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RESUMEN

El zinc es un elemento traza importante para la funcién de la respuesta inmune, la
deficiencia de zinc se asocia a retardo en el crecimiento y lesiones dérmicas. En la
respuesta inmune se observa depresion de la respuesta de anticuerpos y
alteracidon de la funcidn fagocitica, entre otros. Ademas el zinc es importante para
los procesos de transcripcion del ADN y en la expresion del ARNm de proteinas y
enzimas que requieren de este metatl para funcionar cormectamente.

En este trabajo, se evaluaron los efectos de la suplementacion oral con zinc,
realizando ensayos en macrofagos de peritoneo estimulados con LPS, para
evaluar la expresion del ARNm de la IL-1a y del TNFa, por medio de la
retrotranscripcion— reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

El trabajo experimental se realizO con ratones BALB/c, los cuales se
suplementaron con zinc en una concentracion de 500 mg/L en el agua de beber.
El grupo | recibié zinc durante los periodos de gestacion y lactancia (3 semanas de
edad) y el grupo |l recibidé zinc durante la gestacion, lactancia y destete (6
semanas de edad) con sus respectivos grupos testigo, los cuales no recibieron el
suplemento.

Los resultados obtenidos mostraron que la maxima expresion del gen de la IL-1a
fue a las 4 h después de la estimulacion con LPS, por lo que se evalué la
expresion genética a ias 4 h en los grupos de investigacion observandose que en
el grupo | (6 semanas de tratamiento) la expresion del gen es 3 veces mayor que
el grupo testigo los cuales no recibieron zinc. Con respecto al grupo il (9 semanas
de tratamiento) la expresion es 4 veces mayor con respecto al grupo testigo.

Con relacién al TNF la maxima expresion del gen fue a las 3 horas después de la
estimulacion con LPS, por lo cual se llevé a cabo la evaluacion a las 3 horas en los
grupos | y i, resuitando que en el grupo |, la expresion genética es 4 veces mayor



con respecto al grupo testigo y en el grupo Hl la expresion del gen es 3 veces
mayor con respecto al grupo testigo.

Estos resultados sugieren que los suplementos orales de zinc aumentan la
expresion de las monocinas, las cuales son importantes en la respuesta inmune
natural como especifica, aunque puede existir controversia por el aumento en la
produccion de la IL-1 y del TNF, en este trabajo se indica que el zinc puede
favorecer el incremento de algunas respuestas inmunoiégicas en etapas
perinatales y tener una accidon benéfica si se administra con una vigilancia

cuidadosa, en dosis y periodos especificos.




I. Introduccién
1. El zinc

El zinc es un meta! divalente que en soluciones a pH 7, interacciona y forma
carbonatos, fosfatos e hidréxidos de baja solubilidad. En los fluidos biologicos el
Zn se solubiliza al formar complejos con cuatro ligandos en arreglos tetraédricos,
también es un cofactor de mas de 300 enzimas. La intervencion del zinc en
diversos sistemas enzimaticos, se asocia al papel de las metaloenzimas. Aunque
en el hombre se han descrito la participacion de aproximadamente 20 de estas
enzimas, las restantes se han encontrado en diversas especies animales. Las
metaloenzimas son proteinas conjugadas capaces de ligar una variedad de
metales, se encuentran presentes en todos los tejidos principaimente en higado,
rifdn, pancreas e intestino, las enzimas aisladas de higado humano contienen
exclusivamente zinc, éstas se encuentran invoiucradas en el metabolismo
energético, en la degradacion y sintesis de los acidos nucleicos, en la biosintesis
del grupo hemo, en el transporte del diéxido de carbono (anhidrasa carbénica) y
en otras reacciones bioquimicas. Oftras proteinas como las metalotioneinas

cuando se saturan con sales de zinc o cadmio fijan 7 atomos del metal *13.3969

Ei zinc es importante para el crecimiento y reproduccion. Es un componente
estructural y funcional de biomembranas y estabilizador de la estructura del ARN,
ADN y ribosomas y puede participar en la estructura de los factores de
trascripcion. El zinc se requiere para la proliferacion celular y estabilizacién de
complejos de hormona-receptor. *°



La distribucién del zinc en el organismo se resume en la Tabila |

Adulto
22g musculos 60%
huesos 30%
prostata 1%
higado, tejidos
tegumentarios, 2%

rindn y cerebro
coroides y la retina | 400 ug/g de tejido

fresco
plasma 12 -16 png/L
Recien nacidos
140 mg higado 25%

Tabla I. Distribucion del zinc *¢*
1.1 Metabolismo

Biodisponibilidad: Se absorbe sdlo el 20% de zinc presente en la dieta; los fitatos,
oxalatos, taninos, fibra dietética de los alimentos vegetales interfieren con la
absorcion del microelemento, ademas de la penicilina y diyodoxiquinoieina

Absorcién: se recomienda el consumo de 15 mg de zinc en la dieta diaria. La
mayor parte de la absorcion del mineral se realiza en la porcion distal del intestino
delgado en el yeyuno.*® Una vez que el zinc pasa a los enterocitos una parte se
retiene y se une a las metalotioneinas, estas proteinas juegan un papel importante
en !a regulacion del metabolismo en la absorcion del zinc en el intestino.%®

Transporte: El zinc que sale de las células epiteliales intestinales, pasa a los
capilares de la lamina propia de las vellosidades y se incorpora a la circulacion
porta. En el plasma, la albumina constituye el mayor transportador de zinc
intercambiable (60%); alrededor del 30% se une a una alfa-2-macroglobulina y



cerca del 10% se encuentra ligado a aminoacidos como la histidina y cisteina;

menos del 1% se encuentra en estado idnico.

Almacenamiento y excrecion. la mayor excrecion del zinc endoégeno es por la via
digestiva perdiéndose de 4 a 5 mg, sin embargo 20% se recuperan en la
circulacion enteropatica, en la orina se elimina entre 0.4 y 0.6 mg; en los
tegumentos y en el sudor se pierde cerca de 1 mg. La leche humana contiene
entre 1y 2 ng/mL. Estos datos se resumen en la figura 1.%°

I Biodisponibilidad

I Dicta fibra, fitatos,oxalatos taninos.
l(lSmu/dia\
Heces: Epitclios, bilis y
cantidad g——— Intestino | 4———  SEcrecion pancreas:
variable 4-5mg
2-5mg .
(20-30%) Muisculo
(60%)
Higado
———— Sudor:1lmg
::‘,’5"?“ ——— Semen: I mg
ncreas (albamina) (eyaculacion)
_——V
- Pt Rifion — Orina: 0.4-0.6 mg
(30%)

Figura 1. Metabolismo del zinc ®

Otras funciones fisioldgicas: El zinc es esencial en el crecimiento corporal,
interviene en la sintesis de las proteinas, de los acidos desoxiribonucléico (ADN) y
ribonucléico (ARN) y participa en la conformacion de los polisomas, ademas
interacciona con la vitamina A, preservando las funciones de este nutrimento
porque el zinc forma parte de las deshidrogenasas involucradas en el metabolismo
de los pigmentos de la retina, dependientes de vitamina A. También el zinc es
necesario para que el higado sintetice la proteina transportadora del retinol.



Replicacion celular
Vision nocturna

Apetito

Fertilidad y reproduccion

Crecimiento celular
Mecanismos inmunolégicos
Sentido del gusto
Maduracion sexual

Tabla Il. Algunas funciones bioldgicas en las que interviene el zinc

1.2 Efectos de la deficiencia de zinc en la fisiologia

Se han atribuido diversas manifestaciones clinicas a la deficiencia de zinc, algunas
de estas son el retardo en el crecimiento, la pérdida del apetito, letargia, el
hipogonadismo y las lesiones dérmicas;, ademas de un deterioro en el sistema
inmune en la disminucion de la reaccion de células T, en los niveles de la hormona
timulina y quimiotaxis atenuada por neutréfilos y monocitos.??**5% La desnutricién
proteico-energeética suele asociarse a la deficiencia de zinc y otros nutrimentos ®®
En estudios en nifios en la India se observd que la suplementacidn con zinc
disminuy6 los episodios de diarrea severa y con una baja concentracion del
microelemento en plasma ( < 8.4 umol/L).%'° También se ha asociado un estado
de deficiencia secundaria de Zn a enfermedades como sindrome de Down, SIDA,
anemia de células falciformes y algunos canceres. En 1992, se informa que la
prevalencia de preescolares en Meéxico con una inadecuada ingestion del
elemento, sin sintomas de deficiencia fue del 25 % en un poblado de la region
rural, Valle de Solis. La frecuencia de ingestion inadecuada se debid a las dietas
altas en fitatos por consumo de maiz y frijol. '

El zinc se ha considerado como un suplemento no toxico particularmente cuando
se ingiere por via oral, sin embargo, se puede presentar sintomas de intoxicacion
como nausea, vomito, letargia, fatiga, dolor muscular y fiebre como consecuencia
de contaminacién en un medio localizado. Las dosis altas de zinc causan
problemas gastrointestinales como ulceras gastricas y la disminucién de cobre por




competencia en la absorcion con el zinc.*® Se han realizado estudios en humanos,
sobre los efectos producidos por dosis altas del elemento, los cuales demostraron
que la administracion de 300 mg de Zn al dia, cantidad 20 veces mayor a la
ingestion diaria, produce alteraciones en la relacion LDL/HDL (aumento de LDL y
disminucién de HDL) y deficiencia de cobre.

Los indices de laboratorio mas utilizados para valorar el status del zinc son la
determinacion sérica del elemento, la excrecién urinaria, la concentracion de
fosfatasa alcalina en suero, el contenido del zinc en leucocitos y pelo, la prueba
del gusto y metalotioneinas en globulos rojos y monocitos. También se ha
propuesto utilizar el indice de saturacion de timulina como un indicador,>5.14:45.57.08

2. Zinc en las etapas perinatales
2.1 La gestacion

La deficiencia moderada de zinc durante la gestacion tiene efectos adversos en
animales de laboratorio como alteraciones en el tiempo gestacional y retardo del
crecimiento intrauterino.” Algunos datos sugieren que la deficiencia de Zn durante
el embarazo humano causa complicaciones similares aunque los hallazgos son
inconsistentes. '®*En mujeres no gestantes, la cantidad de zinc absorbido que se
requiere para reemplazar la pérdida de Zn endégeno, se estima en 2.5 mg/dia.**

Durante la gestacién la concentracion de zinc en el liquido amnidtico se
incrementa, hace algunos afios se ha propuesto que la disminucion del elemento
en este fluido se relaciona con alteraciones en el feto y durante el parto. e

En un estudio realizado por Bloxam se identifica a un subgrupo de mujeres que
durante la gestacion muestran el nivel de alfa fetoproteina en suero elevado con
disminucién en la concentracion de zinc. Ellas tuvieron bebés con bajo peso al
nacimiento como resultado de un periodo gestacional corto 0 menor crecimiento
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intrauterino. '2 El Zn es un nutriente esencial para el crecimiento y el feto requiere
60% del elemento durante el tercer trimestre del embarazo (24 a 40 semanas de
gestacion) cuando el peso fetal se incrementa al maximo. Los infantes pretérmino
tendran una reserva de Zn menor y debido a que sus organos son inmaduros
pueden ser menos eficientes en absorber y retener Zn que los infantes a término.™*

Ademas de los estudios en animales de laboratorio que informan acerca de
malformaciones en las crias de progenitores deficientes, en humanos se ha
informado que la deficiencia de zinc durante periodos criticos de la embriogénesis
resulta en malformaciones de miiltiples estructuras que incluyen el paladar, el
cerebro y el sistema urogenital. Taubeneck et al demuestran in vitro, la capacidad

del Zn de reducir los efectos teratogénicos del TNFa sobre embriones murinos.%7%¢

2.2 La lactancia

E! interés por estudiar el papet del zinc en la nutricidon de los lactantes se inicio
hace dos decenios. ®® El Zn es esencial para la produccién de leche, Fung et al
demuestran un incremento de la absorcidn matermna del elemento durante la
lactancia posiblemente en respuesta a la demanda de Zn para sintetizar la leche
materna. 3 El contenido de Zn en la leche durante los 3 primeros meses de la
lactancia es de 1.6 mg/L y disminuye con el tiempo postparto (0.5 mg/l. a los 12
meses). En estudios con nifos de 6 meses de edad quienes recibieron
exclusivamente leche matema, no se registraron diferencias significativas en el
zinc plasmatico con respecto al observado en adultos. En otro estudio, en niflos
alimentados con una féormula enriquecida con zinc a razdn de 5.8 mg/L, la
velocidad de crecimiento era mejor que el observado en nifios con una férmula

que contenia 1.8 mg/L. %*7°

Asi fue que la Academia Americana de Pediatria, hizo en 1976 recomendaciones
acerca de la cantidad de oligoelementos que deben contener las formulas lacteas.
Considerando la biodisponibilidad de los minerales, la sugerencia fueron férmulas

6



conteniendo entre 3.7 y 12 mg/L de Zn y para nifios prematuros una concentracion

mayor de este mineral. *®
2.3 La infancia

En la década pasada, varios estudios apoyaron la hipétesis de que la deficiencia
moderada de zinc, es una de las razones por la cua! los niflos crecen a una
velocidad menor. '® La suplementacion con zinc en niflos, puede ser benéfica en
situaciones particulares como una dieta baja en productos animales, basada en
cereales y legumbres con aita cantidad de fitatos; falta grave de crecimiento y
concentracion plasmatica de Zn baja o episodios de diarrea persistente. 24

Los productos animales son el origen mas importante de zinc en la dieta, en
términos tanto de contenido como de biodisponibilidad. Debido a que las dietas, en
los paises en desarrollo, se basan principalmente en vegetales con fitatos, los
cuales inhiben la absorcion de Zn, es dificil para los nifios de estos paises, obtener
la ingestion recomendada, unicamente de su dieta. En un estudio realizado en
formulas lacteas infantiles por Michel et al/, se demuestra que a pesar de que las
cantidades de Ca y Zn puedan ser mayores que en la leche humana, el porcentaje
de los elementos en forma soluble disminuye como resultado del proceso de
elaboracion. 3

En México el tratamiento de nifios entre 18 y 36 meses de edad, redujo ia

morbilidad de diarreas, pero sin mejorar el crecimiento, >'°8'.7°

Un factor determinante de la sobrevivencia después del nacimiento, es la
capacidad del infante para resistir enfermedades respiratorias y diarreicas. El
primer estudio acerca del uso terapéutico del zinc, en diamea aguda, fue
conducido por Sachdev et al en la India, en niffos con una edad promedio de 9
meses. Sus resultados muestran una reduccion del 9% en la duracion de la
diarrea. Al realizarse estudios en otros paises subdesarrollados como,

7



Blangladesh, Gambia, indonesia, Pakistan Pert, Vietnam, México, Guatemala y
Nueva Guinea, se muestra que la suplementacion de zinc en nifios disminuye los

episodios de diarrea y enfermedades respiratorias. '*®'

El zinc también es un nutrimento critico para el desarrolio del sistema nervioso
central, puede contribuir a su estructura y funcién. La deficiencia de Zn se ha
relacionado con retardo en el desarrollo cognoscitivo y motor, durante la infancia y

la adolescencia. '°

Estos datos sugieren que muchos infantes y nifios preescolares en paises en
desarrollo como México, no satisfacen sus requerimientos de zinc con la comida y
que la suplementacion o fortificacion es particularmente atil durante este periodo

de vida, 36

3. Elzinc y el sistema inmunolégico

Se han estudiado por varias décadas los mecanismos inmunoldgicos por los
cuales el zinc modula el decremento a la susceptibilidad a infecciones y esta claro
que afecta multiples aspectos del sistema inmune, desde las barreras de la piel

hasta la regulacién genética de los linfocitos. 2¢23:57:59

El elemento es crucial para el desarrolio normal y funcionamiento de la inmunidad
celular no especifica tales como neutrdfilos y células NK. La deficiencia de zinc
ademas afecta el desarrollo de la inmunidad adquirida por influir tanto en el
crecimiento como ciertas funciones de los linfocitos T como en su activacion, la
produccion de citocinas Th1 y la cooperacion con linfocitos B. 37 El macréfago, una
célula fundamental en muchas funciones inmunolégicas, en deficiencia de Zn se
ve afectado al disminuir sus capacidades de fagocitosis, destruccion intracelular y
produccion de citocinas. 3577° Se considera que la concentracion de Zn en suero
en el rango de 12-16 uM modula positivamente la funcionalidad del sistema

inmune, 27315973



Muchos de los efectos del zinc sobre estos mediadores inmunolégicos claves
radican en los innumerables actividades del Zn sobre las funciones celulares
basicas tales como replicacion de ADN, transcripcién, divisidn y activacion
celular.®’ El Zn funciona ademas como un antioxidante y puede estabilizar

membranas y su deficiencia potencia o inhibe la apoptosis, 32 42-66.70.76

3.1 Efectos del zinc sobre las barreras y la inmunidad natural

La evaluacion de los efectos del zinc sobre la inmunidad del hospedero debe
comenzar con los efectos del elemento sobre la inmunidad innata o natural. La
deficiencia de Zn dafa a las células epidérmicas, resultando en las lesiones de la
piel, caracteristicas en la acrodermatitis enteropatica . En deficiencia de Zn
también se observa daiio en la superficie de los aparatos gastrointestinal y
pulmonar, y sobre otros mediadores inespecificos de la inmunidad como la funcidén
de leucocitos polimorfonucleares, células NK y la actividad del

complemento. #956.70

3.2 Efectos del zinc sobre la inmunidad especifica o adquirida

El contenido de zinc en los linfocitos es de 50-60 ug/10'® linfocitos de sangre
periférica. La linfopenia es comun en humanos y animales de experimentacion
deficientes en zinc. Fraker et al informan que los ratones adultos alimentados por
dos semanas con dietas deficientes en Zn tienen numeros reducidos de linfocitos
T y B en sangre periférica, en bazo y la cantidad de macréfagos se reduce mas de
un 50%. 5770

Las deficiencias de zinc también deprimen la funcion de los linfocitos, en general
la respuesta proliferativa a mitégenos de linfocitos T y B murinos se encuentra
disminuida en animales deficientes comparada con sus testigos. En algunos
estudios, el rango de supresion de los linfocitos T se observa entre 5 a 50%. Sin
embargo, algunos datos basados en ensayos que miden la produccion de
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anticuerpos in vitro (PFC) sugieren que el efecto primario de la deficiencia de zinc
es la delecién de los linfocitos, sin pérdida de la funcionalidad en las células

sobrevivientes. 9%

a) Linfocitos T

Las investigaciones acerca de la deficiencia de zinc en modelos experimentales
como el bovino, porcino, murino, rata y también en nifios deficientes han descrito
una reduccion significativa del tamafio del timo. La reduccion en el tamaiio del
organo y su celularidad se observa principalmente en la corteza timica, estos
cambios no se encuentran en los animales testigos alimentados con dieta
restringida, confirnando que el zinc es el responsable del efecto. En los drganos
linfoides periféricos, el numero de linfocitos T disminuye progresivamente en el

bazo, en los ganglios linfaticos y en la sangre periférica. 257

b) Linfocitos B

La deficiencia de zinc bloquea el desarrollo de los linfocitos B en la médula 6sea-
resultando en disminucion en el numero de linfocitos B en el bazo. En un
experimento realizado por Fraker et al, cuando se alimentaron ratones con una
dieta deficiente en zinc durante 30 dias, se redujeron los linfocitos B y sus
precursores un 75%. La pérdida fue predominantemente en linfocitos pre-8 y
linfocitos B inmaduros, los cuales declinaron airededor de un 59% y 25%
respectivamente, mientras los linfocitos B maduros se afectaron menos. %

En relacion a la respuesta de anticuerpos, en otros estudios de Fraker et al se
muestra que la deficiencia moderada de zinc afecté |la respuesta de anticuerpos a
antigenos T dependientes pero no a antigenos T independientes. En una
respuesta T dependiente cuando los animales retomaron a una dieta normal
recuperaron el numero de PFC IgM en una semana mientras la respuesta IgG
tardd airededor de un mes. La memoria inmunologica también se ve afectada por
el status del zinc. %°



Varios informes de estudios en humanos y animales muestran que la malnutricién
proteico-energética disminuye la produccion de citocinas y la deficiencia de un
solo nutrimento también resulta en una respuesta inmunoldgica dafada.'’ La
produccién o las actividades bioldgicas de varias citocinas se ven afectadas por la
deficiencia de zinc, existen informes sobre disminucion de la produccion de las
citocinas IL-1, IL-2, IL-4 e IFNy. En algunos estudios se ha encontrado disminucion
de la expresion del receptor para IL-2 y en el nimero de linfocitos productores de
la citocina. 255985 por su parte la IL-3 contiene un sitio de unidn para zinc que es
importante para su actividad y con el IFNy participa en la dimerizacibn de la

citocina lo cual también es necesario para su funcién.

¢) Monocitos y macréfagos

Se han observado efectos sobre la funcionalidad de los monocitos y los
macroéfagos durante la deficiencia de zinc. Hambidge informa que en humanos con
acrodermatitis enteropatica, la respuesta quimiotactica de los monocitos se
encuentra suprimida y se restaura después de adicionar Zn in vitro. Los monocitos
de ratones deficientes en zinc tienen danada la capacidad de fagocitar y destruir
parasitos intracelulares, lo cual también se corrige adicionando Zn. Sin embargo,
en algunos estudios se informa que la capacidad fagocitica de los macréfagos de
animales deficientes se encuentra incrementada asi como su actividad citotoxica.®®

En relacion a los efectos del zinc sobre la produccion de radicales microbicidas de
oxigeno y oxido nitrico por los macréfagos, no hay muchos datos. 3 Se conoce
que el incremento de Zn y metales pesados puede disminuir la presencia de
radicales libres contribuyendo a la destoxificacién de grupos reactivos durante el
proceso inflamatorio. ** El elemento se involucra en la estimulacién de la NADPH
oxidasa a través de su papel como cofactor de la fosfolipasa A; y de la
fosfolipasa C, también estabiliza al acido araquidénico contra oxidacion por

complejos de fierro.'7'®



La deficiencia de zinc suprime la activacidbn que aporta el macréfago a los
finfocitos T inhibiendo la proliferacion. Aunque los efectos alteran a ambas células,
parece que la supresion funcional ocurre de forma temprana en el macroéfago,
pues James et al informan que la incubacién de los macréfagos con sales de Zn
dentro de los 30 minutos de incubacidn restaura la capacidad proliferativa de los
linfocitos T. 37% Interesantemente, los monocitos contienen una concentraciéon de
Zn intracelular mayor que los linfocitos T. ® Chavdil et a/ informan en 1977 que las
concentraciones altas de zinc in vitro inhiben la activacion de los macréfagos, la
movilidad, la fagocitosis y el consumo de oxigeno. De igual manera se suprime la
actividad fagocitica y fungicida de los monocitos de nifios con marasmo y que se
rehabilitaron con zinc. %

Se requieren mas estudios para entender las condiciones bajo las cuales el zinc
afecta a los monocitos y macrofagos en sus actividades como fagocitosis,
producciéon de radicales libres, procesamiento y presentacion de antigeno y
produccién de citocinas. 558

En un estudio realizado por Serasushago y Chandra en ratones BALB/c, se evalu6
el impacto de la deficiencia de zinc sobre la produccién de las monocinas IL-1a y
TNF in vivo. Sus resultados muestran la disminucion en las concentraciones de las
citocinas y solo existe diferencia significativa en la disminucion de la produccion
del TNF. &

3.3 Efectos de la suplementacién con zinc

El zinc se ha considerado como un micronutriente no toxico en un rango amplio
alrededor de la dosis diaria recomendada, sin embargo cinco veces la ingestion
diaria puede conducir a cambios bioquimicos evidentes como la presencia de
deficiencia de cobre. La suplementacion debe realizarse con precauciéon utilizando
la cantidad minima efectiva de zinc.'”



Las investigaciones realizadas por Sazawal y Penny en Bangladesh, la India,
Indonesia, Pakistan y Peri han examinado los efectos terapéuticos del zinc sobre
diarreas agudas y persistentes y han demostrado que la suplementacion con zinc
reduce la duracion de los episodio diarreicos. Black en EUA sugiere que la
suplementacion con zinc puede prevenir infecciones respiratorias agudas y
neumonia. En estos estudios los efectos fueron significativos en los casos de

desnutricion, 7%

También se ha discutido el uso de suplementos de zinc en mujeres embarazadas.
Jameson y por su parte Swanson y King han informado que las concentraciones
de zinc en las mujeres durante el embarazo pueden correlacionar directamente
con el peso de los bebés al nacimiento e indirectamente con la posibilidad de

partos prematuros.>™

En un estudio realizado por Rosado y colaboradores se observa que la
suplementacion con zinc durante doce meses disminuye significativamente la
morbilidad causada por enfermedades gastrointestinales (diarrea y fiebre) en una
poblacién rural de niftios en edad preescolar , {a suplementacidén con zinc mejora la
inmunocompetencia presente en nifos desnutridos®'

En el Laboratorio de Investigacion en Inmunologia de la Facultad de Quimica,
estudios previos a este trabajo, indican que la suplementaciéon con zinc durante las

etapas perinatales aumentan algunas funciones inmunolégicas. 343

La administracion oral de zinc a ratones BALB/c en los periodos de gestacion y
lactancia produjo un incremento significativo en el metabolismo de los macrifagos
peritoneales y en la fagocitosis; respecto a los linfocitos B se observé un aumento
considerable de la respuesta IgM. En los linfocitos T se encontré un efecto
mitogénico del metal y se observa que la respuesta proliferativa maxima se
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presenta con la concentracion de 0.1 mM de zinc, y dosis mayores resultan toxicas

para las células.

Se observo que el zinc inhibe la involucion timica. Estos resultados revelan la
importancia de este elemento traza en el estado inmune, suginendo la posibilidad

de la regulacion de algunas funciones inmunologicas. *'4243

3.3 Las citocinas secretadas por el macréfago

Los macréfagos representan una familia de leucocitos mononucieares que se
encuentran distribuidos ampliamente a través del cuerpo, dentro y fuera de los
organos linfohematopoyéticos. Varian considerablemente en su tiempo de vida y
fenotipo dependiendo de su origen y microambiente local, por lo que se ha tratado
de incluirlos dentro del llamado sistema fagocitico mononuclear y separandolos det
sistema reticulo endotelial que incluye ademas células de soporte, no

necesariamente fagociticas y de diferente origen, 583

Los macréfagos se originan en la médula ésea a partir de una célula precursora
comun que se diferencia en el mieloblasto que dara origen a ia linea granulocitica,
y el monoblasto que originara al sistema fagocitico mononuclear. Por su pare los
monoblastos proliferan y se diferencian a promonocitos en un lapso que va de 3 a
5 dias y después a monocitos, estado en el cual pasan a la circulacion y ahi se
mantienen durante un periodo entre 1.54.5 dias. A diferencia de los PMN
circulantes, los monocitos son células que alcanzan la maduracion hasta que se
establecen en los tejidos en donde sobreviven durante semanas 0 meses como
macréfagos. &

Los macréfagos procesan y presentan antigenos, producen quimiocinas y
monocinas como la interleucina (IL)-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18 y también producen
el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa). Pueden fagocitar patoégenos extra e
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intracelulares y células necréticas o apoptoticas eliminandolos en

subcompartimentos apropiados de los 6rganos linfoides. >33

Las funciones de los macrofagos dentro de los tejidos son homeostaticas,
regulando e! ambiente local y sistémico a través de diversos receptores de
membrana y una variedad de productos secretados. Elos reaccionan frente a
senales o las generan influyendo sobre el crecimiento, la diferenciacién y muerte
de otras células. Cuando los macréfagos reconocen y fagocitan a los
microorganismos, se estimulan para producir citocinas, que inducen inflamacién
local y efectos sistémicos. Los efectos sistémicos se denominan colectivamente
respuesta de fase aguda, porque ocurre rapidamente tras ciertas infecciones. Las
principales monocinas producidas son TNF-a, IL-1, IL-6, {L-8 e IL-12. Ademas de
los macréfagos los mastocitos también inducen inflamaciéon, todos estos efectos
innatos persiguen aumentar el nimero de células y moléculas en la zona
infectada.

La respuesta de fase aguda se provoca por la accidon de las monocinas sobre
distintas células, tejidos y 6rganos. Entre estas acciones destacan el aumento del
catabolismo de lipidos y proteinas del tejido adiposo, hepatico y muscular
induciendo un aumento de la temperatura corporatl via hipotalamo, movitizacién de
neutréfilos de la médula 6sea, de los endotelios y aumento de la sintesis y
secrecion de las proteinas de fase aguda por los hepatocitos. 32

En las etapas perinatales la produccion de monocinas puede encontrarse
disminuida; Peters et al proporcionan datos de concentracion baja en la secrecion
de citocinas por monocitos neonatales. En su estudio, los monocitos de sangre
periférica de recién nacidos estimulados con lipopolisacarido mostraron
disminucion significativa en 1a produccion de iL-1 y TNFa comparada con

monocitos de adultos. 35
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Weatherstone et al/ informan que los monocitos estimulados con lipopolisacarido
de bebés pretérmino producen también una menor cantidad de TNFa. Dada las
actividades biolégicas multiples de estas citocinas, la disminucion en su secrecion
puede ser un factor importante en el incremento de la susceptibilidad a infecciones
de los recién nacidos.”? También se ha demostrado la secrecién de la IL-1a y el
TNFa por las células estromales timicas y se ha indicado su participacion durante
el desarrollo fetal en la diferenciacién de los linfocitos.”” A este respecto, existe la
posibilidad de estimular la producciéon de ambas citocinas con el metal; Scuderi ,
Driessen y Wellinghausen seflalan que en humanos, ia presencia de zinc in vitro
estimula la produccion de las citocinas IL-13, IL-6, IFNa y TNFa por

monocitos. 38474

Lastra et al informan que fa administracién oral de zinc a ratones BALB/c en los
periodos de gestacién y lactancia produjo un incremento significativo en el
metabolismo de los macrdfagos peritoneales y en la fagocitosis, también se
observé aumento en la produccion de TNF alfa por macréfagos peritoneales en las
mismas etapas.*'

Prasad et al en un modelo experimental humano de deficiencia de zinc observan
que la produccion de TNFa por células mononucleares de sangre periférica se
encuentra disminuida. Sin embargo, Abul et al sugieren que el Zn puede regular
negativamente la produccion de IL-1a de macréfagos alveolares activados in vitro

con LPS, de pacientes con tuberculosis pulmonar o con neumonia bacteriana. 187

Wellinghausen et al/ por su parte también muestran que el zinc incrementa la
inducciéon de TNFa e IL-1B en cultivos de células mononucieares de sangre
periférica estimuladas con lipopolisacarido (L.PS), ellos sugieren que el efecto
sinérgico del Zn se debe a su interaccion directa con el LPS alterando 1a fluidez de
la molécula y por la influencia a nivel transduccional sobre segundos

mensajeros.”>’* Este grupo de investigadores también informan que la
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concentracion 100 uM de zinc induce la expresion de ARNm para TNFa e IL-1B y
proponen que es posible lograr esta concentracion in vivo sin inducir efectos

colaterales adversos. 7475

Los datos citados anteriormente muestran la diversidad de resultados de los

efectos del zinc sobre el macréfago algunos de ellos controversiales y la escasa
informacion que hay de protocolos en las etapas perinatales.

3.3.1 Interleucina 1 (IL-1)

En 1972, Gery y Waksman detectaron la funcién biolégica de la interdeucina 1, la
describieron como un factor activador de linfocitos (LAF), el cual aumentaba la
actividad proliferativa in vitro en respuesta al estimuio de lectinas en timocitos
murinos estimulando linfocitos de sangre periférica.*’

El origen principal de la interfeucina 1 (IL-1) es el monocito, los macréfagos
activados de diferentes origenes (macréfagos alveolares, células de Kupffer,
células adherentes de bazo y macrofagos peritoneales) y los neutrdfilos periféricos
también producen la citocina.?*#%5® Hay dos formas funcionales de interleucina 1,
la IL-1a (17 kDa, 159 residuos de aa, pl=5.0) y la IL-1p (17 kDa, 153 residuos de
aa, pl=7.0) que son codificados por dos genes diferentes. La IL-1} es la forma
predominante en humanos mientras la IL-1a fo es en el raton. 47

A nivel de proteina la IL-1a y la IL-1p muestran aproximadamente 27% de
homologia restringida principalmente a la region carboxilo terminal, los nombres
por tanto sugieren una relacién que realmente no existe. Sin embargo, las formas
tridimensionales de las dos interleucinas son casi idénticas, ambas formas son
esféricas carentes de regiones alfa-hélice y se unen al mismo receptor. 32



Las IL-1a e IL-1B se sintetizan como precursores de 35 kDa (el precursor de IL-1a
de 271 residuos de aa y el de IL-1f3 de 269 residuos de aa).*’ El precursor de L-1a
es activo pero el de la IL-B no, éste requiere ser procesado para poder unirse a su
receptor. Los precursores de la interleucina 1 no contienen la secuencia
hidrofébica sefial que permite el transporte de la proteina por las vias secretorias
clasicas involucrando al sistema reticulo endoplasmico/Golgi. ** En el precursor de
IL-1a, se ha identificado una secuencia sefial nuclear sugiriendo que esta citocina

también puede actuar en el niicleo celular. 2!

Las proteinas maduras se producen por ruptura proteolitica de los precursores por
varias proteasas, la IL-1 pueden generarse por la acciéon de la elastasa, de la
catepsina G y de la colagenasa. En el propéptido IL-1a la ruptura ocurre entre la
arginina 112 y la serina 113, mientras en el precursor IL-1f8 es entre la asparagina
116 y la alanina 117. * Ademas de las formas secretorias de la interleucina 1,
existe otra forma activa de 22 kDa. asociada a la membrana celular. Esta consiste
principalmente de IL-la y se involucra con el control de crecimiento de células
adyacentes. También existen formas de IL-1 de bajo peso molecular en suero y en
orina.

Las dos IL-1 se unen indistintamente al mismo receptor y por tanto muestran
similitud en sus actividades bioldgicas. Se han descrito dos clases de receptores
(IL-1R) con diferentes afinidades de unién (10° y 10''M). Las actividades
bioldgicas de la interleucina 1 se han observado también en un intervalo de
concentraciones de 10 '-10 "M lo cual sugiere la existencia de conformaciones
de alta afinidad del receptor o la existencia de otros receptores. 15

El receptor tipo | (CD121a; 80kDa) se expresa predominantemente sobre linfocitos
T y células de origen mesenquimatoso y une ambos tipos de IL-1 con igual
afinidad. El gene que codifica este receptor se localiza en el cromosoma 2q12
humano. E! receptor contiene tres dominios extracelulares y pertenece a la

superfamilia de las inmunoglobulinas. La proteina completa tiene una iongitud de
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576 residuos de aa y contiene siete sitios de N-glicosilacion. El receptor tipo Il
(CD121b; 60kDa) consiste de una proteina de 398 residuos de aa, se expresa
sobre los linfocitos B, granulocitos y macréfagos. Ambos receptores ademas unen

alL-1ra, 28475

La unidon de la IL-1 a su receptor puede activar al factor de transcripcion
NK-kappa-B e induce la expresion de los oncogenes fos y myc. Las sefales de
transduccidn mediadas por el IL-1R involucran a la adenilato ciclasa Ia cual
incrementa transitoriamente los niveles de AMPc y a la proteina cinasa
dependiente de AMPc (PKA) y una proteina de union a GTP de 46 kDa. También
se ha involucrado en las vias de sefalizacion de la IL-1 un factor similar a las
proteinas STAT.

Algunas de las principales actividades biologicas de la IL-1 son el estimulo de
linfocitos Th los cuales en respuesta, secretan IL-2 y expresan IL-2R; puede actuar
directamente sobre los linfocitos B promoviendo su proliferacion y la sintesis de
inmunoglobulinas. 3 La proliferacion de los linfocitos mediada por IL-1 se inhibe
por TGFB, y TGFp,. La citocina ademas influye sobre la respuesta de las células B
a la IL-5, estimula la proliferacion y activacion de ceélulas NK, fibroblastos y
timocitos. La IL-1 promueve la adhesion de neutréfilos, monocitos y linfocitos Ty B
al incrementar la expresion de moléculas de adhesion como ICAM-1 y ELAM.
También influye en las actividades funcionales y de diferenciacion de las ceélulas
de Langherhans de la piel. 47 La interleucina 1 es un quimioatrayente potente para
leucocitos; la inyeccion de la citocina in vivo conduce a la acumulacion local de
neutrdfilos en el sitio de aplicacién y activa su metabolismo oxidativo. 53

La IL-1 tiene un efecto sinérgico con muchos factores, potencia los efectos de los
factores estimuladores de colonias (CSF) y promueve la generacion de células
progenitoras mieloides. ** También funciona como pirdgeno endégeno induciendo
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la elevacidon de la temperatura por la liberacidon de prostaglandinas en el centro
termorregulador del hipotalamo. *3

En combinacion con otras citocinas es un mediador importante de las reacciones
inflamatorias, incrementa el metabolismo del acido araquiddnico en las células
inflamatorias como fibroblastos, células sinoviales, condrocitos, células
endoteliales, hepatocitos y osteoclastos y se puede observar el incremento de la
secrecion de proteinas inflamatorias como la colagenasa, ia elastasa y el activador

de ptasmindgeno. 2348

Esta monocina tiene varias aplicaciones clinicas debido a sus diversas
actividades, se puede utilizar después de inmunosupresion o de terapia con
drogas citostaticas por su actividad como estimulador de linfocitos T. La iL-1a ha
demostrado su utiidad en el tratamiento de trombocitopenia inducida por
quimioterapia. Puede ser Utit como estimulador de la hematopoyesis tanto sola
como en combinacién con otras sustancias. La IL-1 ha mostrado promover la
curacion de heridas, esta actividad involucra efectos sobre la angiogénesis, la
proliferaciéon de fibroblastos y la actividad quimiotactica sobre neutrdfilos. Sin
embargo, su utilizacion directa se ve limitada por ser muy téxica, capaz de inducir
choque séptico o conducir a dafio vascular. 2

3.3.2 Factor de necrosis tumoral alfa

E! factor de necrosis tumora! alfa (TNFa) y la linfotoxina (LT o TNF{) pertenecen a
un conjunto de proteinas conocido como familia del TNF, existe alrededor de un
30% de homologia entre el TNFa y la LT y son codificados por genes adyaoent&c.’

El TNFa es una citocina que se produce después de estimulacion por macréfagos,
monocitos, linfocitos T (CD4") y células NK. Los neutrdfilos estimulados o no
también la secretan, asi como se produce por los astrocitos, las células de
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microglia, las células de musculo liso y los fibroblastos.?>®® La sintesis de TNFa se
induce con diferentes estimulos incluyendo la accion del lipopolisacarido, IFN,
IL-2, GM-CSF, bradicinina, complejos inmunes, inhibidores de ciclooxigenasa y el
PAF. La produccion de TNF se inhibe con IL-6, TGF{}, vitamina D3, prostaglandina

E., dexametasona, ciclosporina A y antagonistas del PAF. '*-®

El factor de necrosis tumoral alfa es una proteina no glicosilada de 17 KDa con
157 residuos de aminoacido (el TNFa murino se encuentra N-glicosilado), forma
dimeros y trimeros y la homologia con el TNFB es aproximadamente del 30%. 3®
La molécula de 17 KDa se produce por el procesamiento de una proteina
precursora de 233 residuos de aminodacido y ha sido descrita una molécula
transmembranal de 26 KDa. Esta forma se encuentra predominantemente sobre
monocitos y linfocitos T activados, es activa y mediadora del dafio celular por

contacto directo célula-célula. +©®

Los receptores de aita afinidad para el TNFa (Ka=2.5x10°M), se expresan sobre
todo tipo de células somaticas, excepto los eritrocitos. Se han descrito 2 tipos de
receptores de alta afinidad; uno de 55 KDa (p55, TNF-Ri, CD120a) y el otro de
75 KDa (p75, TNF- Ril, CD120b), ambos receptores unen tanto TNFa como TNF§3.
La proteina p55 se expresa sobre las células susceptibles a la accidn citotéxica del
TNF y p75, esta presente especialmente en células de origen mieloide y linfoide.
Un tercer receptor se encuentra en higado humano (p60), éste une al TNFa pero
no al TNFp, se han hallado formas solubles de los tres receptores. La expresion
de los receptores para el TNF se induce por IFNa, IFNf e IFNy y se reduce por
IL-1 y los ésteres de forbol. 7->*

La secrecion del TNFa y de la IL-1p estimulada por lipopolisacarido en monocitos
humanos, es dependiente de la actividad de dos enzimas de transduccién: la
proteina cinasa C (PKC) y la proteina tirosin-cinasa (PTK). El siguiente paso en la
cascada de transduccion de senales inducidas por el lipopolisacarido es la
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activacion de NFkB, un factor de transcripcion que se encuentra en el citoplasma
formando un complejo inactivo unido a la proteina inhibidora |kB. Una de las
cinasas que fosforila directamente a kB es la PKC. Cuando |kB se fosforila, NFkB
se disocia y se transloca al nucleo en una forma activa que se une al ADN

permitiendo la transcripcion génica y la sintesis de TNFa y de la IL-1p.2%4°

El TNFa muestra un amplio espectro de actividades bioldgicas, causa in vitro
citélisis y citostasis de varias lineas celulares tumorales, las células sensibles
mueren algunas horas después de la exposicion en concentracion picomoiar a la
citocina; in vivo causa necrosis hemormrragica de los tumores transplantados. El
factor ademas, realiza la actividad antitumoral a través de induccién de apoptosis,
incrementa la fagocitosis y la citotoxicidad de los neutréfilos y modula la expresion

de otras proteinas incluyendo fos, myc, IL-1 e IL-6, %53

El TNF es promotor de angiogénesis, esta actividad se inhibe con la accién del
IFNy, también es un factor de crecimiento para fibroblastos humanos donde
promueve la sintesis de colagenasa y prostaglandina E;. En osteoclastos induce
su activacion y la reabsorcion dsea y en adipocitos inhibe la sintesis de la enzima
lipoproteina lipasa. En las células endoteliales y sinoviales estimula la biosintesis
de colagenasas y en las células de microglia estimula su proliferacion. bl

El TNFa es un potente quimioatrayente de neutrofilos e incrementa su adherencia
al endotelio ademas incrementa las propiedades quimiotacticas del
formil-metionina-leucina-fenilalanina sobre los neutrdfilos. En los macréfagos no
activados estimula la fagocitosis y la sintesis de superoxido dismutasa. %

En leucocitos y progenitores linfocitarios estimula la expresion de moléculas HLA
clase | y clase 1l y antigenos de diferenciacion, asi como la produccién de IL-1,
CSF, IFNy y estimula el metabolismo del acido araquidénico. El TNFa en conjunto
con la IL-2 promueve la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B y puede
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incrementar la proliferacion de los linfocitos T en respuesta a varios estimulos y en

ausencia de IL-2. %

La sobreexpresion del TNFa tiene varias consecuencias patologicas, es el
principal mediador de caquexia en pacientes con cancer y es responsabie de
varios de los efectos severos durante choque séptico por microorganismos Gram
negativos,®® también participa en desordenes autoinmunes como la artritis

reumatoide y en la enfermedad de Crohn. ®2®

4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En 1985 se desarrolld la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) que amplifica
segmentos cortos (aprox. 100 =500 pb) de una molécula larga de ADN. Es capaz
de producir selectivamente secuencias especificas de ADN por un factor de 108

La reaccién incluye: la muestra de ADN, una polimerasa de ADN termoestable,
dos oligonucledtidos (primers), desoxinucledtidos trifosfato (dNTPs), amortiguador
de reaccidn y magnesio. Los componentes se mezclan y la reaccién se coloca en
un ciclador térmico, que lleva la reacciéon a través de diferentes temperaturas y

tiempos. 3962

Cada ciclo de amplificacion consiste en 3 etapas: desnaturalizacion, alineamiento
y extension. En la primera etapa el ADN diana o blanco se desnaturaliza a
cadenas sencillas por incubacion aproximadamente a 95°C. En el proceso de
desnaturalizacion, las dos hebras de ADN producen el molde de ADN para el
anclaje de la polimerasa termoestable. Figura 2.



AN DIANA

l DESNATURALIZACION

ADN DESNATURALLIZADO

Figura 2. PCR (desnaturalizacién)

La siguiente etapa del ciclo reduce la temperatura a 40-60°C, a estas
temperaturas los oligonucledtidos pueden formar asociaciones estables
(alineacién) con las hebras de ADN separadas y proporciona un sitio de anclaje
para la sintesis de ADN por la ADN polimerasa, esta etapa es de
aproximadamente 30-60 minutos.

ADN DESNATURALLIZADO

HIBRIDACION
DE PRIMERS

Figura 3. PCR (alineamiento)

Finalmente, la sintesis del nuevo ADN comienza cuando la temperatura de
reaccion aumenta al optimo de 1a ADN polimerasa. Figura 4. Para la mayoria de
las polimerasas termoestables esta temperatura es aproximadamente de 74°C. La
extension tarda aproximadamente de 1 a 2 minutos. Esta etapa completa un ciclo
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y el siguiente comienza con el retorno a 95°C para la desnaturalizacion. Cada ciclo
de PCR duplica la cantidad de secuencia de ADN (amplificacién)por ejemplo: en
10 ciclos se multiplica la amplificacién en un factor cerca de 1000, 20 ciclos en un
factor mayor de 10° .Después de 20-40 ciclos el acido nuciéico amplificado puede
ser analizado respecto a su tamario, cantidad, secuenciacion, clonacion, etc, %42

HIBRIDACION ADNPRIMERS

-
-
‘ POLIMERIZACION
[ L e —
— s e s o

Figura 4. PCR (polimerizacién)

Para analizar el nivel de expresion genética en el caso de ARN mensajero se
emplea la actividad de la retrotranscriptasa que convierte el ARN en ADNc para su
posterior amplificacion mediante PCR.

1. Justificacion e hipétesis del estudio

Debido a la participacion del zinc en la respuesta inmunoiégica, se han realizado
varios experimentos en el Laboratorio de Investigacion en Inmunologia en el
sentido de encontrar resultados que ayuden a ampliar el conocimiento actual
sobre la influencia del zinc en diferentes aspectos de la respuesta inmune. Por
esta razéon, se ha evaluado el efecto que provoca la administracion de dosis
moderadas de zinc durante las etapas de gestacion, lactancia y destete en el
raton, mostrando que la intervencidon del zinc tiene un efecto positivo sobre la

respuesta inmune. 41424344



Para determinar el efecto del zinc sobre el macréfago, en este trabajo se
administré una concentracion de S00 mg/L de zinc en el agua de beber a
ratones BALB/c y se midid la expresion genética de IL-1a y TNF-a de macréfagos
peritoneales a las seis y nueve semanas de tratamiento, citocinas que tienen un

papel importante en la respuesta inmune en el humano y en animales.

Hipdétesis

El macréfago es un componente celular modulador de la respuesta inmune y el
zinc un elemento quimico que afecta al sistema inmunoldgico, asi pues
consideramos que la administracion de Zn durante las etapas perinatales puede
coactivar a los macréfagos en la expresion de citocinas como IL-1ta y TNFa, con la

posibilidad de reforzar la respuesta inmune celular.
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Ill. Objetivos

1. Objetivo general

e Evaluar el efecto que tiene el zinc sobre la expresion de los genes de IL-1a
y del TNFa en macréfagos peritoneales de ratdon tratados con zinc en
etapas perinatales

2. Objetivos particulares

e Estandarizar la técnica de aislamiento de ARN total de macréfagos
peritoneales de ratéon en etapas perinatales

e Determinar el tiempo Optimo de expresidon de los genes de la lL-1a y
del TNFa en cultivos de macréfagos de ratones tratados in vivo con zinc y

sin zinc

s Evaluar la concentracién del amplificado (ADNc) de las monocinas para
determinar el efecto del zinc en la expresiéon de estos genes



IV. Metodologia

1. Muestras biolégicas

Se utilizaron ratones de la cepa BALB/c, los animales se dividieron en dos grupos
con sus testigos respectivos (Tabia 1). El suplemento de zinc se les administré en
el agua de beber desde el dia de apareamiento; después de dos semanas se
separaron los machos de las hembras prefadas. Estas recibieron el suplemento

hasta que su progenie cumplié 3 o0 6 semanas de edad.

PERIODO DE TRATAMIENTO CON ZINC EN
mg/L
GESTACION LACTANCIA DESTETE
GRUPO Progenitora— F1 | progenitora— F1 F1
3 semanas 6 semanas 9 semanas
i 500 500
Testigo 0 0
[1] 500 500 500
Testigo 0 o) 0
Tabla |

2. Obtencién de los macréfagos

Los animales se sacrificaron a las 6 y 9 semanas de tratamiento por dislocacion
cervical, los macrofagos se obtuvieron de la cavidad peritoneal, las células se
lavaron mediante centrifugacion a 250 g y se ajustaron a una concentracion de
1x10° células/mL con medio RPMI 1640 (GIBCO cat 430-1800 Laboratories New York
USA) suplementado. Se realizaron los cultivos estimulandolos con 1 ug de
lipopolisacando (£ coali serotipo 055:85, S. Chem. Co.cat. 1.-2880, St. Louis Mo USA)

3. Cinética de expresién del ARNm de cada citocina

Para conocer el tiempo 6ptimo de la expresién genética de cada citocina, se
realizaron las cinéticas de expresion para la IL-1a y el TNFa con animales de 9
semanas de tratamiento con zinc. Los macrofagos se depositaron en un frasco de
cultivo (Costar, Cambridge, MA USA) y se estimularon con 1 ug de lipopolisacarido por
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cada 10° células. Los frascos se mantuvieron a 37 °C en atmoésfera humeda con
5% de CO,, se tomaron muestras de 1 mL alas 0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12y 24
horas después de estimular. Previo a la estimulacion, también se separd 1 mL de
células para conocer la expresion basal.

4, Aislamiento de ARN
El ARN total se extrajo de la suspensidn de macréfagos peritoneales mediante el
método de Chomcznski & Sacchi'® que utiliza una solucién de tiocianato de

guanidina /fenol. (I'rilure isolation reagent, Bochringer Mannheim Corp. Indianapolis USA).

1. Se centrifugé un volumen de 1 mL de la suspension de macréfagos a 1400 x g
a 4°C, 10 minutos y se lavd con amortiguador de fosfatos pH 7.2 (PBS). Se
resuspendieron 1x10° células en 1 mL de solucion de TriPure agitando
vigorosamente en Vortex por 10 segundos.

2. Se agregaron 200 ul de cloroformo (/T Baker SA de CV. México) Yy S€ mezclaron
rapidamente por inversion y posteriormente por agitacion en Vortex durante 10
segundos.

3. Se mantuvo la mezcla en hielo durante 10 minutos. Para separar las fases se
centrifugd a 12 000 x g, 4°C durante 15 minutos, el ADN y las proteinas
permanecieron en la interfase insoluble; la fase superor acuosa con el ARN
(alrededor de 600 ul) se transfirid a otro tubo.

4, Se precipité el ARN con 500 ulL de isopropanol (J7' Baker SA de CV, AMéxico),
agitando durante 10 segundos en Vortex y se centrifugé a 12 000 x g a 4°C
durante 10 minutos.

5. Se desechoé el sobrenadante y se agrego al peliet 1 mL de etanol al 75% (JT
Raker SA de CV, México) y se agitd en Vortex por 10 segundos y se centrifugé a
7500 x g a 4°C por 10 minutos.

6. E|l ARN se solubilizd en 100 uL de agua y se confimoé su pureza y
concentracién, 1 UA a 260 nm equivale a 40 ug/mL y la relacion 260/280=2
indica una preparacion libre de proteinas (espectrofotémetro Beckman DU 650).
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5. Retrotranscripcion — Reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

La retrotranscripcion del ARN a ADNc y la amplificacion del ADNc a través de la
PCR se realizd utilizando la enzima rTth ADN polimerasa y un equipo de reactivos
comercial (GeneAm PCR Reagent kit Eimer, NJ USA) con las condiciones de reaccion

de la Tabla Il
Reactivo Volumen por reaccion
ARN 119
Iniciador 5' IL-1a/ TNFa / Bactina, 25uM 1ul
Iniciador 3' IL-1a / TNFa / Bactina, 25uM Tul
Amortiguador EZ 5X 10pL
DNTPs, 10 mM cu 1.5ul. cdu
rTth ADN pol, 2.5 U/ul 2ul
Soluciéon de Mn(OAC)., 25mM Sul
Agua c.b.p 50 ul

Tabla il

El amortiguador EZ 5X consistié en bicina 250 mM, acetato de potasio 575 mM,
glicerol 40% (wiv), pH 8.2.

Los oligonucledtidos iniciadores o primers fueron de origen comercial y sus

secuencias son las siguientes:

Iniciador 5' IL-1a, secuencia: 5-AAGTTTGTCATGAATGATTCCCTC-3'
Iniciador 3' IL-1a, secuencia : 5- GTCTCACTACCTGTGATGAGT-3'
(Stratagene, l.a Jolla CA, USA)

iniciadorS' TNFa,secuencia:5-TTCTGTCTACTGAACTTCGGGGTGATCGGTCC-3'
iniciador3'TNFasecuencia:5'-GTATGAGATAGCAAATCGGCTGACGGTGTGGG-3'
(Clontech Laboratories Inc,Palo Alto CA USA)

iniciador §' B actina, secuencia:5'-GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA-3'
iniciador 3'a,secuencia: 5'-CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC-3'
(Biosintesis Inc, Texas USA)
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Se utilizé el siguiente ciclo de reaccion:

2 Pre-PCR !  2Tmpx30cycles ; 2holds
94.0 | 94.0 !
L H
600 / 0030 | o00:15 \ 60.0 | 60.0
| t
30:00 5 00:30 ! 07:00 \_ 4.0
) oD
1. transcripcién 30 minutos a 60°C
2. etapa inicial 30 segundos a 94°C
3. desnaturalizacién 15 segundos a 94°C
4. alineamiento y extensién 30 segundos a 60°C
5. etapa final 7 minutos a 60°C

las etapas 3 a 4 se repiten; 30 ciclos para p-actina e IL-1a, para el TNFa se
repiten 35 ciclos. Los productos de PCR se almacenan a —70 °C para su analisis

posterior

6. Andlisis de los productos de PCR por electroforesis.

Los productos de PCR se separaron por electroforesis horizontal en geles de
agarosa (A-6013, S.Chem.Co. St. Lowis Mo USA) al 1.5%, se aplicd una fuerza
electromotriz de 100 V y el corrimiento se realizé junto con marcadores de peso
molecular (54-1002-100 BlO-Ladder,USA4). Los geles se tifieron con bromuro de etidio
(Sigma Chem, St. Louis Mo USA) a una concentracion de 0.5 mg/mL por 10 minutos y
después se expusieron a luz UV, finaimente se fotografiaron (Cdmara Polaroid
DS 34).

El calculo de la concentracion relativa se obtuvo por analisis densitométrico de los

productos de amplificacion (equipo documentador de geles Fotodyne Inc. Scimericas SA,
programa Preg. Collage version 2.0)
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V. Resultados

DETERMINACION DE LA EXPRESION GENETICA DE LA IL-1a.

Se analizo la expresion del ARN mensajero (ARNm) para la citocina, con la
finalidad de conocer el patron de expresion del gen de IL-1a en macréfagos de
peritoneo de animales tratados con zinc 500 mg/L durante la gestacion, la
lactancia y el destete. Esto se realizdo por RT-PCR, se realizaron los geles de
electroforesis del ADNc y se analizaron por densitometria. Se muestran los

experimentos mas representativos.

1. ARN total de macréfagos peritoneales de ratén durante una cinética de

estimulaciéon con lipopolisacarido.

Los macrofagos de animales que recibieron zinc durante 6 y 9 semanas de
tratamiento (grupos i y Il) y sus respectivos testigos, se cultivaron en presencia de
lipopolisacarido (1ug/mL), se tomaron muestras a las 0, 0.5, 1, 2, 3, 4,6, 8, 12y
24 horas para obtener el ARN total. La relacion de absorbancia 260/280 nm de

estas muestras de ARN siempre fue cercana a 2.0

En la figura 1 se presenta el ARN obtenido a las 0, 2, 3, 4, 6 y 24 horas y se
observan las bandas que commesponden al ARN ribosomal de 28 s y 18 s de

animales de 9 semanas.



o] 2 3 4 6 24 horas

FIGURA 1. ARN total de macréfagos peritoneales de ratéon durante una
cinética de estimulacidn con lipopolisacarido. Las muestras que se presentan
fueron tomadas a las O (carmil 1), 2 (carrit 2), 3 (carril 3), 4 (carril 4), 6 (camit 5) y 24
(carril 6) horas postestimulacion con lipopolisacarido (E. coli serotipo 055:B5). Se
observan las bandas del RNA ribosomal, 28 sy 18 s.
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2, Cinética de expresion del gen para la IL-1a

Se realizd la cinética de expresidon del ARN mensajero de los macrofagos
peritoneales estimulados con LPS, con el objetivo de evaluar la maxima expresion
del gen de la citocina, de animales testigo de 9 semanas de fratamiento. En la
figura 2 y en la grafica 1 se muestra la cinética de expresion genética de la IL-1a
donde a partir de las 0 horas se observa el producto de ADNc esperado para la
IL-1a de alrededor de 263 pares de bases (pb) que permanecié hasta las 24
horas. Se observa la mayor intensidad del producto de expresion del gen a las

4 horas (carril 5).

A partir de la cinética de expresién del gen para iL-1a, se considerd que el tiempo
de cultivo mas apropiado para evaluar la expresion del gen en los animales
tratados con zinc fue a las 4 horas, donde se obtuvo la mayor expresién genética

(concentracion relativa de 3.13).
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FIGURA 2. Cinética de expresion del gen para la IL-1a en macroéfagos
peritoneates. El analisis del ARNm se lievé a cabo por RT-PCR de acuerdo en lo
descrito en metodologia. Se muestra el ADNc que se transcribié y se ampilificd, del
ARN obtenido de los macrofagos activados in vitro con LPS a las O h (camil 3), 2 h
(carril 4), 4 h (carril 5), 6 h (carril 6) y 8 h (carril 7) de cuitivo respectivamente. El
producto tiene 263 pb y persiste durante 24 h siendo su intensidad mayor a las 4 h
(carril 5). En el carril 2 se encuentran los marcadores de PM y en el caril 8, la
expresion del gen sin estimulo de LPS.
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3. Efectos de la suplementaciéon oral con zinc en la expresion del gen

de IL-1a.

Para evaluar los efectos de la suplementacion oral con zinc sobre la expresion del
gen para IL-1a, de animales en etapas perinatales, se determind la expresion del
ARNmM de la citocina a las 4 horas después del estimulo con lipopolisacarido, en
animales tratados con zinc desde la gestacion a la lactancia (grupo i, 6 semanas
de tratamiento) y su testigo. En la figura 3 se muestra la expresion del ARN
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mensajero (ADNc de 263 pb) de la IL-1a, también se muestra la expresion
genética de macréfagos cultivados sin LPS en los mismos grupos.

En la figura 3 se observa que en los animales del grupo | es mayor la expresion

del gen que en su testigo, este incremento es de 2.4 veces.

También se evalud la expresion del gen en animales que recibieron el suplemento
de zinc desde la gestacion hasta el destete (grupo Il, 9 semanas de tratamiento)
con sus respectivos testigos, figura 4. Estos resultados indican que la
suplementacién con zinc incrementd la expresion genética de la citocina

3.7 veces, respecto al testigo.

En ausencia de lipopolisacarido también se observd la expresion basal de la
citocina IL-1a (ADNc de 263 pb). En la tabla 1l se muestran los resultados de la
expresion del gen de IL-1 a de animales de 6 y 9 semanas de tratamiento con sus
testigos. Se observa que la expresion del gen de IL-1 a se incrementa debido a la

suplementacion con zinc y a la estimulacion con lipopolisacarido.

En resumen, los resultados nos indicaron un incremento en la expresion del gen
de IL-1 en el grupo de ratones tratados con dosis de 500 mg/L desde la gestacion
hasta el final de la lactancia y desde la gestacion hasta el destete (grupo |, 6
semanas de tratamiento y grupo il, 9 semanas de tratamiento) en comparacion a

Sus grupos testigos.
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FIGURA 3. Efecto de la suplementacién con zinc sobre la expresién del gen
de la IL-1a en los macréfagos de ratones con 6 semanas de tratamiento
(grupo ). Se muestra la expresion del ARNm de la IL-1a (ADNc de 263 pb) de
macrofagos estimulados con LPS durante 4 h de ratones que recibieron
suplemento de 500 mg/L. de zinc durante la gestacion y la lactancia, 6 semanas
de tratamiento y su grupo testigo (camii 8 y 7 respectivamente). Se observa que la
suplementacion con zinc incremento la expresion del gen para ta IL-1a (carril 8).
La expresion genética de los macréfagos cultivados sin LPS de los mismos grupos
se encuentra en los carriles 3 y 4. Los carriles 1 y 10 corresponden a marcadores
de PM.
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FIGURA 4. Efecto de la suplementacion con zinc en la expresion del gen de
iL-1a en macréfagos peritoneales de animales con 9 semanas de tratamiento
(grupo 11). Se presenta el ARNm (ADNc de 263 pb), procedente de macréfagos
estimulados con LPS de ratones que recibieron el suplemento de 500 mg/L de zinc
durante la gestacion, la lactancia y el destete. Se observa que el suplemento de
zinc incremento la expresion genética de la IL-1 en este grupo, respecto a su
testigo (carril 8 y 7 respectivamente); la expresion genética de los macrofagos
cultivados sin LPS de los mismos grupos, se encuentra en los camiles 4 y 3. En el
carril 1 se encuentran los marcadores de PM.

39



Tabla lI. Efecto de la suplementaciéon con zinc en la expresion del gen de
IL-lax en animales tratados por 6 y 9 semanas

Descripcion RT-PCR Descripcion RT-PCR
Concentracion Concentracion
relativa de ADNc relativa de ADNc
de IL-1a de lL-1a
6 semanas 1.00 9 semanas 1.00
Grupo testigo Grupo testigo
-Zn, - LPS -Zn, - LPS
6 semanas 1.30 9 semanas 1.05
Grupo | Grupo Il
+Zn, - LPS +Zn , - LPS
6 semanas 1.00 9 semanas 1.00
Grupo testigo Grupo testigo
-Zn, +LPS -Zn, + LPS
6 semanas 2.40 9 semanas 3.74
Grupo | Grupo |l
+Zn, + LPS +Zn , +LPS

4. Expresion del gene de B actina.

Para asegurar que la transcripcion y amplificacion de los genes estudiados fuera
adecuada se analizd la expresion del gen de f actina (figura 5); a las 0 horas y sin
estimulo se detectd un producto de 540 pb y durante la estimulacién con LPS, la

expresion genética se mantuvo constante. El analisis se hizo para IL-1a y para el

TNFa.
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FIGURA 5. Expresion del gen para §§ actina de macriéfagos peritoneales de
ratones (testigo control de RT-PCR). En los carriles 7 y 8 se presenta el ARNm
(ADNCc de 540 pb) procedente de los cultivos estimuiados con LPS, de ratones con
9 semanas de tratamiento que recibieron el suplemento de 500 mg/L. de zinc
durante la gestacion, la lactancia y el destete y su grupo testigo. La expresion
genética de los macrofagos sin LPS de los mismos grupos se encuentra en los
carriles 4 y 5. Se observa que el suplemento de zinc y el LPS no modificaron ia
expresion genética de Ia B actina. En el carril 2 se encuentran los marcadores
de PM.
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DETERMINACION DE LA EXPRESION GENETICA DEL TNFa

Con la finalidad de conocer el patron de expresion del gen de TNFa en los
macrofagos de peritoneo de animales tratados con zinc (500 mg/L) durante la
gestacion, la lactancia y el destete, se analizé la expresion del ARN mensajero
(ARNmM) para la citocina. Se realizé el RT-PCR y mediante la aplicacion de los
geles de electroforesis del ADNc , se analizaron por densitometria. Se muestran

los experimentos mas representativos.

5. Cinética de expresion del gen para el TNFa

Para evaluar la maxima expresion del gen de la citocina se realizd la cinética de
expresion del ARN mensajero (ADNc) de los macrofagos peritoneales estimulados
con LPS, obtenidos de animales de 9 semanas de tratamiento, en la figura 6 se
muestra la cinética de expresion genética de la TNFa, donde a partir de las 2
horas se expresa el producto de ADNc esperado, de alrededor de 354 pares de
bases (pb) que permanecio hasta las 6 horas y se observa la mayor intensidad det
producto a las 3 horas (carril 5). En la grafica 2 se confiima que la maxima
expresion es a las 3 horas después de la estimulacion con LPS, (concentracion

relativa 5.38).
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FIGURA 6. Cinética de Expresion del gen para el TNFa de macréfagos
peritoneales de ratén. El analisis del ARNm se llevé a cabo por RT-PCR de
acuerdo a lo descrito en metodologia. Se muestra el ADNc que se transcribio y se
amplificé del ARN obtenido de los macréfagos estimulados in vitro con LPS a las
0 h (carrit 3), 2 h (carril 4), 3 h (carril 5), 4 h (carril 6), 6 h (carril 7) y 24 h (carril 8)
de cultivo respectivamente. El producto fue 354 pb y persistié solo hasta las 6 h
siendo su intensidad mayor a las 3 h (carril 5). En los carmiles 1 y 10 se encuentran
los marcadores de PM.
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Griafica 2. Cinética de expresion del gen
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6. Efectos de la suplementacién oral con zinc en la expresion del gen

de TNFa.

Para determinar los efectos de la suplementaciéon oral con zinc sobre la expresion
del gen de TNFa en animales en etapas perinatales, se determind la expresion del
ARNm de la citocina, producida en los cultivos de macréfagos que se estimularon

con lipopolisacarido durante 3 horas; de animales que recibieron zinc durante !a
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gestacion hasta la lactancia (grupo 1) y desde la gestacion hasta el destete

(grupo 1) y sus respectivos grupos testigos.

En la figura 7 se muestra la expresién del ARN mensajero (ADNc de 354 pb) del
TNFa de macréfagos peritoneales estimulados 3 horas con LPS, de ratones que
recibieron 500 mg/L de zinc por 6 y 9 semanas con sus respectivos testigos. Se
observa que la suplementacién con 500 mg/L de zinc en 6 semanas de
tratamiento (grupo I) incrementd la expresion del gen de el TNFa, alrededor de

3.9 veces respecto a su testigo.

En la figura 7 también se presenta el efecto de suplementacion con zinc en los
animales con 9 semanas de tratamiento (grupo It), mostrandose un incremento en
la expresion del gen de TNFa de alrededor de 2.6 veces, en comparacion a su

testigo. Estos analisis fueron hechos por densitometria.
Los resultados nos indican que la suplementacion con zinc incrementa la
expresion genética de la citocina y este incremento es mayor en ios animales con

6 semanas de tratamiento (30%) comparado con los de 9 semanas de tratamiento.

En ausencia de lipopolisacarido no se observd la expresion basal de el

TNFa (ADNc de 365 pb).
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En el tabla IV se muestran los resultados de la expresion del gen de TNFa de

animales de 6 y 9 semanas de tratamiento con sus testigos.

Tabla V. Efecto de la suplementacion oral con zinc en la expresion del

gen del TNFa en animales tratados durante 6 y 9 semanas

Descripcion RT-PCR Descripcion RT-PCR
Concentracion
Concentracion relativa de ADNc
relativa de ADNc de el TNFa
de el TNFa

6 semanas 1.00 9 semanas 1.00
Grupo testigo Grupo testigo

-Zn , + LPS -Zn , +LPS

6 semanas 3.94 9 semanas 2.63

Grupo | Grupo il
+Zn , + LPS +Zn , +LPS

Al igual que en la IL-1a se analizd como testigo positivo del RT-PCR la expresion
del gen para p-actina; a las 0 h y sin estimulo, se detecté un producto de 540 pb;

durante ia estimulacion con LPS se mantuvo constante, figura 5.
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FIGURA 7. Efecto de la suplementacién con zinc sobre la expresién genética
del TNFa de los macréfagos de ratones con 8 y 9 semanas de tratamiento. En
los carriles 4 y 3 se presenta el ARNm (ADNc de 354 pb), procedente de ios
macréfagos estimulados con LPS de ratones con 6 semanas de tratamiento, que
recibieron el suplemento de 500 mg/L de zinc durante la gestacion y la lactancia y
el grupo testigo. En los carriles 8 y 7 se encuentra el ARNm de los macréfagos de
ratones con 9 semanas de tratamiento, que recibieron el suplemento de zinc
durante la gestacion, la lactancia y el destete y el grupo testigo. Los animales
tratados con zinc respondieron con un incremento de la expresion del gen para
TNFa (carriles 4 y 8). En los carriles 1 y 10 se encuentran marcadores de PM.
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VI. Discusion

La participacion de los elementos traza en la salud es cada vez mas evidente
debido a la investigaciéon experimental. En el caso del zinc, su deficiencia se
relaciona con diversas manifestaciones clinicas como retardo en el crecimiento,
hipogonadismo y las lesiones dérmicas ademas de un deterioro en el sistema
inmune en la disminucion de la reaccion de células T, en los niveles de la hormona
de la timulina, fagocitosis y quimiotaxis. 22°*%® Se conoce que Ia deficiencia de
zinc esta presente en niflos y adultos de muchos paises, pues aunque el zinc esta
presente en muchos alimentos, en los paises subdesarroliados se tiene una
ingestion muy baja del elemento, debido a que la mayoria de los alimentos
ingeridos contienen fibra y fitatos los cuales evitan una adecuada absorcién del
metal, dando como resultado en deficiencias marginales del metal. *>-’° Varios
estudios han demostrado los beneficios de la suplementacibn con zinc en
enfermedades infecciosas, las cuales adguieren diversas poblaciones humanas,
demostrando entre otras ventajas que el zinc reduce la incidencia y duracion de
los episodios de diarrea aguda o cronica y también reduce la incidencia de

infecciones respiratorias ¢':°

En la actualidad, existe un gran interés por entender tanto sus mecanismos de
accién en las etapas perinatales como su papel en las funciones del sistema
inmunolégico.® Aunque no se conocen los eventos moleculares implicados en la
accion del zinc sobre el macréfago, en diversos trabajos se indica que el zinc
actua principaimente sobre los macrofagos por induccion de la secrecion de
monocinas y la actividad de las células T representa un efecto secundario de la
cascada de citocinas como la IL-1a y el TNFa.

A ese respecto, en este trabajo el propdsito fue evaluar los efectos de la
suplementacion con zinc durante etapas perinatales sobre, la expresion genética
de dos monocinas, la interleucina 1-alfa y el factor de necrosis tumoral-aifa.
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Con relacién a la IL-1 se demostré que la suplementacion con zinc aumenta la
expresion del gen. En particular al administrar el suplemento de zinc (500 mg/L), in
vivo en animales durante la gestacion hasta la lactancia (grupo |, 6 semanas de
tratamiento), se observa un incremento de 3 veces, en la expresion de! gen para la
IL-1 alfa respectd a su testigo, y al prolongar la suplementacion hasta el destete
(grupo i, 9 semanas de tratamiento) el incremento fue de alrededor de 4 veces.
(Figuras 3 y 4). Estos resultados muestran a nivel de la expresion genética de la
IL-1a, que el incremento en la expresion del ADNc en el grupo Il, es mayor que el
aumento en el grupo |. También se observé al suplementar con zinc incrementa la
expresion genética de la IL-1a en los macrofagos, aun sin la presencia de un
estimulo como el LPS. Esta accion del zinc también se ha informado en otras
moléculas, como por ejemplo, la molécula de adhesion  ICAM-1.*°

También se ha observado cuando se estimula in vitro células de sangre periférica
con zinc aumenta la expresion de la iL.-1 y del TNF a diferencia de otros cationes
como el cobalto, niquel y mercurio, los cuales no inducen la expresiéon de las
monocinas. 74

Estudios anteriores realizados en el laboratorio, demostraron que la concentracion
de la interleucina 1 en sueros y en sobrenadantes, disminuye aunque de manera
por encima del testigo al prolongar la suplementacion > Lo que puede ser
consecuencia de alteraciones a nivel de transduccidon o en el proceso de
traduccion y si existe una expresion del ARNm elevado no significa que al final se
obtengan altas cantidades de |a proteina.

La suplementaciéon con zinc in vivo induce una mayor expresion de las citocinas,
se prueba por tanto, que la administracién de zinc in vivo aumenta la expresion
genética de la IL-1a. Los resultados sobre fa interleucina 1 son importantes,
porque esta monocina estimula la proliferacion y diferenciacion de linfocitos T y 8,
ademas de ser un mediador de la respuesta inflamatoria y participar en otras
actividades importantes sobre el sistema inmune. Se logro en estos experimentos
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conocer la accién del zinc al administrarse in vivo, facilitando y mejorando el
desarrolio del sistema inmune en relacion a una mayor expresion de la citocina,
ademas, la presencia de zinc junto con la iL-1 contribuye estimular otros
mediadores importantes como la interleucina 2, la interfeucina 6 y la interleucina 8,
las cuales son esenciales para regular el sistema de defensa de un individuo.?® Asi
la suplementacién de zinc podria ser de ayuda contra las infecciones en neonatos,
sobre todo en aqueilos, debido a problemas durante el embarazo estan con bajo
peso o con infecciones. En este sentido la administracidn de zinc durante un
periodo cuidadosamente supervisado puede ser de beneficio en ia saiud de los

recien nacidos.

Respecto a los efectos de la suplementacion oral con zinc sobre {a expresion del
gen para el TNFa, se observa un aumento en la expresion del gen, esto es, en
animales tratados desde la gestacion hasta la lactancia (6 semanas de
tratamiento), se observa un incremento del gen de 4 veces respecto a los testigos
y en animales que recibieron el suplemento de zinc hasta el destete (9 semanas
de tratamiento), también aumentd la expresion genédtica de la citocina
aproximadamente 3 veces cuando se compard con ia expresion del testigo de la

misma edad, Figura 7.

Los resultados del TNF, en relacion a la menor induccion en la expresion genética
de esta monocina, durante el tratamiento con zinc por un periodo mas extenso, en
el grupo Il de 9 semanas, consideramos que una de las causas por la cual esta
disminuida podria ser como sefala Brambilia et a/ en donde la participacion ya
conocida de las metalotioneinas puede afectar la distribucion del zinc entre las
proteinas, células y tejidos. De las proteinas que intervienen en el metabolismo del
zinc son las metalotioneinas, moléculas dindmicas que tienen la capacidad de
intercambiar metales, de esta forma. pueden modular aigunos procesos genéticos
activando o inactivando factores de transcripcion que tienen en su estructura
dedos de zinc, por medio de la redistribucidon del zinc en estas moléculas; resuita
posible que este mecanismo haya sido inducido por exceso de zinc, mostrandose
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en el grupo Il de nuestro modelo experimental con la disminucién en la expresion
genética de la citocina."®

Estudios anteriores realizados en el laboratorio, en los cuales la producciéon de
TNFa en sobrenadantes de macréfagos de ratones con el mismo disefio
experimental, en este trabajo, se produjo mas TNFa en ratones de 9 semanas de
tratamiento con zinc, que en ratones de 6 semanas de tratamiento (1269 y 2665
pg/mL respectivamente), “** estos resultados se relacionan con los de un estudio
llevado a cabo por Peters, en donde la produccion de TNFa por monocitos
neonatales estimulados con LPS (610 pg/mL) fue significativamente menor al
comparario con la secrecion de células adultas (2230 pg/mL) mostrando una baja

concentracion de la citocina en la etapa neonatal. %

Los efectos benéficos del TNFa, en la resistencia a infecciones se deben a la
produccion de pequefias cantidades en los sitios locales de infeccion. La
produccion de estas cantidades de TNFa, se observan en presencia de
infecciones causadas por bacterias Gram (-), nuestros resultados sugieren que el
zinc es un elemento importante para regular la respuesta inmune contra
infecciones bacterianas. Sin embargo una excesiva produccion de la monocina
puede producir serios trastomos en el huésped ya que es responsable de las
principales alteraciones clinicas y bioquimicas del shock endotoxico.®

Es importante sefialar que la induccion del TNFa en nuestro modelo experimental,
no produjo ningun signo patoldgico en los animales y la prolongacién del
tratamiento con zinc, aunque incrementd la expresion del gen y la sintesis de la
proteina no parecio afectar el efecto fisioldgico que pueda provocar la citocina,
recordemos que los efectos del zinc pueda tener sobre el macrofago son de
especial interés, ya que en las etapas alrededor del nacimiento ia funcionalidad de
ésta célula puede no ser la 6ptima y verse comprometida la respuesta inmune
celular de los individuos.
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Para nosotros fue importante estudiar el efecto del zinc en la expresion de la
IL-1a y del TNFa, ya que se conoce que esta citocinas son importantes en la
respuesta inmune natural como especifica, y al encontrarse que el zinc aumenta
la expresion de las citocinas, observamos que cuando ia IL-1 aumenta el TNF esta
disminuido, esto es de gran importancia ya que son monocinas pirogénicas.

Aunque puede existir cierta controversia con la posibilidad de incrementar la
produccion de las monocinas IL-1 y TNF, los resultados presentados en este
trabajo indican que el zinc administrado oralmente por periodos controlados,
puede favorecer el incremento de algunas de las respuestas inmunologicas, y
tener una accion benéfica si se aplica en la dosis minima efectiva, en los periodos
de tiempo adecuados. Sin embargo, es importante hacer énfasis en que son
necesarios estudios posteriores en modelos experimentales, para determminar la
dosis éptima y los periodos durante los cuales tal ingesta puede ser benéfico, sin
afectar el desarrollo de los individuos.
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VIl. Conclusiones

e Al suplementar con 500 mg/L. de zinc a ratones durante la gestacion, la
lactancia y el destete (6 y 9 semanas de tratamiento) se incrementa la

expresion del gen de la’iL-1a.

e El incremento de la expresion del gen de IL-1a es mayor en animales
tratados por 9 semanas que en los tratados por 6 semanas de
administracién oral con zinc.

s La expresion del gen det TNFa se favorece al administrar oralmente el
suplemento de zinc en animales durante el periodo perinatal.

» Elincremento de la expresion del gen del TNFa es mayor en los animales

tratados por 6 semanas que los tratados por 9 semanas, sin producir
efectos secundarios en los animales suplementados.
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