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RESUMEN 

El descubrimiento de la deficiencia nutricional del zinc en la patogenia de diversas 

enfermedades como la anemia de células falciformes, trastornos renales y la 

acrodermatitis enteropática, dieron ímpetu al estudio de los mecanismos de 

cambio, inducidos por zinc en el metabolismo celular e inmunidad. El zinc es un 

cofactor para un gran número de enzimas que participan en la síntesis de DNA, 

como son la DNA polimerasa y la timidína-cinasa, las que a su vez, regulan las 

funciones celulares. (38, 67) 

La deficiencia de zínc provoca un estado de inmunodeficiencia grave en humanos 

y en animales. Los ratones con dietas bajas de zinc durante la gestación 

presentan después del nacimiento un estado de deficiencia inmunitaria, que se 

puede revertir cuando se les aplica una dieta suplementada con zinc. (11, 20) 

Este trabajo forma parte de un proyecto extenso acerca de los efectos del zinc 

sobre el sistema inmunológico durante las etapas perinatales, así como investigar 

el efecto que tiene el metal en la producción de citocinas, ya que en esta etapa del 

desarrollo se observa una disminución en la producción de las mismas. (12, 34, 57, 

61, 75) Se han realizado diversos estudios del efecto que tiene el zinc en las células 

del sistema inmunológico, como son los linfocitos, macrófagos, etc. (12, 26, 27, 49, 

80) El macrófago es susceptible a las concentraciones del zinc, afectando así una 

de sus principales funciones, la producción de citocinas. Entre las citocinas que se 

ven afectadas esta el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), que es uno de los 

mediadores esenciales en el crecimiento, diferenciación y función de diferentes 



células y tejidos. (33) Además, tiene diversas actividades que ejerce tanto "in vitro" 

como "in vivo", realizando un importante papel en la inmunidad celular como 

humoral. Las funciones benéficas del TNF-u incluyen un papel importante en la 

respuesta inmune hacia infecciones bacterianas fúngicas, virales y parásitosis, asi 

como la necrosis de tumores específicos. (35,69) 

Por lo anterior, el propósito de este trabajo fue evaluar el efecto del zinc sobre la 

prodUCCión de TNF-u en macrófagos pentoneales. Este estudio se realizó en un 

modelo murino, el cual se clasifico en dos grupos de experimentación, el grupo I 

que recibió un suplemento con zinc (500 mg/L) durante los penodos de gestación 

y lactancia y el grupo 11 que recibió el suplemento durante la gestación, la lactancia 

y el destete, ambos grupos con sus respectivos testigos. 

Los resultados obtenidos mostraron un incremento 'del 30 % en la prOducción del 

TNF-u en los ratones tratados con zinc, grupo I y un 20 % de elevación en los 

ratones del grupo 11. Estos datos sugieren que la suplementación con zinc en estas 

etapas afecta la producción de TNF-u, teniendo posiblemente un efecto positivo 

en el sistema inmunológico, ya que se ha observado que el sistema inmune en el 

recién nacido no esta totalmente desarrollado y es susceptible a infecciones 

bacterianas y virales. (57,61) 

En una situación de balance, el TNF-u se comporta como uno de los principales 

mediadores en la lucha frente a la inflamación y a microorganismos invasores. Sin 

embargo, el TNF-u puede tener efectos nocivos, ya que una excesiva producción 

del mismo causa serios trastornos en el huésped. (33, 35) Por ésto se sugiere que 

la suplementaci6n con zinc debe ser administrada cuidadosamente. 
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l. INTRODUCCION 

Desde hace años se sabe que la desnutrición es un factor crítico y determinante 

en la respuesta del sistema inmune, provocando que algunos individuos sean 

susceptibles a una variedad de enfermedades infecciosas. La disminución de la 

respuesta inmunológica provocada por la desnutrición hipoprotéica e hipocalórica, 

se ha demostrado en diversos modelos experimentales. (51) 

Actualmente se considera que la deficiencia de un solo nutrimento, o más aun, de 

un elemento traza, como es el caso del zinc, altera las funciones metabólicas y 

celulares que tienen una importante influencia sobre el sistema inmunológico. (22) 

El zinc es un elemento traza esencial para el sistema inmune, su acción puede ser 

particularmente importante en las etapas perinatales donde hay una disminución 

fisiológica de la concentración del elemento en circulación, en investigaciones con 

ratas con bajos niveles de zinc, durante el período de lactancia conducen a una 

disminución de la respuesta inmune y a un incremento en la susceptibilidad a 

infecciones. (15) La deficiencia en la concentración de zinc durante el embarazo 

está relacionada al riesgo de aborto espontáneo y al retardo en el crecimiento 

fetal, entre otras alteraciones. Las alteraciones inmunológicas que se presentan 

como resultado de una desnutrición intrauterina, específicamente debido a la 

carencia de zinc, causan persistentes estados de inmunodeficiencia en la progenie 

que pueden ser transferidos a subsecuentes generaciones. (11) 



El zinc influye en la función de las células fagociticas y linfocitos, las células del 

sistema inmune son sensibles a los niveles de zinc en circulación, una de ellas son 

los macrófagos que forman parte de la primera línea de defensa. El macrófago 

participa en las etapas inductoras de la respuesta inmunológica, como célula 

presentadora de antígeno, asi como en la fase efectora, eliminando células 

tumorales o participando en la respuesta inflamatoria. (e) 

Las funciones del macrófago son inhibidas en animales deficientes de zinc, las 

alteraciones presentes en el macrófago incluyen una disminución en los 

marcadores de superficie y en los receptores del complemento, así como en su 

capacidad de eliminar parásitos. Además, se ve afectada la producción de 

monocinas que regulan los mecanismos de inicio y control de la respuesta inmune. 

(31, 80) Entre las monocinas que se ven afectadas, esta el factor de necrosis 

tumoral alfa (TNF-a) que es uno de los mediadores esenciales en el crecimiento, 

diferenciación y función de diferentes células y tejidos. (33) Además tiene diversas 

actividades que ejerce tanto "in vitro' como "in vivo', realizando un importante 

papel en la inmunidad celular como humoral. (35) 

Por lo anterior, es importante explorar el impacto de la suplementación de zinc en 

el sistema inmune. El presente trabajo ha sido diseñado para estudiar el efecto de 

la suplementación con zinc en la producción de TNF-a, como uno de los 

indicadores de la función del macrófago, durante la gestación, la lactancia y el 

destete en ratones BALB/c. 
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11. ANTECEDENTES 

2.1 GENERALIDADES SOBRE EL ZINC 

Los minerales y oligoelementos al igual que las vitaminas son esenciales para la 

salud del individuo especialmente en las fases de crecimiento y durante la 

ancianidad. Son indispensables y deben estar presentes en concentraciones 

definidas, para que los procesos vitales se lleven a cabo en óptimas condiciones. 

(55) 

Los minerales constituyen el 0.01 % de la masa corporal y cabe destacar que 

también se les denomina elementos traza. Los elementos traza presentes en el 

cuerpo se expresan en mglkg de tejido; el cobre, cobalto, hierro, magnesio, 

molibdeno, selenio y el zinc son esenciales para el crecimiento y desarrollo, (55). 

Uno de los elementos traza a los que se han enfocado numerosas investigaciones, 

es el zinc. El zinc es un importante elemento traza, para el desarrollo y 

mantenimiento del sistema inmune. Debido a la capacidad inmunomodulatoria, la 

suplementación farmacológica con zinc, se ha empleado para restaurar el daño en 

la función inmune. (38). 

Química v metabolismo del zinc 

El zinc es un bioelemento cuyas caracteristicas quimicas lo hacen sumamente 

versátil para ser empleado en múltiples procesos bioquimicos por una gran 

cantidad de sistemas biológicos. (20) 

Las caracteristicas químicas del zinc que permiten que tenga funciones útiles 

sobre los sistemas biológicos, son las propiedades estereoquímicas selectivas que 

tiene, no toma parte en reacciones de oxido reducción, interviene en los procesos 
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de catálisis ácido-base de muchas enzimas y las combinaciones del zinc con 

algunos aminoácidos como la histidina, el aspartato y la cisteína proporcionan 

sitios de coordinación abiertos al agua y los sustratos. (20) 

El metabolismo del zinc en mamíferos es dependiente de la carencia y de la alta 

selectividad en el transporte del zinc en la sangre, la existencia de 

matalotioneínas, una familia de proteínas intracelulares que transportan al zinc. 

(17) los diferentes tipos de células una porción del zinc intracelular existen en 

forma de complejo zinc-metalotioneína. La expresión del gen de metalotioneína es 

inducida por el zinc, glucocorticoides, glucagon, IL-1 y otras moléculas, la 

metalotioneína tiene un papel central en el control del metabolismo del zinc en el 

cuerpo, llevado a cabo en el hígado y el intestino. (20) 

Función biológica del zinc 

El zinc esta involucrado en una gran variedad de funciones del cuerpo humano, 

formando parte de muchos sistemas enzimáticos. El zinc es necesario para el 

óptimo funcionamiento de más de 200 enzimas. Numerosas metaloenzimas están 

involucradas en la síntesis de proteínas, en el catabolismo protéico y el 

metabolismo energético, así como en la síntesis de AON y ARN, donde el AON 

polimerasa, ARN polimerasa y la transcriptasa reversa, son enzimas que 

contienen como cofactor al zinc. (39. 64) El zinc también es necesario para un 

óptimo funcionamiento de diversas hormonas, entre ellas la hormona de 

crecimiento, donde se ha demostrado que el zinc aumenta la afinidad de unión en 

el dominio extracelular del receptor de prolactina. Se ha observado también, 
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mediante el estudio en animales que fueron privados de zinc en su dieta, estos 

presentaron niveles plasmáticos reducidos de hormonas como la insulina, la GH, 

las gonadotropinas y la testosterona, mientras que otras hormonas se encontraron 

incrementadas, como el cortisol y las catecolaminas. (21) Se conoce también que 

el zinc puede actuar como un agente antioxidante, protegiendo a las células del 

daño a causa de los radicales libres generados durante la activación del sistema 

inmune. Se ha observado "in vivo", que el zinc induce la síntesis de 

metalotioneinas, que tienen la propiedad de ser antioxidantes. Bajo condiciones "in 

vitro" el zinc interactúa con grupos sulfihidrilo de proteínas, inhibiendo su 

oxidacíón. (67) 

Distribución 

El zinc se encuentra en pequeñas cantidades, distribuido en diversos tejidos. Se 

estima que en el organismo de una persona adulta hay 2.2 g de zinc y los niños 

nacidos a término contiene 140 mg. Por peso corporal los neonatos y los adultos 

tienen cantidades bastante aproximadas, sin embargo la distribución es diferente. 

En los recién nacidos, el 25% del zinc esta en el hígado, mientras que en el adulto 

solo hay 2%; una gran proporción del zinc fetal esta en los huesos cerca del 40%, 

en tanto que en los adultos solo el 30%. Se piensa que el hígado del neonato sirve 

como organo de reserva del zinc. En los adultos la mayor parte del zinc, el 60% se 

localiza en los músculos y el 30% se encuentra en los huesos, por lo que no esta 

disponible para los procesos metabólicos. En condiciones de buena salud hay en 

el plasma, aproximadamente, entre 70 y 11 O ~gJdL. (72) 



Absorción 

El 'status" del zinc en el hombre es determinado generalmente por la cantidad y 

calidad de zinc en la dieta y la condición fisiológica del individuo. En la dieta, el 

zinc se encuentra en alimentos tanto de origen vegetal como de origen animal, 

entre los que destacan principalmente la carne de res, de cerdo; el pescado este 

último tiene un mayor contenido de zinc, los cereales, frijoles y nueces también y 

por último la leche y los huevos. (73) 

Aun cuando no se precisa el sitio donde ocurre selectivamente la absorción de 

este mineral, algunos informes indican que la mayor parte ocurre en la porción 

distal del intestino delgado, esto se comprueba con los siguientes resultados. Se 

absorbe en el intestino delgado, particularmente en el yeyuno (357+14 nM/min/40 

cm) comparado con el duodeno (230+33 nM/minl40CM) e íleon (84+10 

nMlminl40cm) esto se determinó por una técnica de perfusión intestinal realizada 

en humanos. (73) 

Los factores que influyen en la absorción gastrointestinal del zinc son los 

siguientes: 

Ugandos: el zinc puede unirse uno o más ligandos, algunos de los cuales podrían 

impedir y otros aumentar la absorción. 

Concentración del zinc: la absorción se incrementa durante la deficiencia de zinc y 

disminuye cuando se presenta un exceso de zinc. 

Transporte intracelular: el transporte de zinc es un mecanismo activo controlado 

por el metabolismo. 

(, 



Secreción endógena del zinc: una cantidad significativa de zinc se secreta dentro 

del lumen intestinal por medio de las células epiteliales, bilis y secreción 

pancreática. (4) 

Excreción 

A diferencia del hierro, el zinc no se almacena y se pierde fácilmente por el 

organismo. La mayor parte del zinc endogeno acontece por la vía digestiva, se 

estima que por esta vía se pierden diariamente de 4 a5 mg, sin embargo, el 20% 

de este es recuperado en la circulación enterohepatica. En la orina se eliminan 

entre 004 y 0.6 mg, en los tegumentos y en el sudor se pierde cerca de 1 mg, en 

cada eyaculación se pierden entre 0.6 y 1 mg. En la leche humana también se 

pierde zinc, esta contiene entre 1 y 2 ~g/mL. (72) 

La secreción de zinc endógeno se aumenta cuando la dieta protéica es de origen 

vegetal en comparación cuando la protefna tiene origen animal. Tanto en humanos 

como en animales sanos la excreción renal de zinc permanece constante a pesar 

de las grandes fluctuaciones en la ingesta del mismo. 

La homeostasis del zinc depende del balance entre la absorción y excreción. La 

excreción de zinc se observa disminuida tanto en humanos como animales que 

presentan deficiencia de zinc. En ratones deficientes en zinc la excreción de zinc 

tanto por heces, como en orina es demasiado baja. Por el contrario, en animales 

que reciben una suplementación con zinc, la secreción endógena de zinc es alta, 

lo que ayuda a mantener la homeostasis del zinc. (73) 
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Desórdenes en el metabolismo del zinc 

Existen desórdenes en el metabolismo del zinc, que derivan en: deficiencia de zinc 

o toxicidad por exceso de zinc. 

La deficiencia de zinc es un problema común y complejo. Fue identificado 

previamente en Irán y Egipto en 1961, observándose en varones que presentaban 

un desarrollo sexual defectuoso con desarrollo corporal disminuido. Prasad y 

colaboradores describirón el síndrome clínico en el cual la deficiencia de zinc, 

debida a una interferencia en la absorción del zinc en la dieta, presentaba como 

consecuencia retardo testicular, enanismo y una susceptibilidad hacia las 

infecciones. (28,47) 

Las características de la deficiencia de zinc son similares, no importa si son 

causadas por un desorden genético (acrodermatitis enteropática), una deficiencia 

primaria adquirida (dieta) o una deficiencia secundaria (condicionada). La 

deficiencia de zinc esta caracterizada por un daño en el crecimiento, cicatrización 

de heridas defectuoso, alteraciones en la repuesta inmune, particularmente en las 

funciones de las células T, así como un incremento en la susceptibilidad a 

infecciones y enfermedades gastrointestinales. (38) 

Existen diversos factores que promueven la deficiencia de zinc que se presentan 

resumidos en la Tabla 1 



Tabla 1 Factores relacionados con la deficiencia de zinc 

Dieta rica en fibras 

Embarazo 

Aumento de ¡ngesta de cobre 

Estrés 

Infecciones agudas y crónicas 

Uso de diuréticos 

Cirrosis 

Tomado de la referencia 4 

Edad (infancia, pubertad y ancianidad) 

Hospitalización 

Quemaduras 

Alcoholismo 

Parasitosis 

Enfermedades renales 

El zinc generalmente se considera un metal relativamente poco tóxico. Esta 

clasificación esta basada en varias características: el zinc es un metal esencial en 

varios procesos biológicos y más aun, se consume en la dieta para tener un buen 

estado de salud, es relativamente abundante en la naturaleza, la dosis 

recomendada diariamente es de 8 a 15 mg. No se conocen anormalidades 

genéticas, las cuales resultan de una excesiva acumulación en el cuerpo, como es 

el caso del cobre (enfermedad de Wilson) y el hierro (hemocromatosis). La 

administración de zinc con fines terapéuticos en el humano con la dosis 

recomendada diariamente (ROA) no produce patologías significativas. La 

administración de zinc en animales de experimentación con dosis 100 veces más 

que la ROA no producen patología. (73) 

Sin embargo, se ha encontrado evidencia, de que la deficiencia de cobre es 

secundaria al uso de la suplementación con zinc, en la administración por 

períodos prolongados. Este efecto interfiere con el metabolismo del hierro y 

posiblemente causa anemia, el cobre y el hierro son importantes en los eritrocitos. 



En un modelo murino (ratones BALB/c) se ha observado que la suplementación 

cen 1000 mg/L de zinc, durante la gestación, la lactancia y el destete tienen un 

efecto negativo en el valor del hematocrito. (52) 

Las consecuencias de ingerir cantidades entre 100 a 300 mg/día de zinc puede 

ayudar en el tratamiento de varios problemas, pero si el tratamiento es muy 

prolongado, es decir más de 6 meses se presentan alteraciones en la respuesta 

inmunológica, encentrándose una marcada disminución de algunos indicadores de 

la respuesta inmune cemo es el caso del índice de proliferación de los linfocitos, 

disminución de la migración quimiotáctica y la ingestión bacteriana. (25) 

De lo anterior se puede deducir, que la prescripción de suplementación con zinc, 

particularmente cuando la ingesta es por períodos prolongados da lugar a 

reacciones adversas (37), que se resumen en la siguiente Tabla 2. 

Tabla 2. Sintomas de toxicidad debida a una excesiva ¡ngesta de zinc 

Daño en la absorción del cobre 

Irritación intestinal 

Daño en la respuesta inmune 

Anemia 

Bajos niveles de LDH-colesterol 

Tomado de la referencia 37 
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2.2 El ZINC EN LAS ETAPAS PERINATALES 

Los efectos perjudiciales de la deficiencia de zinc sobre la concepción y desarrollo 

fetal en modelos animales se han estudiado ampliamente. La deficiencia de zinc 

transitoria y la continua en ratas, ratones, ganado doméstico y primates causan un 

amplio deterioro reproductivo. Los monos rhesus en gestación, alimentados con 

dietas que contienen 4 mg/kg de zinc desarrollan características de deficiencia de 

zinc. Ellas tienen un incremento en el indice de abortos, nacimientos de crías 

muertas y alumbramientos anormales, particularmente los machos tienen una 

reducción del zinc plasmático. (4) 

La deficiencia de zinc durante el desarrollo prenatal puede tener efectos profundos 

sobre la ontogenia del sistema inmune. Las alteraciones en el desarrollo de la 

respuesta inmune son inducidas utilizando dietas que son deficientes 

marginal mente del elemento, es decir, menores de 5 I>g Zn/g. (44) 

Para ilustrar los efectos dramáticos de una deficiencia de zinc marginal sobre la 

ontogenia del sistema inmune en el ratón se considera una serie de estudios 

llevados a cabo por Beach y colaboradores. Recientemente se han estudiado los 

diferentes grados de deficiencia de zinc, designada como marginal, moderada o 

severa sobre la base de la concentración de zinc plasmático y se ha demostrado 

que la deficiencia de zinc marginal y moderada durante 'Ia lactancia tiene una 

influencia sobre el crecimiento y desarrollo del ratón neonatal. (10,58) 

Los defectos en la respuesta inmune causada pcr la deficiencia de zinc prenatal 

son persistentes, la progenie de ratones hembras privadas de zinc en la etapa 
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prenatal, es decir en la generación F2 se hallaron bajos niveles de IgM y una 

disminución en la respuesta de PFC hacia SRBC. (11) 

En otros estudios realizados sobre la respuesta a anticuerpos indican que la 

administración de zinc durante la gestación y lactancia, así como 21 días después 

de este período produce un incremento significativo en la síntesis de IgM, son 

contradictorias ya que en otras investigaciones indican que existe una disminución 

en la síntesis de IgM, en animales tratados con un exceso de zinc. La diferencia 

en estos resultados podría deberse al hecho de que las dosis administradas son 

muy pequeñas y se administran desde el momento de la cruza. Las hembras son 

por lo tanto capaces de proporcionar zinc a sus crías durante la gestación y 

lactancia. (52) 

Varios estudios informan que durante la etapa perinatal la concentración 

plasmática del zinc disminuye a medida que progresa el embarazo, la explicación 

más plausible a este decremento es la hemodilución que, por la expansión del 

plasma, ocurre en estas mujeres. (72) Los requerimientos del zinc se incrementan 

durante el embarazo, la infancia y la pubertad. El zinc se requiere específicamente 

por el embrión y el feto; las lesiones asociadas con la deficiencia del elemento son 

causadas, por lo menos en parte, por el efecto directo sobre el embrión. (74) 

Existe una relación significativa entre el comportamiento neonatal y la ingesta 

materna de alimentos de origen animal durante el segundo y tercer trimestre de 

embarazo. Este tipo de hallazgo es el primero en demostrar un enlace entre el 

déficit de poco, severo a moderado en la ingesta de micronutriente durante el 
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embarazo así como en el neonato. Además la nutrición materna en la lactancia es 

claramente importante para pronosticar el mejor rendimiento de los infantes de 6 

meses de edad. (48) 

Para un desarrollo intrauterino saludable, el feto requiere adecuadas cantidades 

de elementos traza, el cual sólo se obtiene de la madre a través de la placenta. En 

el feto, los niveles de zinc se incrementan marcadamente durante el ultimo 

trimestre, especialmente en el hígado fetal, asociado con una elevación en los 

niveles de metalotioneina fetal. (54) Las razones para esta acumulación y los 

mecanismos involucrados permanecen confusas. Una explicación puede ser que 

el almacén prenatal del zinc sea utilizado después del nacimiento para el 

crecimiento y desarrollo, incluyendo la maduración del sistema inmune. 



2.3 lA SUPlEMENTACIÓN CON ZINC 

Varios estudios han demostrado los beneficios de la suplementación con zinc en 

enfermedades infecciosas, que adquieren diversas poblaciones humanas. 

Demostrando que el zinc reduce la incidencia y duración de los episodios de 

diarrea aguda o crónica, aproximadamente del 25 al 30% y también reduce la 

incidencia de infecciones respiratorias agudas cerca del 45%. (68) 

En un estudio realizado por Rosado y colaboradores se observa que la 

suplementación con zinc durante 12 meses disminuye significativamente la 

morbilidad causada por enfermedades gastrointestinales (diarrea y fiebre) en una 

población rural de niflos en edad preescolar, la suplementación con zinc mejora la 

inmunocompetencia presente en niflos desnutridos. (63) 

la suplementación con zinc también tiene efectos benéficos cuando es 

administrado durante una infección. El zinc en tabletas, ha mostrado disminuir la 

duración de un resfriado común. El uso del zinc para restaurar las funciones del 

sistema inmune ha sido exitoso, tanto en el caso de la malnutrición como en el 

síndrome de mala absorción (acrodermatitis enteropatica). En pacientes con 

anemia se presenta una disminución en el numero de linfocitos Tasi como en la 

relación de linfocitos CD4+y CD8", también una disminución de la actividad de las 

células NK, y la disminución de la producción de Il-2, la suplementación con zinc 

restaura los índices inmunológicos. (38.67) 



La suplementación con zinc restaura la hipersensibilidad tardía, en alcohólicos y 

estimula la inmunidad celular y humoral en humanos y ratones con 

hipogamaglobulinemia. Los pacientes infectados con el virus de inmunodeficiencia 

humana (VIH), presentan hipozincemia asociada con una alta incidencia de 

infecciones oportunistas. La suplementación oral con zinc en pacientes infectadas 

con VIH, conduce a un aumento en la cantidad de células CD4' y una disminución 

en la incidencia de infecciones bacterianas. (73) 

La terapia con zinc en grupos con bajos niveles de zinc, en el caso de mujeres 

embarazadas, se tiene resultados favorables, en los cuales se reduce la 

frecuencia de nacimientos prematuros, muerte perinatal etc. (41) Durante el 

embarazo y la lactancia es preciso considerara una parte adicional para cubrir la 

demanda del níño, tanto en la etapa prenatal como en la posnatal. Es así como se 

ha sugerido que durante el embarazo, 15 mg/d es una cantidad razonable para 

satisfacer esta eventualidad. (lZ) En las mujeres que lactan se recomienda que 

durante el primer semestre consuman una cantidad adicional de 7 mgld y en el 

segundo semestre 4 mgld. Tabla 3. 

Los requerimientos de zinc durante la lactancia son cuantitativamente más 

grandes que los necesarios durante el embarazo, especialmente durante las 

primeras semanas después del parto, lo que el periodo de lactancia posee una 

significativa importancia en la homeostasis del zinc materno, particularmente en 

poblaciones con una ingesta de zinc baja en la dieta. (16,48) 
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Tabla. 3 Recomendaciones dietética diarias de zinc 

Población 

Lactantes 

Niños 

Hombres 

Mujeres 

Embarazadas 

Lactantes 

Tomado de la referencia 72 

Edad (años) 

0.0-0.5 

0.5-1.0 

1-10 

11 a más 

11 a mas 

Zn (mg/d) 

5 

5 

10 

15 

15 

19 

16 

Los beneficios de la suplementación con zinc materna sobre los infantes, incluyen 

un aumento en la cantidad y calidad de la leche materna así como una 

optimización en el crecimiento y desarrollo del infante, mejorando también el 

sistema inmunológico del mismo. (51) 

Por último, las investigaciones previas en el Laboratorio de Inmunología del 

Departamento de Biología de la Facultad de Química, indican que la 

suplementación con zinc durante las etapas perinatales aumentan algunas 

funciones inmunológicas. La administración oral de zinc a ratones BALB/c en los 

períodos de gestación y lactancia produjo un incremento significativo en el 

metabolismo de los macrófagos peritoneales y en la fagocitosis; también se 

observó un aumento considerable de IgM. Respecto a los linfocitos T se encontró 

un efecto mitogénico del metal. Se pudo observar que la respuesta proliferativa 

máxima se presenta con la concentración de 0.1 mM de zinc, y dosis mayores 

resultan tóxicas para las células. 
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También se observó que el zinc inhibe la involución timica. Estos resultados 

revelan la importancia de este elemento traza en el estado inmune, sugiriendo la 

posibilidad de la regulación de algunas funciones inmunológicas a través del zinc. 

(50.52,53) 
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2.4 El ZINC Y EL SISTEMA INMUNOLÓGICO 

La desnutrición y la deficiencia de un nutrimento comprometen la respuesta 

inmune. Además, el efecto de inmunocompetencia asociado con la deficiencia 

nutricional puede contribuir al establecimiento de diversas enfermedades. (45) 

El zinc es un elemento traza esencial para el sistema inmune. Un daño en la 

respuesta inmune esta relacionado con un bajo nivel del zinc en el plasma o una 

deficiencia de zinc presente en diferentes enfermedades. Los sintomas clínicos de 

la deficiencia de zinc incluyen, atrofia timica y una alta frecuencia de infecciones 

bacterianas, virales y micoticas. (73) 

La influencia del zinc en el sistema inmune involucra una interacción compleja 

entre los tres principales mecanismos efectores: inmunidad celular, inmunidad 

humoral y fagocitosis. Por esta razón los mecanismos ~fectores son alterados por 

el estado nutricional del individuo, provocando que algunos de ellos sean 

ineficaces en la defensa del huésped. (22) 

La evaluación de los efectos del zinc sobre la inmunidad del huésped comienza 

con el efecto del zinc sobre los componentes de la inmunidad innata. La 

deficiencia de zinc afecta otros mediadores de la inmunidad no especifica, como 

es la función de los leucocitos polimorfonucleares, la función de las células NK y la 

actividad del complemento. (23) 

La linfopenia es común en humanos y animales deficientes de zinc y ocurre en el 

ámbito de tejido linfoide periférico y central. En el ratón adulto con una dieta 

deficiente de zinc durante 2 semanas, se observa una disminución en el número 



de linfocitos T y B en sangre periférica y en el tejido esplénico también. los 

linfocitos en sangre periférica y el número de macrófagos disminuyen por lo menos 

el 50%. la deficiencia de zinc marginal suprime substancialmente la concentración 

de células linfoides en sangre periférica tanto en el humano como en el ratón. (38) 

Efecto del zinc sobre las células del sistema inmune. 

Todas las células del sistema inmune son influenciadas por el zinc. la disminución 

en los niveles de zinc, daña la actividad de las células NK, la fagocitosis por 

macrófagos y ciertas funciones de los neutr6filos. (77) la deficiencia de zinc afecta 

en forma diferente a los distintos tipos de células y ocasiona cambios en la 

proporción en que se encuentran las distintas sub poblaciones de las mismas. 

Unfocitos T 

En varios estudios se ha demostrado el impacto de la deficiencia de zinc sobre la 

función del linfocito T, observándose una respuesta disminuída a mitogenos, así 

como una disminución en la producción de timulina, la cual es liberada por el timo, 

también causa atrofia del timo y de los nódulos linfáticos así como reacciones 

deficientes de hipersensibilidad cutánea mediada por células. (27, 28, 49) 

Un probable mecanismo fundamental de la disfunción del linfocito inducida por la 

deficiencia de zinc, es el requerimiento del zinc para la síntesis del ácido 

desoxirribonucleico (ADN). Numerosos estudios han mostrado que las enzimas 

clave para la síntesis del ADN, como es la timidina cinasa y el ADN polimerasa, 

que constituyen el conjunto de metaloenzimas del zinc. Así de esta manera, la 

deficiencia de zinc esta involucrada en la disminución de la replicación celular y 
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proliferación. (67) En linfocitos aislados de animales deficientes de zinc manifiestan 

un daño en la respuesta a fitohemaglutinina (PHA) y una disminución en la función 

de anticuerpos dependientes de la célula T, estos efectos son revertidos por la 

adición de zinc. (67,73) 

Estudios "in vitro" han demostrado que el zinc es un potente mitógeno para los 

linfocitos T, tanto en animales como en el humano y este efecto depende de la 

concentración. (50) También sé ha demostrado que el zinc potencia la respuesta 

hacia los superantígenos, facilitando la unión del superantígeno con las moléculas 

de histocompatibilidad clase 11 (MHC 11) de las células presentadoras de antígeno. 

(31) Existe evidencia que la adición de zinc "in vi/ro" altera la expresión y función 

de las moléculas de superficie del linfocito T que determinan la interacción celular. 

La realización de estudios in vitro hace evidente el papel del zinc en la activación 

y proliferación del linfocito T. Los efectos de zinc sobre el linfocito T son 

modulados por diversos factores como son el tipo de célula presentadora de 

antígeno, las moléculas de adhesión, las moléculas coestimuladoras el tipo de 

antígeno y el ambiente en el que ocurre la activación del linfocito. (22,44) 

Efecto del zinc sobre las subpoblaciones del linfocito T 

Las células T cooperadoras se dividen en dos subpoblaciones celulares, Th1 y 

Th2, de acuerdo a la función que desempeñan, las células Th1 median la 

inmunidad de tipo celular y las Th2 la inmunidad humoral. Estas subpoblaciones 

están bien caracterizadas en el sistema inmune murino, donde IL-2, IFN"Y, TNF-p 

son consideradas como productos de las células Th1. La IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 

son productos de las células Th2. (62) 
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Estudios realizados por Beck y colaboradores realizados en un modelo 

experimental humano mostraron que la primera citocina en disminuir es el IFN-y 

mientras que la producción de IL-4, IL-6 o IL-10 no son afectadas, debido a la 

deficiencia de zinc, sugiriendo que el zinc afecta principalmente las funciones de 

las células Th1. La deficiencia de zinc en humanos esta acompañada por un 

desequilibrio en las células Th1 y Th2 (Th1>Th2), disminuyendo en el 

reclutamiento de las células "naive" y reducción en el porcentaje de las células T 

citotóxicas. Estas consecuencias inmunológicas de la deficiencia de zinc son 

responsables de la disminución de las funciones de la inmunidad celular en 

sujetos deficientes de zinc. (12) 

Unfocitos B 

El desarrollo del linfocito B en la médula ósea se ve afectado adversamente por la 

deficiencia de zinc, él numero de los linfocitos B y sus precursores está 

disminuido. Los linfocitos pre-B y linfocitos B inmaduros disminuyen su población 

aproximadamente en 50% y 25% respectivamente. Por lo tanto la deficiencia de 

zinc bloquea el desarrollo de los linfocitos B en la medula ósea, resultando una 

cantidad mínima presente en el bazo. (27) La disminución de las células B en la 

médula como resultado de la deficiencia de zinc, indica que existe una alteración 

en el proceso linfopoyético de la médula, lo cual parece ser clave de la linfopenia 

resultante en muchos tipos de malnutrición. (46) 

Algunos estudios realizados indican que la deficiencia de zinc afecta la producción 

de inmunoglobulinas, observándose una disminución en los niveles se ricos de IgG 

en pacientes que presentan deficiencia de zinc unida a mal nutrición protéico-
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energética; otros hallazgos sugieren que la carencia de zinc provoca alteraciones 

en la distribución de inmunoglobulinas. (24) 

Monocito/Macrófago 

La falta de zinc afecta la permeabilidad de la membrana del macrófago y la 

actividad fagocítica. El efecto del zinc sobre la función del monocito y macrófago 

se ha observado durante la deficiencia de zinc. En un experimento realizado por 

Wirth y colaboradores demuestra que los macrófagos aislados de ratones 

deficientes de zinc, presentan una disminución en la capacidad de eliminar 

parásitos intracelulares, lo cual rápidamente es corregido "in vitro" por la adición 

de zinc (5 ~g zinc/mi), estos hallazgos demuestran que el zinc es un factor 

importante en la regulación del macrófago. (17, 80) 

En otros estudios, la capacidad del macrófago en fagocitar particulas se observa 

aumentada en animales deficientes de zinc y la expresión de receptores para 

complemento y Fcy permanecen sin cambios. (81) También se ha observado que 

una alta concentración de zinc in vitro afecta las funciones del macrófago 

inhibiendo la activación, la movilidad y la fagocitosis, asi como el consumo de 

oxigeno por el macrófago. (26) 

En estudios realizados en monocitos humanos la producción de citocinas es 

estimulada por la adición de zinc "in vitro". (66). La inducción de citocinas por el 

zinc es causada por una interacción directa del zinc en el monocito, los 

mecanismos por los que se lleva a cabo son desconocidos. En un experimento 
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realizado por Wellinghausen y oolaboradores demostraron que el zinc está 

involucrado oon el proceso de transducción de señales via segundos mensajeros, 

inducido por diversos estimulas, como puede ser por el lipopolisacárido y los 

superantígenos bacterianos. (31,79) 

La rápida restauración de la función del macrófago, después de la adición de zinc, 

sugiere que tiene un efecto terapéutioo la suplementación oon zinc sobre la diarrea 

o en el caso de un resfriado oomún, tiene un efecto benéfioo en este tipo de 

padecimientos, ya que el macrófago esta involucrado, debido a que es la primera 

línea de defensa en el huésped. Desafortunadamente, existe información limitada, 

ooncemiente a los efectos del zinc sobre las funciones inmunológicas del 

macrófago en humanos. (67) 



2.5 PARTICIPACION DEL MONOCITO/MACROFAGO EN LA RESPUESTA 

INMUNE. 

El macrófago es la principal célula diferenciada del sistema fagocitico 

mononuclear. Los macrófagos están ampliamente distribuidos en todo el cuerpo 

participando en una gran variedad de procesos fisiológicos y patológicos. El 

termino "macrófago" fue utilizado desde hace más de 100 años por Elie Metchikoff. 

(43) Los monocitos son células fagociticas que pertenecen al sistema fagocitico 

mononuclear y residen en la circulación. Los monocitos terminan su proceso de 

maduración en los tejidos, en donde se establecen recibiendo diferentes nombres 

según el tejido de residencia: células de Küpffer en el higado, macrófagos 

alveolares en el pulmón, células de la microglía en el sistema nervioso, 

macrófagos peritoneales en la cavidad abdominal, etc. (6) 

Una representación esquemática del desarrollo del sistema fagocítico se muestra 

en la fig.1 

Medula ósea (- 6 días) Tejido (meses) 

~I 

CFU-GM Monoblasto Promonocito Monocito Macrófago 

Sangre 

(vida media 1 a 3 días) 

Fig. 1. Secuencia del desarrollo de las células que comprenden el sistema fagocítico mononuclear. 
CFU-GM, Unidad Fonnadora de Colonias. (44) 



La línea celular, se origina en la medula ósea, con una célula progenitora 

comprometida denominada Unidad Formadora de Colonias de Granulocitos y 

Macrófagos (CFU-GM). 

La glicoproteína Factor Estimulador de Colonias (CSF), macrófago-CSF (GM­

CSF), macrofago-CSF (M-CSF) y la Interleucina 3 (IL-3) , inducen la diferenciación 

de la célula progenitora en monoblasto, el cual se diferencia a promonocito. El 

promonocito es capaz de endocitar y adherirse a superficies. Los precursores del 

monocito en la medula ósea se cree que deben madurar de dos a tres 

generaciones antes de que el monocito salga a la circulación. Este proceso de 

maduración se lleva a cabo en 6 días. Los monocitos humanos se ha calculado 

que tienen una vida media en circulación de 3 días; en el ratón la vida media de 

los monocitos en circulación, una vez estimulados es de 18 horas. (44) 

No exísten datos que muestren que los monocitos estén destinados a algún tejido 

en particular cuando salen de la medula ósea. Una vez en el tejido los monocitos 

no retoman a la circulación. En el órgano blanco el monocito es diferenciado a 

macrófago con algunas propiedades funcionales y morfológicas que son 

características del tejido en el cual reside, presumiblemente en respuesta a un 

estimulo específico de tejido. (6) 

Activación del Macrófago 

El paso más importante en la maduración del macrofago es la activación. El 

concepto de macrófago activado se desarrolló en los años 60's del trabajo de 

Mackaness y colaboradores, quienes observaron que los macrófagos de animales 

que tienen una infección, presentan un incremento en la capacidad de eliminar 
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una gran variedad de microorganismos patógenos. Otros estudios han 

determinado que los macrófagos presentan cambios morfológicos, funcionales y 

metabólicos comparados con las células residentes no activadas. (1, 2) 

El proceso de activación es complejo y ocurre en múltiples pasos secuenciales, 

esto se refiere a una cascada de activación. La cascada de activación 

generalmente comienza en macrófagos jóvenes que son necesarios, en donde se 

lleva a cabo un proceso inflamatorio, en ese momento existe una señal de inicio, 

los macrófagos residentes que se encuentran en tejidos, que no presentan 

procesos inflamatorios, presentan una respuesta débil a esta señal. (44) 

La interacción de los macrófagos con una variedad de señales inductivas, que se 

denominan colectivamente faclores aclivadores del macrófago. El macrófago está 

caracterizado por el hecho de tener ahora una sensibilidad a una segunda señal, 

la cual es necesaria para completar la cascada inductiva e interpretarse como 

macrófago activado. Los macrófagos completamente activados ahora son capaces 

de efectuar sus funciones con mayor capacidad. Los eventos inductores están 

sujetos a detenerse por una variedad de señales. (2,44) 

La señal molecular, la cual conduce al desarrollo de la cascada de activación no 

ha sido definida. Existe evidencia de que el IFN-y, es el principal estimulador de la 

activación del macrófago "in vivo" como "in vitro", debido a esto se le atribuye el 

aumento del poder destructivo del macrófago. (41) La segunda señal la induce el 

lípido A componente del lipopolisacárido. Alternativamente el lipopolisacárido 

puede desempeñar ambos papeles cuando se presenta en altas concentraciones. 
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La acción de estas señales es entonces transducido a varios niveles dentro del 

macrófago que regula la expresión de proteínas y por lo tanto su función. (2) 

Actividades funcionales 

Los macrófagos son capaces de llevar a cabo varias funciones diferentes. Una 

función importante del macrófago es la capacidad para ingerir y eliminar parásitos 

intracelulares como Mycobacterium tuberculosis, Usteria, Leishmania, Toxoplasma 

y algunos hongos, así como su capacidad para eliminar parásitos extracelulares 

como el pneumococo, también suprimen la infección viral, incluyendo al virus de 

inmunodeficiencia humana tipo uno. (6, 13,43) 

Los macrófagos pueden elimínar células tumorales por medio de diversos 

productos de secreción, incluyendo enzimas lisosemales, metabolitos de oxigeno 

como peróxido de hidrogeno, proteinasas citoliticas y TNF-u. (62) Las enzimas 

proteoliticas presentes sobre la membrana del monocito tienen un papel 

fundamental en el rechazo de tumores. Otra de sus funciones protectoras es la 

capacidad de sufrir diapedesís, es decir, a través de las paredes del endotelio de 

vasos sanguíneos y migrar hacia sitios de invasión de los microorganismos. Los 

factores quimiotácticos de los monocitos incluyen productos del complemento y 

quimiotratores derivados de los neutrófilos, linfocitos u otros monocitos y células 

cancerígenas. (2, 6, 24, 59) 

Los macrófagos activados desarrollan mejor la capacidad de adherirse y migrar, 

en respuesta a los factores quimiotácticos, de esta manera, ellos pueden llegar a 

sitios de inflamación, infección y cáncer con mayor eficacia que los macrófagos no 
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activados. También están involucrados en la remoción de desechos de tejido y 

reparación de heridas. Secretan el Factor de crecimiento-a, el cual regula el 

proceso de angiogenesis y restauración de la epidermis. Los macrófagos 

activados aumentan su capacidad de secretar o sintetizar una variedad de 

enzimas hidroliticas y materiales potencialmente microbicidas que participan en la 

regulación de la respuesta inmune e inflamatoria. (2, 6) 

Funciones del macrófago en las etaDas vefina/a/es 

Las funciones del monocito/macrófago se han observado deficientes en las etapas 

perinatales, estas deficiencias se cree que son debidas a la inmadurez del sistema 

fagocítico en los neonatos. Por lo que es probable que la deficiencia en la función 

del sistema fagocítico juega un papel primordial en la defensa del huésped del 

recién nacido. (43) 

En estudios "in vi/ro" la actividad fagocitica de los monocitoslmacrófagos, aislados 

de los neonatos, se ha reportado como normal, sin embargo, los 

monocitoslmacrófagos pueden tener muy baja actividad fagocitica que la del 

adulto. Se ha demostrado en díversos estudios que existe una deficiencia 

fagocitica en infantes con desordenes clínicos. También se observo la disminución 

de la actividad bactericida en infantes con sepsis, enfermedades respiratorias, 

hiperbilirubinemia y ruptura prematura de la membrana. (73,74.77. 81) 

Los macrófagos juegan un papel importante en la modulación de la respuesta a 

anticuerpos, el procesamiento del antígeno por el macrófago neonatal es 

relativamente deficiente comparado con el procesamiento de antígeno realizado 

por un macrófago de un adulto. (56.67) 
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Las funciones efectoras de los monocitos de neonatos, como son la fagocitosis y 

la actividad bactericida, son comparadas con los monocitos de adultos, pero la 

quimiotaxis se presenta disminuida. (75) Además, de la disminución en la 

quimiotaxis, también existe una disminución en la síntesis de IL-l, IL-6, Y TNF-<x, 

así como en los factores que promueven la fagocitosis, fibronectina C3 y el factor 

B. (61, 75, 79) Los linfocitos de recién nacidos presentan un deterioro en la ,_ 

producción del factor activador del macrófago, es decir, el IFN-y , por lo tanto, los 

macrófagos de recién nacidos no se activan normalmente a la exposición delIFN-

y, lo cual podría crear en el infante una respuesta defectuosa a infecciones por una 

variedad de microorganismos. Estos hallazgos demuestran que las deficiencias en 

la función de los monocitoslmacrófagos juegan un papel significativo en la 

disminución de la respuesta inmune-inflamatoria en el recién nacido. (56, 57) 

La privación de proteína en ratones, resulta una disminución similar de la 

capacidad de los macrófagos para ser activados, el cual puede explicarse, en 

parte, a que la inmunidad celular esta asociado con la desnutrición, (68) 

El proceso de fagocitosis es observa afectada en la malnutrición proteíco­

energetica. Finalmente, en trabajos recientes, en humanos y animales, 

demostraron que la producción de IL-l, IL-2 e INF-')' está disminuída en la 

malnutrición protéico-energética. La experimentación en animales de laboratorio 

ha extendido estas observaciones a la deficiencia ciertos micronutrientes. (23) 
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Sin embargo, la mal nutrición humana es usualmente un síndrome compuesto de 

deficiencias de múltiples nutrientes. La deficiencia de zinc, adquirida o inherente, 

esta asociada con la disminución en la función del macrófago. Este defecto 

funcional puede contribuir al incremento de la susceptibilidad a infecciones y al 

desarrollo de tumores. (24, 67, 74) 
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2.6 EL ZINC Y LAS CITOCINAS 

Las citocinas también conocidas como interleucinas, son mensajeros clave de las 

células, regulan múltiples aspectos de la biología de los leucocitos. Sus efectos 

están mediados a través de receptores de las células blanco. La producción o 

actividad biológica de múltiples citocinas (IL-l, IL-2,IL-3, IL-4, IL-6, IFN-y, IFN-a, 

TNF-a, Factores inhibidores de migración) influyen en el desarrollo y 

funcionamiento de los linfocitos T y B así como el macrófago afectados por la 

deficiencia de zinc. (5) 

Efecto del zinc sobre las monocinas 

Los niveles de zinc fisiológícos (0.012-0.016 mM) son esenciales para el desarrollo 

y mantenimiento de la función inmune. Recientemente se ha demostrado que un 

exceso de zinc (0.25 mM) induce la liberación de IL-lp, IL-6 Y el Factor de 

Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) en monocitos y macrófagos, indicando que el papel 

inmunologico del zinc es probablemente de mediar la activación del macrófago y la 

liberación de monocinas. (18,31) 

En un modelo realizado "in vitro" comparando la situación "in vivo", se encontró 

que la secreción de IL-lp y TNF-a inducida por lipopolisacárido actúa de manera 

sinérgica por la adición de iones de zinc dentro del índice de concentración 

recomendado clínicamente, mientras que el estimulo con superantígenos de 

enterotoxinas de estafilococo A y E son inhibidas por el zinc. Además, el zinc 

aumenta la acción del lipopolisacárido sobre el monocito, dando como resultado la 

activación del monocito. (31,66,78). 
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El zinc actúa de manera sinérgica con el lipopolisacárido. El efecto sinérgico es 

causado por una interacción directa del zinc con el lipopolisacárido, los iones del 

zinc causan un cambio en el flujo de iones formando una fase activa 

biológicamente. (78,79) El lipopolisacárido es una endotoxina bacteriana que tiene 

un papel principal en la septicemia causada por bacterias Gram (-). El estimulo del 

monocito por el lipopolisacárido es d~pendiente de lBP, una proteína de unión a 

lipopolisacárido que interactúa con el lipopolisacárido en el medio de cultivo. El 

complejo lPS/lBP se une al antigeno CD14 presente en la superficie del 

monocito, lo cual provoca el estímulo del monocito y la liberación de monocinas. 

(32,78) 

El mecanismo por el cual el zinc induce la liberación de monocinas es 

desconocido, se cree que existe la posible intervención mensajeros intracelulares 

involucrados en las señales de trasducción mediadas por el zinc. la exacta vía de 

señalización, que induce la estimulación del monocito por el zinc es desconocida. 

(77) 

El zinc v el TNF-a 

la producción de citocinas derivadas del macrófago, como son la Il-1 y el TNF-a 

se ve afectada por la ingestión de una dieta deficiente de zinc así como en una 

restricción en la ingesta de alimento; el efecto, sin embargo, es mucho más 

profundo para el TNF-a. En un estudio realizado en un modelo murino deficiente 

de zinc en la dieta, se observa una disminución en la producción de TNF-a; la 



producción de TNF-a es tardía en estos animales, la alteración es en los ámbitos 

de la cinética y en la magnitud de la producción. (66, 67) 

El posible papel del zinc, regulando la secreción de IL-p y TNF-a en monocitos de 

humano, se ha investigado, recientemente se realizaron estudios "in vitro", con la 

característica de utilizar medio de cultivo libre de suero fetal, bajo estas 

condiciones, la adición de zinc a las células de cultivo más la adición del 

lipopoñisacárido, estimula la secreción de TNF-a. (65) 

En condiciones de deficiencia de tipo protéica, se tienen resultados contradictorios 

en la producción de IL-1, no así en el TNF-a, presentándose una tendencia hacia 

la disminución en la producción. En un estudio realizado por Fileau y 

colaboradores se observó, resultados contradictorios en la producción de TNF-a 

en animales con una desnutrición proteico-calorica se observó un aumento en la 

producción de TNF-a. (36) 

Los mecanismos por los cuales la deficiencia de zinc regula la producción de TNF 

son desconocidos. El zinc puede ser requerido en el ámbito de transcripción, 

traducción del RNAm de TNF-a o en el ámbito de la secreción de la proteína. La 

secreción de TNF-a involucra una proteasa, una metaloenzima dependiente del 

zinc, sugiriendo que la deficiencia de zinc es quizás un factor limitante en la 

producción y secreción de TNF-a. El zinc limita la actividad catalítica de proteasas, 

las cuales hidrolizan el enlace entre la membrana y el dominio de la pro- TNF y ser 

secretada al medio como citocina. (18, 39) 
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Una característica común que desarrollan las sustancias tóxícas es el daño en el 

tejido y un subsecuente inicio de una respuesta inflamatoria involucrando la 

producción de citocinas. Una de ellas el TNF-a, diversos experimentos describen 

que altos niveles de TNF-a durante la gestación se asocian con una disminución 

en el suministro de zinc disponible para el desarrollo del embrión, resultando un 

efecto teratogénico, observándose severos defectos en el sistema nervioso 

central. (45,71) 

En un estudio realizado por Flieger y colaboradores se demostró que el zinc puede 

inhibir la citotoxicidad mediada por el TNF-a y evitar la muerte celular programada. 

El mecanismo por el cual sucede este efecto podría ser por que el zinc altero la 

estructura de las ceramidas, las cuales son mensajeros intracelulares del TNF-<l 

aunque el zinc inhibe la apoptosis en general. (28, 63, 76) 

La combinación de TNF-a y una deficiencia de zinc marginal proporciona un efecto 

altamente teratogénico, pero estos efectos se reducen por la acción de la 

suplementación con zinc. La suplementación con zinc puede disminuir la 

teratogenicidad del TNF-o:, estos hallazgos son relevantes en mujeres 

embarazadas con condiciones que resultan en una respuesta de fase aguda 

caracterizada por inflamación y producción de citocinas así como sus 

implicaciones en la prevención de defectos en el nacimiento. (60, 71) 



2.7 EL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA 

La denominación del "factor de necrosis tumora!"', se aplica a un factor sérico 

identificado en ratones con shock endotóxico por Lloyd J. Old Y colaboradores. 

Esta observación hizo que William B. Coley, establecería las bases del tratamiento 

del cáncer con las "toxinas de Coley", a principios de este siglo. Edward O'Malley y 

colaboradores, señalaron que el efecto antineoplásico de la endotoxina era debido 

a un factor sérico endógeno potenciado por la propia endotoxina. Los 

experimentos realizados en el laboratorio de Old, confirmaron esta observación y 

señalaron que el factor de necrosis tumoral se sintetizaba por los macrófagos. (14) 

El TNF-a es una molécula multifuncional secretada por los monocitoslmacrófagos 

activados, ejerciendo una función clave en la red de citocinas consideradas en la 

patogenesis de muchas enfermedades infecciosas e inflamatorias. Fue 

originalmente caracterizado como un agente antitumor y como un factor citotoxico 

para muchas células malignas. Ahora es claro que juega un papel importante en la 

defensa contra infecciones parasitarias, virales y bacterianas así como en 

enfermedades autoinmunes. La inducción natural del TNF-a, es protectora, pero la 

sobreproducción puede ser perjudicial o letal para el huésped. (33, 35) 

Exíste evidencia considerable que la sobreproducción o la producción inapropiada 

de TNF-a es clave en varias enfermedades inflamatorias crónicas. La gran 

cantidad produCida de TNF-a por el macrófago en respuesta a un estimulo 

inflamatorio, como lo es el lipopolisacárido y la unión de TNF-a en los receptores 

presentes en la mayoría de las células en todo el cuerpo sistemáticamente 
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modifica las propiedades anticoagulantes de las células endoteliales, la activación 

de los neutrofilos y la inducción de otras citocinas inflamatorias, provocando un 

colapso cardiovascular. Por el contrario, los niveles bajos de TNF-<t pueden 

contribuir a la respuesta inflamatoria. (7, 29) 

La molécula de TNF-<t 

El TNF-<t humano se sintetiza como una pro-proteína que consta de 233 

aminoácidos, con una masa molecular de 26 Kda. La pro-proteína es desdoblada 

por una metaloproteasa, también denominada enzima convertidora-TNF (TACE), 

cediendo el paso a una forma monomerica de 17 KDa que tiene 157 aminoácidos 

no gliocosilados, en condíciones fisiológicas el TNF-<t forma una unión no 

covalente como un homotrimero.(18, 43) 

La forma de la molécula aparece como un cono triangular, en el cual cada tres 

subunidades tiene una estructura típica de p-espiral. Cada subunidad consta de 

dos laminas p-plegadas. Las tres subunidades son rearregladas al filo de la 

superficie. El exterior de las laminas-p son ricas en residuos hídrofilicos, mientras 

el interior de la lamina es hidrofobica y contiene el segmento C-terminal, el cual, 

esta localizado en el eje central del trimero. La estructura es similar a algunas de 

las cápsides de virus de animales y plantas. (7,35) 

Receptores del TNF-a 

Los efectos del TNF-<t son transmitidos a través de las moléculas unidas a sus 

receptores de membrana. Los receptores del TNF-<t están presentes en casi todos 

los tipos de células, con pocas excepciones, como lo son los eritrocitos y los 
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linfocitos T no activados. El numero de receptores varia de 200 hasta 10 000 Y la 

constante de unión es de alrededor de 2x10-10M. Aunque la presencia del receptor 

de TNF es un pre-requisito para llevar a cabo el efecto biológico, no hay 

correlación entre el numero de receptores y la magnitud o dirección de la 

respuesta. (7. 35) 

Existen, dos tipos de receptores, los cuales pueden ser diferenciados por Su peso 

molecular o por el reconocimiento de anticuerpos monoclonales. El primer receptor 

tiene un peso molecular de 55 Kd Y se le conoce como TNF-R55 o TNF-RI 

(CD120a); el segundo receptor tiene un peso molecular de 75 Kd Y puede 

distinguirse como TNF-R75 o TNF-RII (CD120b). El receptor de TNF-R55 parece 

ser ubicuo y se encuentra sobre células epiteliales y fibroblastos. El TNF-R75 esta 

restringido a células de origen hematopoyetico, por ejemplo se expresa 

fuertemente sobre la célula T. (35,70) 

La cadena DNAc del receptor TNF-RI en el humano tiene una secuencia de 426 

aminoácidos con un dominio extracelular de 182 aminoácidos y dominio 

intracelular de 221 aminoácidos. Por el contrario la cadena de DNAc del receptor 

del TNF-RII esta conformada por 439 aminoácidos, y consta de un dominio 

extracelular de 235 aminoácidos y un dominio intracelular de 174 aminoácidos. 

Por lo que existe una amplia ausencia de homologia en el dominio intracelular de 

ambos receptores, sugiriendo que los receptores utilizan diferentes vías de 

señalización, por lo que los receptores modulan d~erentes funciones. (70) 

Se han identificado varias proteínas que están unidas intracelularmente a la familia 

de los receptores de TNF han sido identificadas. Las primeras en ser identificadas 
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son los factores asociados a los receptores-TNF (TRAFs), los cuales tienen una 

gran afinidad por el receptor TNF-R75. La mayoría contiene dos motifs con 

terminación de dedos de zinc y anillos. (7) 

Propiedades biDlógicas del TNF-a 

La capacidad inmunoestimuladora del TNF-<l puede ser benéfica para el huésped. 

Existen numerosos indicios de que el principal papel del TNF-<l es el de ser un 

importante mediador en la protección contra infecciones bacterianas, parasitarias y 

virales. Hay múltiples vias en las cuales el TNF-<l contribuye a combatir contra la 

infección como es: la activación de neutrofilos y plaquetas, aumenta en la 

actividad microbicida del macrófago y la activación del sistema inmune etc. 

Muchos tipos de células infectadas por virus o bacterias llegan a ser susceptibles 

al efecto citotoxico del TNF-<l. (15,29, 33, 35) 

El TNF tiene múltiples actividades estimuladoras sobre las células T, incluyendo la 

respuesta proliferativa hacia el antígeno, incremento en la expresión de receptores 

de IL-2 e induce la producción de INF-r. Basados sobre la actividad antitumor de 

las "toxinas de Coley" en humanos, el TNF-<l, el cual su nombre se basa en la 

capacidad de inducir la necrosis de tumor en ratones, ahora se considera un 

potente agente antitumor en la clínica. Los estudios preciiniccs sobre el TNF­

",revelan que es más citotoxico que la IL-1 para una variedad de líneas celulares 

tumorales "in vi/ro". Sin embargo, el efecto antitumor "in vivo' del TNF-<l en el 

ratón no se basa sobre la eliminación directa de la célula tumoral si no en la 

inducción de la necrosis tumoral hemorrágica junto con un aumento en la 



inmunidad celular rechazando asi el tumor. El TNF-a junto con la cascada de 

citocinas puede también indirectamente promover el rechazo del tumor. (35, 40 69) 

Varias moléculas de superficie inmunológicas son inducidas por el TNF-a, las 

moléculas de MHC clase l son inducidas por las células endoteliales y fibroblastos. 

Estos efectos en las estructuras involucradas en la presentación del antigeno 

hacia la célula T junto con la producción de IL-1 tienen un efecto positivo sobre la 

migración y activación de las células T y B. (33) 

Los efectos de protección no especificos contra microorganismos patógenos son 

afectados por la producción de TNF-a. La actividad antiviral del TNF-a se ha 

demostrado en fibroblastos y parece estar mediado a través de la producción de 

IFN. Otro estudio también observó la actividad antiviral del TNF-a pero concluye 

que esta, es independiente de la producción de IFN-y. 

Algunos de los principales efectos biológicos del TNF-a se resumen en la 

siguiente tabla, 



Tabla 4. Efectos biológicos del TNF-a 

A. Propiedades Inmunológicas 

Activación de linfocitos T 

Incremento en la expresión dellL-2R 

Activación de linfocitos B 

Actividad de las células NK sinergismo con IL-2 e IFN 

Expresión del gen de linfocina 

B. Propiedades Proinflamatorias 

Fiebre, sueño, anorexia, liberación de neuropeptidos, expresión del gen para 

complemento; supresión de la sintesis de P450. 

Activación de las células endoteliales, Incremento en la expresión de moléculas de 

adhesión, degranulación de eosinofilos, hipotensión, shock, infiltración de neutrofilos al 

tejido vía IL-8, hiper1ipidemia, expresión del gen ciclooxigenasa y lipoxigenasa, síntesis de 

colagenasa y colágeno; activación de osteoclastos. 

Tomado de la referencia 29 

Otra propiedad biológica no inmunológica del TNF-a es la de ser un potente 

pirógeno endógeno. Causa fiebre a través de un efecto directo sobre los centros 

reguladores del hipotálamo y a través de la inducción de IL-1. Así como el 

incremento en las proteínas de fase aguda y una disminución en la síntesis de 

albúmína. (29) 

La prolongada secreción de grandes cantidades de TNF-a, está implicada en la 

patogénesis de síndromes clínicos como son el choque séptico y la caquexia que 

pueden eventualmente ser controlados por el bloqueo de TNF-a. (15, 3D, 32) 



El TNF-alfa en las etapas petinatales 

El TNF-a es un importante mediador de la respuesta del huésped hacia el estrés y 

la infección, pero poco se conoce acerca de sus actividades en la edad temprana. 

El deterioro en la respuesta inmune y febril en el periodo perinatal, puede ser el 

resultado de una regulación anormal de la monocina. (34) 

Los resultados de estudios previos sobre la capacidad de las células de recién 

nacidos saludables para producir monocinas han sido contradictorios, 

presentándose normal o diminuida la producción de TNF-a, comparado con las 

células de adultos saludables. Se piensa que el daño en la respuesta inmune en 

infantes con complicaciones perinatales, podrían estar relacionados con las 

anormalidades en la producción de citocinas especificas. (34. 60) 

En el periodo perinatal se ha observado que existe un incremento en el riesgo a 

adquirir infecciones sistémicas. Se han obtenido resultados contradictorios, 

estudiando la secreción de TNF-a por monocitos del cordón umbilical, 

observándose que los monocitos de sangre periférica de infantes en termino y 

pretermino, estimulados con lipopolisacárido, presentan una disminución en la 

secreción de TNF-<x cuando es comparado con células de adultos. Una posible 

consecuencia es la disminución de la capacidad de responder con fiebre en el 

caso de una infección, una función fisiológica llevada a cabo por el TNF-<x. (61) 

En infantes con una severa infección perinatal, se ha observado que los niveles de 

IL-B en el cordón umbilical se muestran elevados, mientras que los niveles de 
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TNF-a están diminuidos. Una posible explicación es el hecho de inducir con la 

infección la producción de PGE2 (ya sea de la madre o el feto) puede suprimir la 

producción de TNF-a. El defecto funcional de los monocitos neonatales podria 

contribuir en el incremento de la susceptibilidad de los recién nacidos por 

infecciones sistemicas. (57,61) 

La deficiencia relativa en la producción de TNF-a por monocitos de infantes en 

pretermino puede tener la función de proteger y ayudar al crecimiento fetal. Las 

diferencias en la secreción de la monocina regulan la diferenciación del monocito 

durante la maduración del feto. La maduración funcional de los monocitos ocurre 

durante la gestación y puede explicar la asociación entre el TNF-u y la edad 

gestacional. (75) 
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111. JUSTIFICACiÓN DEL ESTUDIO 

El zinc es un micronulriente esencial para la inmunocompetencia. La carencia o la 

deficiencia marginal de este elemento produce una serie de efectos negativos 

como trastornos en la gestación, retraso en el crecimiento, alteraciones tanto en la 

inmunidad celular como humoral. (9, lO, 38) Debido a la participación del zinc en la 

respuesta inmunológica se han realizado varios experimentos en el Laboratorio de 

Investigación en Inmunología en el sentido de encontrar resultados que ayuden 

ampliar el conocimiento actual sobre la influencia del zinc en diferentes aspectos 

de la respuesta inmune. 

Por esta razón, se ha evaluado el efecto que provoca la administración de dosis 

moderadas de zinc durante las etapas de gestación, lactancia y destete en el 

ratón, mostrando que la intervención con zinc tiene un efecto positivo sobre 

algunas funciones de la respuesta inmune. (49, 50, 52, 53) 

Sin embargo, se desconoce el efecto de la administración del metal en la 

producción de monocinas y su efecto en el sistema inmunológico. Para evaluar el 

efecto del metal en el macrófago se cuantifico la producción de TNF-a, citocina 

que tiene un papel importante en el metabolismo del cuerpo humano. Su liberación 

y acción se modifican por acción del zinc y en general por el estado nutricional, 

sugiriendo que el impacto en el huésped es de gran importancia. (/,15,29,36) 

Para observar este efecto, en el presente trabajo, se administró a ratones BALB/c 

en el agua de bebida, una concentración de 500 mg/L de acetato de zinc y se 

cuantificó la producción de TNF-a de macrófagos peritoneales a las tres y seis 

semanas de edad de la progenie. 



IV. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Investigar el efecto que tiene la suplementación con zinc sobre la producción de 

citocinas de macrófagos peritoneales durante el periodo perinatal en ratones 

BALB/c. 

OBJETIVO PARTICULAR 

Evaluar los efectos de la suplementación con zinc sobre la producción de TNF-<l 

en un modelo murino en etapas perinatales. 



V. MATERIAL Y METODOS 

5.1 Animales 

Se utilizaron ratones singénicos BALB/c los cuales se mantuvieron en el bioterio 

de la Facultad de Quimica. Se les administró agua y alimento ad libitum (Lab Die' 

501551 Loui. M063144). Para formar los grupos de experimentación los animales tanto 

macho como hembra debieron tener un peso promedio de 22 gramos, al cumplir 

este peso los animales se aparearon. cuando la hembra se observaba preñada. se 

sacrifico al macho; posteriormente se registro la fecha de nacimiento de Sus crías, 

a partir de esa fecha se consideraron 3 semanas de vida de las crías y se 

seleccionaron las crias para trabajar en ese momento la madre se sacrificó y los 

ratones restantes cumplieron la edad de 6 semanas estos animales se utilizaron 

para trabajar al cumplir esta edad. 

5.2 Peso de los animales 

El peso corporal de la camada de cada cruza, fue monitoreado cada tercer día 

durante las tres o seis semanas de vida de las crías. Así se obtuvieron las curvas 

de crecimiento de cada grupo de experimentación 

5.3 Diseilo experimental 

Los animales de experimentación tomaron agua desionizada con 500 mg/L de 

acetato de zinc (Mallinerod! No. Cal. 8740, Ken'ucky), y los animales del grupo testigo 

tomaron agua desionizada. El suplemento con zinc se administró desde el 

momento de la cruza. Para el trabajo experimental se clasificaron en los grupos 



correspondientes, grupo I las crías que se trabajaron a las 3 semanas de nacidos 

y recibieron zinc "in vivo", así como un grupo testigo, animales que no recibieron 

zinc pero que tenían 3 semanas de edad. En el grupo 11 se encuentran las crías 

que recibieron zinc con 6 semanas de nacimiento, así como su grupo testigo, crias 

que no recibieron zinc pero tenían la misma edad. Cada grupo experimental 

constó de 10 animales. 

El suplemento con zinc, fue administrado en el agua de beber, durante las etapas 

de gestación, lactancia y destete, (Tabla 1). 

Tabla 1. Grupos de animales y periodos durante los cuales estuvieron en 

tratamiento 

GESTACION 
LACTANCIA DESTETE 

animal progenitor 
progenie (Fl) progenie (Fl) 

GRUPOS (6 semanas de (9 semanas de 
cepa BALB/c 

tratamiento) tratamiento). 

Zinc administrado In vivo en mg/L 

Testigo O O -
I 500 500 -

Testigo 
O O O 

11 500 500 500 

El grupo I recibió el suplemento con zinc durante la gestación y la lactancia. El grupo 11 
recibió el suplemento con zinc durante la gestación, la lactancia y el destete. A los grupos 
denominados como testigo no se les administro zinc. A las 3 y 6 semanas de edad de las 
crías, que corresponden a los periodos de lactancia y destete respectivamente, se realiza 
el estudio de la producción de TNF-tt por macr6fagos peritoneales. 



Los animales de los grupos de experimentación se sacrificaron, para la realización 

del cuttivo de macrófagos peritoneales, se obtuvieron asi los sobrenadantes para 

la cuantificación de la producción de TNF-a 

5,4 Estudio de la producción de TNF-a por macrófagos peritoneales 

al Técnica de cultivo de macrófagos peritoneales 

Para la obtención de los macrófagos se utilizaron ratones hembras y machos de 

los grupos de experimentación. En condiciones de esterilidad se extrajeron los 

macrófagos del peritoneo, después de inyectar 5 mL de medio RPMI 1640 (Hyclone 

No. Cato B-0304-Ax, Utah) y dar un masaje suave en el área durante 5 minutos. Las 

células obtenidas se lavaron dos veces por centrifugación a 400 9 durante 10 

minutos a 4°C. 

El numero de células se determinó mediante el conteo en una cámara de 

Neubauer, se observó una viabilidad celular mayor al 95%, usando la exclusión del 

colorante vital azul tripano (Flow Laboratones Va22102 USA). La concentración final de la 

suspensión de células se ajustó a 1x106 células/mL en medio RPMI 1640 

suplementado (ver anexo C) manteniéndose en un baño de hielo. 

Los cultivos se realizaron en microplacas de poliestireno con 12 pozos de fondo 

plano (Costar No. Cat. 3512 Cambridge). En cada pozo se depositaron 500 ~lL de la 

suspensión de macrófagos. La microplaca se mantuvo a 37°C en una atmósfera 

húmeda con 5% de C02 durante una hora. 
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Después del periodo de incubación, las células no adheridas se retiraron por 

aspiración. Se depositaron en cada pozo 500 ~,L de medio RPMI 1640 

suplementado, adicionando 5 ~,L de lipopolisacárido (LPS) (Sigma No. Cal. L-2880 Si. 

LoUis), para la activación de las células. En otros pozos no se adicionó el 

lipopolisacárido, solo se adicionaron 500 J.lL del medio RPMI 1640 suplementado. 

La microplaca se mantuvo a 37°C en una atmósfera húmeda con 5% de C02 

durante 24 horas, el tiempo óptimo de acuerdo a la cinética de producción del 

TNF-a. Al tenminó del cual, se racogieron los sobrenadantes de cada pozo y se 

centrifugaron a 660 g durante 10 minutos para posterionmente cuantificar la 

concentración de TNF-a. (sección c) 

bl Cinética de Producción de TNF-a, 

Se realizó el cultivo de macrófagos, con células de animales testigo, el cultivo 

siguió las condiciones antes descritas, para la producción de TNF-a. Se 

recogieron los sobrenadantes de cada pozo a diferentes tiempos de incubación 

12, 24 Y 48 horas, se cuantifico la concentración de TNF-a. (sección e) 

el Determinación de la concentración de TNF-a por medio de un ensayo 

inmunoenzimátieo, 

Se realizó el ensayo inmunoenzimático con un equipo de reactivos comercial, 

Genzyme Mouse TNF ElISA Kit, (Cambridge No. Coi. 80-290~OOA), el cual se 

fundamento en el método del doble anticuerpo y se describe a continuación: 



1. Se utilizó una microplaca de 96 pozos previamente recubiertos con un 

anticuerpo monoclonal anti-TNF-a, para capturar el TNF-a presente en los 

sobrenandantes de cultivo y estándares. (Cuadro 1, fig. 1) 

2. Se adicionaron en cada pozo de la microplaca, 100 ¡!L de los sobrenadantes 

obtenidos del cultivo de macrófagos peritoneales, se sello la placa con cinta 

adhesiva y se incubó durante 2 horas a 37'C. (Cuadro 2, fig.1) 

3. Después del periodo de incubación, se removió el líquido per inversión de la 

placa, se procedió a lavar la placa 4 veces. (Cuadro 3, fig. 1) 

4. Se adicionaron en cada pozo de la microplaca, 100 ¡!L de una anticuerpo anti­

TNF-a peroxidado, y se procedió a incubar la microplaca durante 1 hora a 37'C. 

(Cuadro 4, fig.1) 

5. Se repitió el paso nO.3, eliminando así los reactivos no unidos. (Cuadro 5, Hg. 1) 

6. Se adicionaron en cada pezo 1 00 ~L del sustrato (mezcla de peróxido de 

hidrogeno 0.01 N Y tetrametibencidina en metanol), el anti-TNF-a peroxidado 

reaccionó con el sustrato, generando un cambio de color, mediante la incubación 

durante 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se adicionaron 1 00 ~L de 

la solución de paro (H,SO. 1 M) por cada pozo. (Cuadro 6, fig.1) 

7. Se midió la absorbancia a 450 nm en un lector de microplacas (BECKMAN 

Biomeck 1000). En cada ocasión se incluye en la placa una curva patrón, con 100 ~L 

de cada una de las soluciones que contenian 35, 140,560 Y 2240 pg/mL del 

estándar de TNF-a recombinante de ratón. Ver anexo. 



Fig.1 Ensayo inmunoenzimático por la técnica del doble anticuerpo. Los 

números corresponden a los de la lista en la pagina anterior 

1 2 

muestra ° 

anti-TNF-a 00°0 

X X X ? ? ? 
3 4 

? ? ? 
~"'" 1 errado! 

~!~ ~! 
5 6 
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VI. RESULTADOS. 

Efecto del zinc en el crecimiento de los animales. 

El consumo adecuado del zinc durante el embarazo mantiene las concentraciones 

adecuadas de zn en el plasma de la madre, lo cual tiene un efecto positivo en el 

peso de las crías al nacimiento, mientras que, como se ha descríto en diferentes 

modelos animales la deficiencia de zinc afecta el crecimiento y desarrollo de las 

crías, (9,10) por tal razón en el presente trabajo, se realizaron las curvas de 

crecimiento de los diferentes grupos de estudio, tomando el peso corporal como 

parámetro medible. Los resultados se presentan en las Gráficas 1 y 2. 
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Gráfica 1. Curva de creciniento de los éIlirraes suplanen\éllos con 
zinc, carpaalos con el grupo testigo a las 3 serrmas de edad 
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Tiempo (días desp IEÍs del na:imiento) 

21 

Los resultados se muestran como el promedio de 5 camadas. Diferencias no significativas. 
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Gráfica 2. Curva de crecimiento de los animales 
suplementados con zinc, comparados con el grupo testigo a 
las 6 semanas de edad. 
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Los resultados se muestran como el promedio de 5 camadas. Diferencias no significativas. 

Ambas gráficas muestran que no hubo diferencias significativas entre las curvas 

de crecimiento de los animales suplementados con zinc y sus grupos testigo a las 

edades estudiadas. No se observaron efectos de toxicidad por la suplementación 

crónica del zinc. 

Evaluación del tiempo óptimo de recolección de sobrenadantes para la 

cuantificación de TNF-a 

Con la finalidad de determinar el tiempo óptimo para la recolección de 

sobrenadantes del cultivo de macrófagos, se realizó un cultivo de macrófagos 
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peritoneales y se recogiendo los sobrenadantes a las 12, 24 Y 48 horas de 

incubación después de la adición de lipopolisacárido (1 ~glmL), determinando en 

cada tiempo la concentración de TNF-a por medio de un ensayo 

inmunoenzimatico. 

Los resultados se presentan en la siguiente Gráfica, (Gráfica 3) 

Gráfica 3. Ti empo ópti mo de recolecci ón de 
sobrenadantes 
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La gráfica presenta los resultados como las medias ± la desviación esténdar de 3 detenninaciones. 

Con estos resultados se tomó la decisión de que el tiempo óptimo de recolección 

fuese de 24 horas de incubación, tiempo en el cual se observó mayor producción 

de TNF-a. 



Efecto de la suplementación con zinc en la producción de TNF-u en etapas 

perinatales. 

Los resultados correspondientes se presentan en la siguiente tabla 1. 

Tablal. Producci6n de TNF-a 

Testigo 

Grupo I 

Testigo 

Grupo 11 

I"l TNF-a 

818 

1275.8 

2140.9 

2675.5 

Los resultados presentados en la tabla son A de la concentración de TNF-a. es decir la diferencia 
entre la concentración de TNF--o. de macrófagos estimulados con lipopolisacárido y los macr6fagos 
no estimulados con Iipopolisacárido. Con una n=10 por cada grupo. p-d).OS. 

Los ralones jóvenes (3 semanas de edad) produjeron menor cantidad de TNF-u 

con respecto a los animales de 6 semanas de edad. Se observa que en el grupo 1 

hubo un aumento significativo en la producción de TNF-u de aproximadamente el 

30% respecto al testigo, mientras que en el grupo 11 se observó un incremento 

también significativo del 20% en relación, a su testigo. 

La gráfica 4 muestra la producción de TNF-u de ratones de tres y seis semanas de 

edad. 



Gráfi ca 4. Producci ón de TNF- Cl 
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o 
Suplemento de zi nc (mg/l.) 
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Al aumentar la edad, la producción de TNF-a se incrementó; lo que probablemente 

se debió al desarrollo de las capacidades funcionales de los macrófagos. La 

maduración funcional de los macrófagos ocurrió en parte durante la gestación se 

observa que existe una asociación entre la expresión del TNF-a y la edad. (8,75) 

La capacidad funcional del macrófago relacionado al aumento de la producción de 

TNF-a se ve favorecido con la suplementación con zinc, de acuerdo a los 

resultados obtenidos; este hallazgo es de gran importancia debido a que en la 

etapa perinatal, normalmente se encuentra disminuida la producción de TNF-a. 

(56.61) 
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En investigaciones previas se observó un efecto sinérgico del lipolisacárido y los 

iones de zinc. (65, 76,78) En el modelo murino utilizado en nuestro estudio se 

observó también el efecto sinérgico de la adición del lipopolisacárido y la 

suplementación con zinc, los resultados obtenidos aparecen en la siguiente tabla, 

(Tabla 2). 

Tabla. 2 Influencia dellipopolisacárido sobre la producción de TNF-<x 

Sin lipolisacárido Con lipolisacárido 

Testigo 451.3±66.5 1269.3 ±66.5 

Grupo 1 588.6 ± 77.9 1664.4 ± 137 

Testigo 525.0±59.8 2885.9 ± 208.4 

Grupo 11 501.3±62.3 3158.8 ± 115.9 

Los resultados presentados en la tabla son el promedio ± la desviación estándar de la 
concentración de TNF--a. de macrófagos peritoneales a los que se adiCionó Iipopolisacá.rido (1 
~g/mL). p< 0.05 

Los resultados obtenidos muestran que la adición de lipopolisacárido a los 

macrófagos peritoneales, aumentó la producción de TNF-ü y más aún en el caso 

de los macrófagos de animales suplementados con zinc (grupo 1 y grupo 11), 

cuando se comparó con los macrófagos a los que no se adicionó lipolisacárido, 

esto se muestra en la gráfica 5. 
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Gritica 5. ProcI.>:cién de TNF-a pcr MIlO de rrocrétEQJS estirrUa:los ccn 
lipq:ldisa:áido 
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El valor promedio de TNF-a liberado, en los grupos a los que no se les adicionó 

lipopolisacárido permanece constante, no así en el grupo I donde se observó un 

ligero aumento, con significancia estadistica (p < 0.05), con respecto a su testigo. 

Ese incremento, que puede explicarse como efecto de la suplementación con zinc, 

no se observó así en el grupo 11. 

En diversos trabajos realizados "in vivo" como "in vitro", se ha reportado un 

aumento en la liberación de citocinas después de suministrar o adicionar zinc a 
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células mono nucleares de animales y humanos, datos que son confirmados con 

nuestros resultados. (31,65,66,78,79) 

Estos resultados muestran la importancia de este elemento traza en la función del 

macrófago, específicamente en la producción de citocinas, sugiriendo la 

posibilidad de la regulación de las funciones del macrófago en etapas perínatales. 

los niveles de zinc y la edad son factores que afectan la respuesta inmune y 

predisponen al huésped a ser susceptible a enfermedades infecciosas. (22, 24) los 

efectos benéficos del TNF-<l en la resistencia a infecciones se deben a la 

producción de pequeiias cantidades en los sitios locales de la infección. la 

producción de estas cantidades de TNF-<l, se observan en presencia de 

infecciones causadas por bacterias Gram (-l, nuestros datos sugieren que los. 

niveles de zinc pueden ser un importante elemento regulador en la respuesta 

inmune durante la infección por bacterias Gram (-l. 

Nuestros resultados, indican que la suplementación con zinc, eleva la 

concentración de TNF-<l que puede ser de gran ayuda en el periodo perinatal, 

donde existe una mínima producción de TNF-<l. (61) 



En una situación de balance, el TNF-ü se comporta como el principal mediador en 

la lucha frente a la inflamación y a microorganismos invasores. Sin embargo, TNF­

a puede producir efectos colaterales, ya que una excesiva producción de TNF-ü 

causa serios trastornos en el huésped, es responsable de las principales 

alteraciones clínicas y bioquímicas del shock endotóxico, (33, 35) por lo que se 

sugiere que la suplementación con zinc debe de ser administrada 

cuidadosamente, 
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VII. CONCLUSIONES 

• Este trabajo permite observar que el zinc administrado "in vivo" (500 mg/L) 

en las etapas de gestación, lactancia y destete aumenta la liberación de TNF-o. 

en macrófagos peritoneales estimulados con lipopolisacárido. 

• Los resultados de esta tesis comprueban que el zinc es un elemento 

esencial en la respuesta inmune, afectando el funcionamiento del macrófago, 

provocando un incremento en la producción de TNF-o., sin producir efectos 

secundarios en los animales suplementados. 



ANEXO 

A. ANALlSIS ESTADISTICO 

Para determinar las diferencias significativas entre los grupos de estudio, los 

resultados se analizaron mediante la prueba estadística de ANOV A. y se 

considera p< 0.05 como significativa. 

Tabla 1 Los resultados obtenidos del cultivo de macrófagos donde se 
adiciono lipopolisacilrldo. 

Fuente eJe Suma eJe GllIdosde Mediada 
F Probabilidad 

variación cuadllldos libertad cuadrados 

Edad 18104779 1 18104779 822.1044 0.0000 

Dosis 2959251 2959251 134.3741 0.0000 

Edad-dosis 26112 1 26112 1.1857 0.2834 

Error 792774 36 22021.5 

Total 21882528.1 39 

Tabla 2 Los resultados obtenidos del cultivo de macrófagos donde no se 
adiciono lipopolisacilrldo. 

Fuente eJe Suma eJe GllIdos de Madiada 
F Probabilidad 

variación cuadllldos libertad cuadrados 

Edad 465.806 465.806 0.1213 0.7298 

Dosis 32279.442 1 32279.442 8.3970 0.0064 

Edad-dosis 64778.352 1 64778.352 16.8511 0.0002 

Error 138576.62 36 3849.35 

Total 235893.57 39 
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Para poder concluir que existen diferencias significativas se considera que el valor 

de p obtenido deberá ser menor que 0.05, y en caso de ser mayor se concluye 

que no hay diferencias significativas. 

B. Determinación de la concentración de TNF-a 

Para calcular la concentración de TNF-a en los sobrenadantes de cultivo de 

macrófagos se tomaron los datos de absorbancia obtenidos en muestras de 

ambos grupos de trabajo y sus respectivos controles. 

La curva patrón sé gráfico. (figura 1) y con los datos que conforman cada una de 

las rectas se hace un análisis de regresión lineal. 

Fig. 1 Curva patrón 
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Las absorbancias de las muestras que quedan dentro de la parte recta de la curva 

patón se transforman a concentración de TNF-a (pg/mL) con los datos de la 

regresión lineal. (Tabla 1) 

Tabla. 1 Datos de regresión lineal de la curva patrón 

Concentración de TNF(pg/mL) 

35 

140 

560 

2240 

Absorbancia 

0.070 

0.176 

0.570 

1.547 

Regresión lineal 

r= 0.995 

m=O.OOl 

C. Contenido del medio de Cultivo RPMI1640 suplementado 

El medio de cultivo RPMI1640 suplementado contiene una concentración final de 

10% de suero fetal bovino(Sigma ehem. St. Louis USA No. Cat. F-2442). 2mM L­

glutamina (Hyclone Road Utah USA No. Cat. B-300G-D). 0.5% de aminoácidos no 

esenciales (Microlab México). 0.5% de piruvato de sodio (Microlab México), penicilina 

200 U/mL, estreptomicina 100~g/mL (Hyclone Road Utah USA No. Cat. B-3001-D). 
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