados se muestran como la media +/- 8. Los resultados se
analizaron estadisticamente a través de ANOVA de dos vias encontrandose que
entre las dosis existen diferencias significativas p<0.05 *
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En lo que respecta a la concentracién de zinc en plasma, en la
grafica No. 8 se observa qué a los 21 dias de edad los niveles de
zinc en el plasma se incrementan directamente en relacién a la
suplementacién con el micronutriente. En el siguiente cuadro (cuadro
V) pueden observarse las medias de la concentracién de zinc en
plasma de los animales a 21 y 42 dias de edad.

edad grupos mg/L de zinc en plasma
21d control 1.77 w-0347°

21d 500 3.19 v.0425"

21d 1000 3.12 +-0.668°

42d control 2.74 +-0665

42d 500 2.31 «- 0530

42d 1000 2.95 +.0.385

Cuadro IV. En este cuadro se muestran las medias +/- s de la
concentracién de zinc en el plasma de los animales sometidos a la
suplementacion con zinc a 21 y 42 dias de edad con sus respectivos controles.
Al realizar el analisis estadistico se encontraron diferencias significativas en
fos animales de 21 dias con respecto a su control p<0.05 .*ANOVA de dos vias)
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En el cuadro V se observa que alos 21 y a los 42 dias de edad
los animales tratados con zinc presentan un incremento en el peso
del timo comparados con su control. Por lo que respecta a los
valores del indice timico de los animales de 42 dias tratados con Zn,
estos resultan similares a los indices de los ratones de 21 dias.
También se calculd la diferencia entre los indices de las dosis asi
como de los controles. Estos datos y los valores de los indices
parecen sugerir una tendencia a reducir la involucién timica en los
animales tratados con zinc.

edad tratamiente paeso timo | e indice timico] A del indice
{dosis) eng

o] 0.0521 0.5158

21 dias 500 0.0571 0.4939 0.1352

1000 0.0545 0.5532 0.0821

0 0.0705 0.3806 0.0930
42 dias 500 0.0766 04118
1000 0.0869 0.4602

Cuadro V. Se muestran el peso promedio del timo de los animales a los
21y a los 42 dias de edad, el » Indice timico (peso limo/peso corporal} y A, las
diferencias de los indices de las dosis { indice timico de 21 dias - indice timico
de<42 dias).
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Efecto mitogénico de diferentes
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Efecto del zinc como mitdgeno sobre
células de animales tratados
"in vivo” con el metal
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Efecto del zinc "in vitro” ante el
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6 DISCUSION . -

En este trabajo se evalud el efecto que ejerce la administracion
de dosis moderadas de zinc sobre la funcidn inmunolégica (inmunidad
celular), durante las etapas de gestacion, lactancia (21 dias de edad) y
destete (42 dias de edad). Se decidi6 evaluar estas etapas, debido a
que se han realizadv estudios en los que se observa gque durante el
embarazo y la lactancia existe una disminucién fisidlogica de los
niveles de zinc en las madres, ya que este metal y otros
micronutrientes se requieren principalmente para el desarrollo del
feto y en la secrecién de leche @27

También se ha visto que la ingestién de dietas marginales o
deficientes en zinc durante el embarazo produce resultados
catastréficos sobre las funciones del sistema inmunolégico de las
crias, estas alteraciones pueden persistir incluso hasta la tercera
generacion (1,2.2425). Por ofra parte, existen algunas controversias
entre los resultados obtenidos en experimentos al administrar el
metal in vivo e in vitro.

Con base en lo anterior se consideré que la administracién de
este metal durante etapas perinatales podria reforzar el sistema
inmunoldgico de las crias, por ésto se estudié el efecto de Ia
administracion del metal a cultivos de linfocitos esplénicos
procedentes de animales tratados in vive con el elemento.
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En los ensayos sobre los efectos mitogénicos del elemento
encontramos que efectivamente el zinc resulté ser mitogénico per
se, se observa que la dosis que produce la maxima estimulacién en
el cultivo, es lade 0.1 mM.

Los resultados obtenidos concuerdan con estudios previos de
otros investigadores en los cuales se ha visto que el zinc es capaz
de estimular la sintesis de DNA y RNA de linfocitos humanos de
sangre periférica () y células esplénicas murinas @7. En estos
estudios se encontro que el efecto mitogénico del metal depende de

_varios factores, entre los que se encuentran: el medio de cultivo
empleado, la presencia de grupos tiol exdgenos como el 2-ME, el
ntimero de células, asl como la presencia de células T y de células
la* @7. Sin embargo, no deben descartarse otros efectos como:
activacidén de enzimas, cambios en la membrana celular y en el flujo
de otros iones en el citoesqueleto que pueden moadificar Ia activacion
de las células respondedoras y/o la interaccién de las células en el
cultivo (32).

En un estudio realizado por Warner @7, se encontré que la
seleccion del medio de cultivo es un factor critico que determina la
actividad inmunomoduladora de los metales, debido a que los
diversos medios de cultivo varian en cuanto a la cantidad de sus
constituyentes (glutation, fosfatos, calcio, fierro, magnesio) con los cuales
el metal exdgeno puede interactuar.
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Los ensayos realizados por nosotros se prolongaron a 120 h
con lo que obtuvimos la maxima respuesta proliferativa similar a la
profiferacion inducida por antigenos solubles o en el cuitivo de
células alogénicas o autélogas 7). '

También se usé en los cultivos un agente reductor como el
2-mercaptoetano! el cual se considera que mantiene la viabilidad de
las células y aumenta Ia respuesta proliferativa in vitro a fravés de su
funcién al disminuir los enlaces disulfuro de fa superficie de los
linfocitos (38.37.

Por su parte el zinc es capaz de interactuar con los grupos
sulfhidrilo libres y puede actuar con grupos tioles en la membrana, al
parecer, ésto ocasiona alteraciones en la conformacién de las
moléculas membranales favoreciendo la activacion de las células
(47).

Otra condicién importante en los cultivos fué fa densidad
celular (5x105 células/pozo) siendo un factor critico en el estimulo
con metales debido a que se requiere que exista el contacto célula-
célula para inducir la proliferacion, regulada probablemente por la
interaccion (Iinfocitos-macréfaéos) (47.48).
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En los cultivos realizados para evaluar el efecto del zinc como
mitégeno sobre los linfocitos de ratones tratados in vivo con el metal,
encontramos que las células de los animales tratados in vivo, no
respondieron a la accién mitogénica del zinc ni a 21 ni a 42 dias de
edad.

Se observé que a los 21 dias de edad Ia proliferacién de las
células que no recibieron el estimulo del Zn como mitdgeno (basal),
tanto en los animales sometidos a la suplementacién in vivo con el
metal como en los animales control fué muy similar; sin embargo,
cuando los linfocitos se ponen en presencia del metal la respuesta
proliferativa de los animales tratados con zinc in vivo fué menor a la
de los controles. Este efecto fué mas pronunciado en los animales
de 42 dias de edad debido a que tanto la proliferacién de los basales
como la profiferacion de las células estimuladas con zinc de los
animales tratados /in vivo con el micronutriente se vié inhibida.

Lo anterior sugiere que el mecanismo’habitual del zinc como
mitégeno observado en animales sin tratamiento in vivo (controles),
no se pudo llevar a cabo en los animales tratados in vivo con el
micronutriente, quiza ésto se deba a que la suplementacion con el
metal por periodos prolongados (principalmente a 42 dias de edad)
provoque la inhibicion de enzimas relacionadas con la replicacidn
celular como consecuencia de un aumento en la concentracion
intracelular de zinc, por lo que las células de estos animales no son
capaces de responder al estimulo con el metal in vitro.
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En una investigacion preliminar realizada en este trabajo,
encontramos que el zinc 0.1 mM adicionado a los cultivos de
animales de 21 dias de edad tratados in vivo con un suplemento del
metal, no modificd la respuesta proliferativa inducida por la
concanavalina A. Esto lleva a pensar que este fenémeno quiza se
deba al tipo de cepa que se utiliz6: BALB/CAnN, la cual responde
favorablemente al estimulo ante Con A por lo que 1a adicion de zinc
in vitro no provoca ninguna modificacion en la respuesta.

Sin embargo, encontramos que a los 42 dias de edad la
respuesta proliferativa de los linfocitos de animales tratados in vivo
con el metal frente a mitgenos disminuye y la adicion de zinc in vitro
sobre estas células es capaz de revertir los efectos ocasionados por
la suplementacion in vivo de los animales con 500 ppm del
elemento; al parecer el exceso de zinc esta provocando que la
respuesta linfoproliferativa de estos animales sea similar a la que
presentan las cepas de ratones con baja respuesta proliferativa a
mitégenos (C57BL/6) (32. Ademas se ha visto que el zinc in vitro
modifica el nimero y movilidad de los receptores para mitdgenos,
por lo que este efecto puede contribuir a la modulacién de la
respuesta proliferativa en los cultivos suplementados con el metal.

Los animales tratados con 1000 ppm en ese periodo no
presentan ninguna modificacion al adicionar el elemento al cultivo,
Esto sugiere que la cantidad administrada in vivo ha sobrepasado
los limites toxicos de tolerancia de las células, por lo que estas no
son capaces de responder a la presencia del zinc en el cultivo.

ESTA TESIS WO DEBE
S8LIK BE LA BIBLIOTECA
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En los experimentos realizados en este trabajo, el zinc se
administré en el agua de bebida. El Zn exégeno es absorbido en el
intestino delgado por las células intestinales, éstas se encargaran de
incorporarlio al plasma, en donde ser& transportado y distribuido a
tejidos como el higado, la médula, el misculo, el pancreas,etc (14).

En diversos estudios realizados con animales sometidos a
dietas deficientes en zinc, se ha encontrado que una de las tantas
consecuencias que provoca la falta del metal es la disminucién en el
tamanio de los érganos linfoides: timo y bazo, que puede progresar
hasta producir atrofia de los mismos. Por otro lado se ha visto que
estas alteraciones pueden revertirse cuando a los animales se les
suplementa con una dieta adecuada en zinc (3.20).

En este trabajo al determinar la concentracion de zinc en los
tejidos de animales sometidos a la suplementacién con el metal,
encontramos que los animales tratados con 1000 ppm del elemento
muestran una mayor acumulacién del metal en los tejidos
analizados, tanto a los 21 como a los 42 dias de edad.



Se observa también que la concentracion de zinc en el timo de
los animales sometidos al tratamiento fué mayor al de los controles y
se encontré que la ganancia en peso de este érgano es mayor en los
animales que recibieron zinc, al obtener la relacién timo/peso
corporal (indice timico) vemos que a los 42 dias de edad el timo ha
comenzado a involucionar y que la involucién timica es méas
pronunciada en los controles que en los animales suplementados
con el metal, sugiriendo una tendencia a que la involucién de este
drgano se reduzca en los animales tratados.

No sabemos si éstos efectos resulten benéficos para los
animales sometidos al tratamiento, debido a que lo normal es que el
timo se reduzca en tamafio € involucione. Seria Gtil determinar la
cantidad de células T maduras asf como la relacién de células Ty B,
debido a que si existiera alguna alteracién en estos parametros, ésto
tal vez se esté reflejando en los efectos inhibitorios observados enla
proliferacién celular.
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En lo que respecta a la concentracién de zinc en higado,
encontramos que los resultados obtenidos tanto a los 21 dias como
a los 42 dias de edad concuerdan con reportes en fos cuales se ha
visto que Ja suplementacidn con zinc, provoca que este metal se
acumule en las células hépaticas. Esto, probablemente como
consecuencia de la induccion de la sintesis de metalotioneinas, las
que se producen en grandes cantidades en este érgano cuando
existen niveles elevados de este metal en plasma, para regular la
homeostasis del mismo y destoxificar al organismo de! exceso del
elemento (14).

En este sentido encontramos que los animales tratados con
1000 ppm de zinc presentan una concentracidn elevada del
elemento en este érgano en ambos periodos del desarrollo.

Al determinar la concentracion de zinc en plasma se encontré
que los animales de 21 dias de edad sometidos a la suplementacion
con el miconutriente, presentan niveles elevados de zinc
comparados a los controles, lo que concuerda con otros estudios en
los cuales se ha visto que la administracion de zinc provoca
modificaciones en la concentracién de zinc en plasma (5,7,23).
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Por otro lado encontramos que a los 42 dias de edad la
concentracion de zinc en el plasma de los animales sometidos al
tratamiento es similar a la de los controles. Esto lleva a pensar que
quiza ocurre una redistribucion del metal como consecuencia de la
administracion prolongada y de las dosis utilizadas, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos al determinar la
concentracion de zinc en higado y timo.
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Como corolario se deduce que:

En los ensayos de proliferacién celular, los animales de 21 y 42
dias de edad suplementados in vive con dosis moderadas del
micronutriente, presentan una baja respuesta linfoproliferativa
frente al Zn como mitégeno.

La respuesta proliferativa basal (que no recibe el estimulo del zinc in
vitro) de los animales tratados con zinc durante los periodos de
gestacién y lactancia, y destete fué menor a la que presentan los
controles.

E! tratamiento in vivo con dosis moderadas de zinc provoco
carnbios en el timo (variacién en el indice timico).

La administracién prolongada de zinc provocd la acumulacion del
elemento en tejidos (timo e higado).

La suplementacién con el metal durante las etapas de gestacién y
lactancia ocasiond un aumento en los niveles plasmaéticos de
zinc.
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Continuando con esta linea de investigacion resultaria
interesante determinar como se encuentra la concentracion de zinc
en el bazo de los animales sometidos a la suplementacion con el
metal, debido a que esta sesia una manera indirecta de conocer la
concentracién de zinc en las células circulantes (eritrocitos,
linfocitos, macréfagos) las cuales llegan a este 6rgano y ademas
contienen una gran cantidad de este metal (4.29).

Asimismo la determinacion de los niveles de interleucina-1,
interleucina-2 e interleucina-4 en estos animales, asi como la
expresién de sus receptores y la determinacién de la funcién y
actividad fagocitaria de los macréfagos, podria darnos la pauta para
poder avanzar en la comprension de los efectos que esta
provocando el tratamiento in vivo con dosis moderadas de zinc sobre
el cultivo de células procedentes de estos animales sometidas al
estimulo con el metal.
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Anexo
Preparacién de la solucién de zinc

Se prepard una solucion 1.0 M de cloruro de zinc (Merck No cat.
8816), la cual se esteriliz6 por filtracion (Millipore swinnex-25 y fiitro type
GS 0.22um); y se almacend a 4°C.

A partir de esta solucién se prepararon las soluciones que
fueron utililizadas en las curvas de zinc, para lo cual se tomaron
100! de 1a solucién concentrada y se diluyeron con 9.9 m! de medio
de cultivo de esta manera se abtuvé una solucién 10-2 M de cloruro
de zinc; de esta solucién se tomaron 10 0 20 ul y se adicionaron a
los pozos de la microplaca en donde se habjan colocado
previamente 100 pl de la suspencibn celular y 100 pl de medio de
cultiva de esta forma se obtuvieron las concentraciones 0.5x10-3 y
"1.0x10-3 M de zinc respectivamente.

Para obtener fas demas concentraciones de zinc se parti6 de la
solucion 10-2 M y se realizaron diluciones 1:10, 1:100,1:1000 con
medio de cultivo. De igual forma cuando se tomaron 10 ¢ 20p! de la
dilucibn 1:10 y se agregaron al cultivo se obtuvieron las
concentraciones 0,5x104 y 1.0x104 M respectivamente; as! se
continu6 sucesivamente hasta completar la curva.
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Anexo !}

Digestién de plasma y tejidos
Plasma

Se tomaron 0.5 mi de la mezcla de plasmas y se digirieron con
0.5 mi de &cido nitrico (Baker, No cat. 9601-62), posteriormente se
agregaron 2.0 mi de perdxido de hidrégeno ( Mallinckrodt No cat. 5240)
para aclarar la solucién y completar la digestion, por Ultimo las
muestras digeridas se aforaron a 6 mi con agua desﬁlada y se
dejaron reposar durante 24 h a temperatura ambiente, al término de
las cuales se filtraron y analizaron en el Laboratorio de Quimica
. Analitica de f{a Facultad de Quimica, para determinar la
concentracién de zinc mediante espectrofotometrfa de absorcién
atémica.

Tejidos

El timo e higado se extirparon, se determiné el peso de los
timos y se obtuvo el promedio de cada grupo. E! timo y bazo de §
animales y 0.1 g de higado/ratén (0.5 g ) se colocaron a peso seco
durante 24 h a temperatura de 100°C. Las muestras se digirieron en
fa misma forma en que fueron digeridos los plasmas para determinar
ia concentracion del zinc.

97



Espectrofotometria de absorcién atémica

Fuﬁdamento: Cuando se hace incidir un haz de luz de una
determinada Iongitud de onda sobre una flama que contiene una
nube de atomos al estado fundamental, estos absorberan Ia'energia,
por lo que la intensidad inicial de luz se ve disminuida en una
cantidad determinada por la concentracién de atomos en la llama;
posteriormente l1a luz es dirigida sobre un detector que mide la
intensidad de luz disminuida, la cantidad de luz absorbida se
determinara al comparar la intensidad inicial y la disminuida; este
proces¢ es conocido como absorcidn atémica

Mediante estas bases las muestras de tejidos y plasma fueron
analizadas y se determiné su concentracién de Zn interpolando los
resultados sobre una curva de zinc. Los resultados se reportan en
partes por millén.
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