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1. INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema

Debido a que la deficiencia de zinc esta estrechamente ligada a una insuficiente
ingesta diaria, en el laboratorio de investigacion en inmunologia se llevan a cabo
estudios relacionados con este oligoelemento esencial, y el impacto que tiene
sobre las diferentes células inmunes. En el laboratorio de inmunologia se ha
trabajado con diversas citocinas, pero es la primera ocasion en la que se registra
la relacién de zinc con una quimiocina inflamatoria, la CXCL10, por lo que los
resultados obtenidos en esta investigacién fungirdn como guia para futuras

guimiocinas a estudiar (por ejemplo, la quimiocina CXCL16).

Finalmente, se desea abrir un panorama mas amplio acerca de las implicaciones
gue se tienen al tomar suplementos con base en la regulacion del sistema

inmunolégico por el zinc.



1.2 Objetivos

Objetivo General

Determinar si existe una relacion entre el consumo de elementos traza en la

dieta y el buen funcionamiento del sistema inmune.

Objetivos Particulares

e Evaluar la concentracion de la quimiocina CXCL10 (IP-10) en muestras
de suero empleando un ensayo inmunoenzimatico de doble anticuerpo,

en ratones BALB/c suplementados con zinc.

e Cuantificar la produccion de CXCL10 fisiolégica en animales.

e Estimular in vivo la produccion de la quimiocina CXCL10, simulando una
infeccién, al administrar lipopolisacarido bacteriano a los animales de

experimentacion.

1.3 Hipotesis

La suplementacién con zinc en roedores modificard la produccion de la
quimiocina CXCL10 lo que pondra de manifiesto la modulacion sobre el
sistema inmune. Ademas, la simulacion de una infeccion al estimular a los
animales con una endotoxina, incrementara la produccién de la quimiocina al

Menos en una concentracién 2x con base en la concentracion fisioldgica.



2. MARCO TEORICO

2.1 La quimiocina CXCL10

2.1.1 Generalidades de las quimiocinas

Las quimiocinas son proteinas solubles de baja masa molar, de 8-13kD, que
estan implicadas en una amplia variedad de procesos fisioldgicos y patoldégicos
(van den Borne P et al. 2014) (Xu Z. et al. 2016). Son una subfamilia de las citocinas,
cuya funcién principal es servir como factores de reclutamiento y migracién de
un amplio espectro de células inmunes circulantes hacia sitios de inflamacion o
lesion (Danesh A et al. 2008) (Vazirinejad R et al 2014). Dichas proteinas comparten
una estructura tridimensional comun que estd definida por 4 cisteinas
conservadas: 2 cerca del extremo amino-terminal de la proteina, formando
enlaces disulfuro con 2 cisteinas internas mas (van Raemdonck K et al. 2015). Las
quimiocinas se dividen en 4 subgrupos con base en el espacio existente entre
los dos residuos de cisteina conservados localizados en la regiébn amino-

terminal, figura 1:

1. Las quimiocinas C son aquellas en las que contienen solamente una
cisteina.

2. Las quimiocinas CC cuyo par de cisteinas se encuentran adyacentes y
reclutan monocitos.

3. Las quimiocinas CXC cuyo par de cisteinas se hallan separadas por un
aminoacido “X” que es variable y se encuentran involucradas en el
trafico de leucocitos.

4. Las quimiocinas CX3C, cuyo par de cisteinas se encuentra separado por

3 aminoécidos variables.



Se han descrito aproximadamente 50 quimiocinas en total, que interactdan con
20 receptores acoplados a proteinas G (Cohin RA et al. 2006). Mdltiples
quimiocinas pueden unirse a un miSmo receptor, y a Su vez, una quimiocina
Unica puede unirse a diversos receptores, pero el mismo ligando puede
funcionar de maneras distintas dependiendo de la union al receptor en la célula
diana (Singh AK et al. 2013). Las subfamilias CC y CXC son las que contienen
mayor nimero de miembros, mientras que las C y CX3C representan un

nimero limitado de quimiocinas (van Raemdonck K et al. 2015) (Van den Borne P et al.

2014).
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Figura 1. Representacion esquematica de los puentes disulfuro entre los residuos de
cisteina conservados (C) en las quimiocinas CC y CXC. (Tomado de Kotyza J 2017)

Adicionalmente, las quimiocinas CXC pueden subdividirse en positivas si
contienen los residuos de glutamina (E), leucina (L) y arginina (R) (ELR)
localizado cerca de su extremo N-terminal, 0 como negativas si estan ausentes

(Xu Z et al. 2016) (Van Raemdonck K et al. 2015) Y tienen las siguientes caracteristicas:

a) ELR positivas: Tienen propiedades angiogénicas, son quimioatrayentes
de neutréfilos y se unen preferencialmente al receptor para quimiocinas
CXCR2.

b) ELR negativas: Tienen propiedades angiostaticas, son quimioatrayentes
de linfocitos y se unen preferencialmente a CXCR3, especificamente a la

isoforma CXCR3B.



Ademas existe otra clasificacién de las quimiocinas con base en su funcion y

las condiciones en las que se expresan (Romagnani Py Crescioli C 2012):

-Las quimiocinas inflamatorias o inducibles: Dirigen el reclutamiento de
leucocitos en sitios de inflamacion durante la infeccion, en lesiones de
los tejidos y en tumores, para que al interactuar con su respectivo
receptor, se induzcan cascadas de sefializacién intracelular con el fin de

contrarrestar patdbgenos (Mehla R et al. 2012).

-Las quimiocinas homeostaticas o constitutivas: Controlan el trafico de

linfocitos y células dendriticas y se encargan de la vigilancia inmune.

El nombre de los ligandos se designa de acuerdo a su estructura (C, CC, CXC
0 CX3C) seqguidos de la sigla L y un nimero caracteristico dentro de esa familia
de ligandos. EI nombre de los receptores se designa con base en la estructura
de sus quimiocinas ligando, seguido por la sigla R y un nimero caracteristico

dentro de esa familia de receptores (por ejemplo el receptor CXCR3) (Czaja AJ

2014) (Van Raemdonck K et al. 2015).

2.1.2 Caracteristicas principales de la CXCL10

La quimiocina CXCL10 es una proteina de 10kDa inducida por el IFN-y y fue
conocida anteriormente por sus siglas en inglés como IP-10 (interferon gamma-
induced protein 10) (Liu M et al. 2011). Las moléculas Mob-1 y crg-2 son las
proteinas homologas en rata y raton de la quimiocina humana CXCL10 al
presentar un 70 y 78% de homologia en la secuencia de aminoacidos (Dabiri S et
al. 2016) (Vazirinejad R et al. 2014). Pertenece a la familia de las CXC ELR negativo

que suprime la neovascularizacion y funciona como quimiocina angiostatica

(Lee EY et al. 2013).



Funcionalmente se describi6 como una quimiocina inflamatoria (vazirinejad R et
al. 2014) Yy se secreta bajo condiciones pro-inflamatorias por una variedad de
células tales como leucocitos, neutrdfilos activados, eosindfilos, células
endoteliales, fibroblastos, y queratinocitos en respuesta al IFN-y (Xa JB et al.
2016). El IFN-y en combinacion con el factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF) logra ejercer un efecto sinérgico que aumenta la expresion
de la quimiocina CXCL10 mediante mecanismos que implican la activacion de

las cascadas de sefializacion (Dhillon NK et al. 2007).

A pesar de ser una molécula angiostatica, esta quimiocina y su correspondiente
receptor, CXCR3, se han asociado a una mayor expresion con diferentes tipos
de canceres humanos en etapa avanzada (Liu M, Guo S, Stiles JK 2011). Se secreta
principalmente por monocitos y macréfagos en respuesta a la estimulacion con
IFN-y, lipopolisacarido (LPS) bacteriano y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) (Lee EY et al. 2013). EI mecanismo por el cual el LPS lleva a cabo la

estimulacion de citocinas inflamatorias se representa en la siguiente figura:
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Figura 2. Descripcion general de la senalizacion de LPS / TLR4 (Tomado y modificado de
Lu YC et al. 2008)
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La molécula CXCL10 es importante en el desarrollo de una respuesta Thl. En
la activacién de la respuesta Thl se induce la produccion de IFN-y y TNF-a
que a su vez estimulan la produccién de la CXCL10 por lo propios linfocitos,
pero también por otras células tales como neutréfilos, monocitos, células
endoteliales, fibroblastos, tirocitos, queratinocitos, entre otros, lo cual conlleva a
un circuito de retroalimentacion positiva y de amplificacion entre las células Thl
que producen IFN-y (Mehla R et al. 2012) y las células residentes que generan
CXCL10, lo que perpetua el proceso autoinmune como se muestra en la figura
3. Es por estas razones que cuando los niveles de CXCL10 se encuentran
elevados en los liquidos periféricos se considera como un marcador de una

respuesta inmune orientada a Thl (Ferrari SM et al. 2015) (Liu M et al. 2011) (Antonelli

A et al. 2014).

Estimulacién de la
secrecion de CXCL10
Fibreblastes
Celulas

endoteliale: | Queratinocitos Cglnlﬂg ﬂlj

\J

Figura 3.Ciclo de retroalimentacién entre linfocitos Th1 y CXCL10. (Tomado y modificado
de Ferrari SM et al. 2015)

2.1.3 Estructura de la CXCL10

El gen CXCL10 humano fue aislado en 1985 por Luster et al. y se identificd
originalmente en células U937 humanas, una linea celular de linfoma con
caracterizaciéon monocitica como producto inducible del interferén gamma (IFN-

Y) (Xu Z et al. 2016).



El gen de CXCL10 se encuentra en el cromosoma 4, contiene 4 exones y 3
intrones y codifica una proteina de 98 aminoacidos con una masa molecular de
10kDa (vazirinejad R et al. 2014). El producto primario de la traduccién del gen
CXCL10 es una proteina de 12KDa que contiene dos puentes disulfuro
internos. La accién de la peptidasa genera el polipéptido secretado de 10kDa

con cuatro residuos de cisteina conservados en el extremo amino-terminal (Liu

M, Guo S, Stiles JK, 2011) (Xu Z et al. 2016).

La proteina CXCL10 es una molécula cationica de 98 residuos de aminoacidos
con 10 residuos de lisina, 7 residuos de arginina, una carga neta total de 11(+)
y un pl tedrico de 9,93. Contiene una a-hélice en el extremo N-terminal, tres (-
plegadas antiparalelas en el centro y una a-hélice en el extremo C-terminal

como se representa en la figura 4 (Holdren GO et al. 2014).

Figura 4. Estructura tridimensional de CXCL10 modelo I-TASSER (Holdren GO et al. 2014)



214 Actividad mediada por el receptor CXCR3

La variabilidad de los efectos de la CXCL10 depende de la unién al receptor
CXCRS, es decir, dependen de las células con las que interactla (Van den Borne
P et al. 2014). El receptor CXCR3 se expresa en linfocitos T activados, células
dendriticas (CD), células asesinas naturales (NK), también en fibroblastos,
células de musculo liso, epiteliales y endoteliales. La expresion de CXCR3

también es impulsado por el IFN-y (Antonelli A et al. 2014).

Los diferentes subconjuntos celulares Thl y Th2 se pueden diferenciar por la
expresion de los diferentes receptores de quimiocionas. El receptor para

guimiocinas CXCR3 esta asociado con el fenotipo Thl (Groom JR y Luster AD

2011).

En humanos, el CXCR3 se caracteriza por presentar 3 isoformas o variantes de

empalme que se expresan diferencialmente por diferentes tipos de células (van

der Borne P et al. 2014) (Van Raemdonck K et al. 2015).

El corte y complementaridad del gen CXCR3 genera distintos receptores de

quimiocinas, asi como distintos ARNm, que resultan en tres exones diferentes

como se muestra en la figura 5 (Romagnani P et al. 2004).

o

N

CXCR3-A mRNA 5'—-\/_— 3 /
CXCR3-B mRNA 5'—\/_— 3

Gen CACRS

Figura 5. El corte y empalme alternativo del gen del receptor CXCR3 (Tomado y
modificado de Romagnani P. et al. 2004)



Las 3 isoformas del receptor CXCR3 son:

a)

b)

CXCR3-A: Se le conoce como isoforma angiogénica y se expresa por
una gran variedad de células como leucocitos y células epiteliales. Esta
compuesto por 368 aminoacidos codificados por dos exones y
separados por un unico intron y esta asociado con una subunidad Gai o
Gaqg. La interaccion de CXCL10 con esta isoforma promueve la

proliferacion celular y aumenta los niveles de calcio intracelular.

CXCR3-B: También conocida como isoforma antiangiogénica, esta
compuesta por 415 aminoacidos, ya que tiene el extremo N-terminal
mas grande que CXCR3-A y es expresado principalmente por células
epiteliales y endoteliales. La unién de la CXCL10 con esta isoforma

inhibe la migracién y promueve la apoptosis celular.

CXCRa3-alt: Esta conformada solamente por 267 aminoacidos y muestra
diferencias estructurales y funcionales atribuidas a un cambio en el
marco de lectura. Tiene una secuencia C-terminal alterada
drasticamente y presenta solamente de 4 a 5 dominios
transmembranales (Singh AK et al. 2013). Se expresa con CXCR3-A a
niveles muy bajos y se sabe que CXCL10 no se une a esta isoforma,

Unicamente presenta afinidad por elligando CXCL11 (Boyé K et al. 2017)

La existencia de las dos isoformas principales, CXCR3-A y CXCR3-B, con

efectos completamente divergentes puede explicar el efecto angiostatico

atribuido a ligandos de CXCR3 (van Raemdonck K et al. 2015).
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En los ratones, CXCR3 solamente se describe la isoforma que es comparable
con la CXCR3-A en humanos que ejerce efectos de quimiotaxis, proliferacion

celular, migracién y supervivencia celular.

Ratdn

Humango

Linfocitos T CéElulas NK Monocitos Linfocitos T Ceulas NK Monocitos
vTh) (Th1}
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| i | |
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i
1

Figura 6. Efecto de CXCL10 en las isoformas CXCR3 en ratones y tejidos humanos
(Tomado y modificado de Van der Borne P et al. 2014)

Debido a que no se ha descrito la expresion de las isoformas CXCR3-B y
CXCR3-alt en ratones, se sugiere que las propiedades antiangionénicas

solamente aplican para humanos (figura 6) (van der Borne P et al. 2014).

Basado en las diferencias en sus propiedades biolégicas y bioquimicas las

quimiocinas que se unen al receptor CXCR3 se pueden dividir en dos grupos

(Van Raemdonck K et al. 2015):
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El primer grupo lo conforman los ligandos que se unen tradicionalmente a
CXCRS3 y se caracterizan porgue los genes de estas quimiocinas son altamente
inducibles por IFN-y. A este grupo pertenecen CXCL9 (también conocida como
MIG), CXCL10 (también denominada como IP-10) y CXCL11 (comUnmente
llamada I-TAC) y muestran un 40% de homologia en su secuencia de
aminoacidos (Mehla R et al. 2012). Debido a su similitud se puede plantear la
cuestion de si las funciones de estas quimiocinas son redundantes, pero
estudios realizados en ratones con genes dirigidos a la disrupcion de CXCL9 y
CXCL10 confirman que ejercen diferentes acciones individuales (Antonelli A et al.
2014) y presentan diferentes caracteristicas de eficacia, potencia y unién al
receptor. La quimiocina CXCL11l representa mayor afinidad por CXCRS3,
seguido de CXCL10 que tiene afinidad intermedia, mientras que la CXCL9
presenta la menor afinidad por el receptor. Sin embargo, CXCL11 induce la
movilizacion de calcio y quimiotaxis en menor proporcion que CXCL9 y
CXCL10 (Groom JR y Luster AD 2011). Se considera que CXCL10 es el ligando
mas importante del CXCR3 debido a que es mas receptivo a una amplia
variedad de estimulos y se asocia a una multitud de condiciones fisiolégicas y

patolégicas.

El segundo grupo lo conforman los ligandos derivados de plaquetas, CXCL4
(conocida también como PF4) y CXCL4L1, su expresion no es inducida por el
IFN-y si no que son liberados principalmente por plaquetas activadas y
presentan una homologia en su secuencia de aminoacidos de 96%. CXCL4L1
es una variante no alélica de la CXCL4 y se diferencia por tener solo tres

sustituciones de aminoacidos cerca del extremo carboxi-terminal, alterando la

12



estructura tridimensional de la proteina, lo que hace que pierda actividad por

glicosaminoglicanos (GAGSs) y aumenta su poder angiostatico.

El receptor para quimiocinas CXCR3 es un receptor transmembranal de 7
dominios acoplado a proteina G, estd compuesto por la subunidad Ga, BB y
Gy. La unidén de un ligando a CXCR3 conduce al intercambio de trifosfato de
guanosina (GTP) por fosfato de guanosina (GDP), seguido por la disociacion
de la subunidad Ga reguladora del dimero catalitico de la subunidad GRy. Tras
la activacion, las subunidades de la proteina G pueden activar diferentes
enzimas que conducen a la produccion de fosfatos de inositol, la activacion de
la proteina cinasa, el aumento de la produccién intracelular de Ca?' vy la

reorganizacion de la actina (van den Borne P et al. 2014).

Posteriormente, CXCR3-A se une a proteinas Gai o Goq para activar la
sefalizacion de ERK1/2, p38/MAPK, JNK vy PI3K/Akt, induciendo asi la
afluencia de calcio intracelular, la sintesis de ADN vy la proliferacion celular o la

quimiotaxis (Liu M, Guo S, Stiles JK 2011) (Mehla R et al. 2012).

CXCR3-B, que es la otra isoforma variante, regula la accion antiproliferativa
mediante Gas para activar la adenilato ciclasa. EI cAMP estimula la protein
cinasa A (PKA) y provoca la inhibicion de la proliferacién y migracion de células

endoteliales (Liu M, Guo S, Stiles JK 2011) (Boyé K et al. 2017).

Actualmente se desconoce las razones precisas por las que las isoformas del
receptor CXCR3 ejerce efectos totalmente opuestos, sin embargo se puede
atribuir al hecho de que CXCR3-B tiene una cola amino-terminal mas extensa
que puede afectar la organizacion espacial y ejercer asi un efecto distinto

cuando se le une su ligando como se observa en la figura 7 (Boyé K et al. 2017)
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Figura 7. Las isoformas CXCR3 desempeiian papeles funcionales en direcciones
opuestas (Tomado y modificado de Ma B, Khazali Ay Wells A 2016)

El receptor CXCR3 sufre modificaciones post-traduccionales que son
esenciales para la union de sus ligandos y la activacion del mismo. Se
demostré que se requiere de la sulfatacion de las tirosinas 27 y 29 localizadas
en el extremo amino-terminal para la induccion de la actividad quimiotactica y
para la union de los ligandos inducibles por IFN-y. El residuo R216 localizado
en el segundo bucle extracelular también desempefia un papel importante en la
activacion de la guimiotaxis y la movilizacién de calcio, pero no desempefia

ningun papel como facilitador de la union a los ligandos.
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Los 16 aminoacidos localizados en el extremo amino-terminal y los residuos
R197, R212, D112 y D278 resultan esenciales para la maxima union y
activacion de CXCR3 para CXCL9, CXCL10 y CXCL11, mientras que los
residuos D282 y E293 son importantes para la activacion del receptor por los

ligandos CXCL9 y CXCL10 pero no para CXCL11 (Colvin RA et al. 2006).

Figura 8. Estructura del receptor CXCR3 y sus residuos importantes para la activacion
por sus ligandos. Los residuos resaltados en rojo son necesarios para CXCL9, CXCL10,
y CXCL11. En purpura se muestra el residuo R216. (Colvin RA et al. 2006)

2.1.5 Funciones principales de CXCL10

Como se menciong, la CXCL10 es una molécula pleiotropica capaz de ejercer
funciones biologicas potentes en las céluas CXCR3(+). Las principales
funciones duales que ejerce esta quimiocina dependen del subtipo celular y/o

de la isoforma del receptor CXCR3 y se enumeran a continuacion (Xa JB et al.

2016) (Liu M et al. 2011):
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1. Regulaciéon de la quimiotaxis de células CXCR3(+)/inhibicién de la
migracion celular.

2. Regulacion del crecimiento celular y proliferacion/apoptosis.

3. Regulacion de la actividad angiogénica/angiostatica.

4. Regulacion de la infeccidén/actividad antimicrobiana.

Se han observado niveles anormales de la CXCL10 en los fluidos corporales de
individuos infectados con virus, bacterias, hongos y parasitos, lo que indica que
ésta quimiocina desempefia un papel importante en la patogénesis de estas

enfermedades (Liu M et al. 2011).

Estudios realizados por Liu M et al. mostraron que la alteracion en la
produccion de CXCL10 incrementa la susceptibilidad a la infeccion.
Generalmente, los niveles elevados de la quimiocina se correlacionan con el
grado de dafio de los 6rganos y carga de patdégenos El tratamiento anti-
retroviral redujo el CXCL10 plasmatico, lo que indica un papel importante de
esta quimiocina en la patogénesis de las enfermedades virales. En infecciénes
bacterianas, uno de los hallazgos mas relevantes que se ha demostrado es que
el incremento de CXCL10 esta asociado a la gravedad de la tuberculosis (TB) y
puede ser utilizado como un marcador adicional para inmunodiagndstico. A su
vez, la disminucion de la produccion de CXCL10 condujo a una mayor
susceptibilidad a la infeccion por Legionella pneumophila. Parece que incluso
las enfermedades parasitarias provocan alteraciones significativas de las
expresion de la CXCL10 en sangre periférica de huéspedes infectados (Liu M et
al. 2011). Otros autores han reportado que cuando la CXCL10 se produce en la
superficie de la piel o en la cavidad oral se puede potenciar la actividad

antimicrobiana del huésped junto con otros péptidos, proteinas, enzimas y
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lipidos antimicrobianos presentes en estas areas, mejorando asi la respuesta
innata en presencia de microorganismos comensales u oportunistas
selectivamente, tales como Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Corynebacterium jeikeium, Corynebacterium stratium y Candida albicans. Sin
embargo no se presenta actividad antimicrobiana para microorganismos tales
como Corynebacterium bovis, Streptococcus mutans, Streptococcus mitis y
Streptococcus sanguinis, entre otros. EI mecanismo exacto por el cual la
CXCL10 ejerce efectos antimicrobianos aun no se conoce, aungue se relaciona
con su estructura Unica, ya que tiene una carga neta de 11(+) y es probable
que esto facilite su atraccion a las superficies microbianas cargadas
negativamente, al formar poros en la membrana citoplasmatica microbiana lo

gue ocasionaria la pérdida de la integridad celular. (Holdren GO et al. 2014).

2.1.6 Patologias asociadas a la CXCL10

Algunos estudios han demostrado que los niveles circulantes de las
quimiocinas pueden servir como predictores independientes o “biomarcadores”
(Van den Borne P et al. 2014), por lo tanto la CXCL10 puede ser tanto una
herramienta prondstica potencial como una diana terapeutica debido a que se
sabe tiene un papel clave como mediador inflamatorio en enfermedades

infecciosas, autoinmunes y metabdlicas (xu Z et al. 2016).

El sistema nervioso central (SNC), la microglia, astrocitos y neuronas expresan
y secretan a la CXCL10 soluble. Se sabe que la interferencia de la sefalizacion
CXCL10/CXCR3 esta asociada a la iniciacion y progresion de patologias

relacionadas con el SNC. Una mayor produccion de CXCL10 est4 relacionada
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con enfermedades como esclerosis multiple (EM), enfermedad de Alzheimer,

epilepsia y esclerosis lateral amitrofica (Liu M, Guo S, Stiles JK 2011).

La esclerosis multiple comienza generalmente en la edad adulta temprana y se
define como una enfermedad autoinmune con caracteristicas clinicas de
transtorno autoinmune  cronico, inflamatorio y desmielinizante que afecta el
sistema nervioso central. Se ha encontrado que mas del 90% de las células T
presentes en el liquido cefalorraquideo de los pacientes con EM expresaron
CXCR3 y las observaciones actuales sugieren que el eje CXCL10/CXCR3

participa en la patogénesis de la EM (vazirinejad R et al. 2014).

Ademas, la quimiocina CXCL10 es conocida por tener propiedades
neurotoxicas y esta implicada en la demencia asociada al VIH (HAD), pues al
interactuar con moléculas del hospedero tales como el factor de crecimiento
derivado de plaguetas (PDGF) e IFN-y da lugar a una disfuncion neuronal

gracias a la carga viral asociada al SIDA (Dhillon NK et al. 2007).

La CXCL10 se ha detectado en suero, liquido y tejido sinovial en pacientes con

artritis reumatoide (AR). Esta quimiocina media la inflamacion en la AR al dirigir

a las células inflamatorias a la sinovia de las articulaciones (Lee EY et al. 2012).

La interaccion CXCL10/CXCR3 promueve las propiedades relacionadas con la
invasion y la metastasis en la tumorgénesis, que se atribuye a la alta expresion
del CXCR3-A y aumento en las sefiales inhibitorias que disminuyen el receptor

CXCR3-B, caracteristico por tener propiedades anti-angiogénicas (Singh AK et al.

2013).
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22 ELZINC
2.2.1 Generalidades del zinc
El zinc se encuentra en el grupo 12 de la tabla periddica de los elementos,
junto con dos metales toxicos: el cadmio y el mercurio. Sin embargo, el zinc se
considera no toxico para los seres humanos. En conjunto con los otros dos
metales, para los cuales se conoce poco acerca del papel en el organismo
humano, el zinc es un oligoelemento esencial, no sélo para los seres humanos,
sino para todos los organismos (Plum LM, Rink L y Haase H. 2010). La importancia
del zinc para las plantas y los animales se ha sabido desde el milenio anterior,
pero la funcion esencial que desempefia el zinc en los seres humanos fue
reconocida hace mas de 50 afios en el Medio Oriente (Fraker PJ y King LE 2004),
pues incluso hasta 1961 los libros de texto consideraban improbable que la
deficiencia de zinc se produjera en humanos. Se sabe que los pacientes con
decifiencia de zinc presentaron graves disfunciones en el sistema inmune y en

esa época morian a los 25 afios por infecciones (Prasad AS et al. 2009).

En 1974 la junta de alimentacion y nutricion del consejo nacional de
investigacion de los Estados Unidos de América (National Research Council)
tomod la decision histérica de declarar al zinc como elemento esencial para los
seres humanos y establecer la ingesta dietética recomendada, conocida por
sus siglas en inglés como RDA (recommended dietary allowance) de 15 mg

para hombres y mujeres adultos (Prasad AS 2008).

Actualmente se conoce que mas de 300 enzimas requieren del zinc para
ejercer sus actividades (Jansen J et al. 2012). El metabolismo de proteinas, asi
como en la divisién, crecimiento y funcién celular, requieren de una
disponibilidad suficiente de zinc en el organismo (Costarelli L et al. 2014).
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Asi mismo se sabe que la deficiencia de este oligoelemento es prevalente en
todo el mundo, sobre todo en paises en desarrollo y afecta a 2,000 millones de

personas (Prasad AS et al. 2009) (Costarelli L et al. 2014).

2.2.2 Laexposicion al zinc

Existen 3 vias principales por las que el zinc puede ingresar al organismo:
mediante la inhalacién, a través del contacto directo con la piel y por medio de
la ingesta. Dependiendo de la via de exposicion serd la cantidad de zinc

absorbida (Plum LM, Rink L y Haase H 2010).

a) Por inhalacion: La exposicion a los humos que contienen zinc provienen
generalmente de procesos industriales de galvanizacién, lo que hace a los
trabajadores de fabricas propensos a esta exposicion. También existen
informes acerca de incidentes, por ejemplo, un grupo de soldados que fueron
afectados por la inhalacién de vapores de zinc desprendidos de bombas
militares con humo que contenia 6xido de zinc o cloruro de zinc y desarrollaron

sindrome de dificultad respiratoria del adulto (SDRA) (Plum LM, Rink L y Haase H

2010).

Otro de los efectos mas conocidos por exposicion por via aérea es la llamada
fiebre de humo metalico (MFF), causada principalmente por la inhalacion de
metales con un tamafio de particula menor a 1um durante la fundicién de zinc.
Este sindrome agudo es reversible y no mortal y los efectos que presenta tales
como fiebre, dolor muscular, nduseas y fatiga desaparecen después de

transcurridos de uno a cuatro dias (Plum LM, Rink L y Haase H 2010).
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b) Contacto con la piel: La absorcion del zinc a través de la piel esta
determinada por factores como el pH de la piel, la cantidad de zinc que se
aplica y la especiacion quimica en que se encuentra el zinc. En un estudio se
comparé el efecto dérmico del zinc sobre la dermis en ratones y se concluyo
que el cloruro de zinc fue el agente irritante mas fuerte, seguido por el acetato
de zinc en tanto que el oxido de zinc no presentd efectos irritantes. Sin
embargo se sabe que el cloruro es un agente caustico por si solo por lo que la
irritacion no necesariamente es provocada por un efecto toxico del zinc. Los
autores concluyeron que la exposicion dérmica de zinc no presenta un riesgo
toxicolégico notable e incluso el zinc es un suplemento y es utilizado para el

tratamiento tépico de heridas y para diversas condiciones dermatoldgicas (Plum

LM, Rink L y Haase H. 2010).

c) La absorcién oral de pequefias cantidades de zinc a través de los alimentos
es esencial para la supervivencia. La principal causa de deficiencia de zinc en
el organismo es la desnutricion, y la intoxicacion por ingesta excesiva de este

micronutrimento es poco comdun.

2.2.3 Distribucion y transporte de zinc
El cuerpo humano contiene 2-3 g de zinc, de los cuales el 90% se encuentra
principalmente en musculo y hueso. La absorcién oral de zinc conduce a la
absorcién del mismo a través del intestino delgado y la distribucién se produce
una vez que el oligoelemento se encuentra en el suero (Plum LM, Rink L y Haase H
2010). Debido a que el zinc desempefia un papel importante como componente
estructural, catalitico y de sefializacion celular, su metabolismo y homedstasis

debe estar altamente regulado (Kimura Ty Kambre T 2016).
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Tras la captacion del zinc por las células, un 50% del elemento se distribuye en
el citoplasma, 30-40% en el nacleo y 10% en la membrana celular. La
homeostasis del zinc celular esta controlada de la siguiente manera (Kimura Ty

Kambre T. 2016):

a) Puede unirse a metaloproteinas como componente estructural o a
metaloenzimas para actuar como cofactor.

b) El 5-15% de zinc puede estar unido a metalotioneinas (MTS).

c) El zinc puede estar distribuido en organelos intracelulares para usarse
como almacenamiento y reserva. Muchos tipos de células de mamfferos
contienen estructuras vesiculares llamados zincosomas. Estas vesiculas
secuestran grandes cantidades de zinc (Plum LM, Rink L y Haase H 2010).

d) Como resultado de las funciones anteriores, puede encontrase zinc libre
en el citosol aunque en concentraciones muy bajas (pM-nM).

e) El zinc se moviliza dentro o fuera de los organelos y vesiculas
intracelulares por los transportadores ZnT y ZIP como se representa en

la figura 9 (Giacconi R et al. 2015).

ion de zinc libre

(pM~low nM)
%

proteinas de zinc

Figura 9. Homedstasis del zinc controlada por la funcién cooperativa de metalotioneinas
(MTs) y proteinas tipo ZIP y ZnT (Kimura T y Kambre T 2016)
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Las metalotioneinas (MT) son proteinas de union a metales de baja masa
molar, que carecen de puentes disulfuro y contienen un tercio de residuos de
cisteina. Las MT humanas tienen un total de 11 isoformas funcionales que se
han dividido en 4 clases, denominadas MT-1 a MT-4. Las isoformas MT-1 y
MT-2 estan implicadas en el metabolismo del zinc. La funcién de éstas
moléculas es mantener la homedstasis celular del zinc y disminuir o atenuar la
citotoxicidad inducida por metales pesados mediante quelacion (Kimura T y
Kambe T 2016). Ademas de la quelaciény liberacion por MTs, la movilizacion del

zinc a través de las membranas bioldégicas es importante para mantener la

regulacion del zinc.

Aungue los iones de zinc pueden cruzar las membranas biologicas a través de
varios canales de calcio, los transportadores ZIP y ZnT juegan un papel crucial

para el transporte de zinc (Giacconi R et al. 2015).

En resumen, un total de 14 transportadores ZIP movilizan el zinc del espacio
extracelular de los organelos hacia el citosol, mientras que un total de 9
transportadores ZnT ejercen el rol opuesto, movilizando al zinc desde el citosol

hacia el espacio extracelular o hacia los organelos (Jansen J et al. 2012).

Existe un control de la expresion epigenética por lo que cada uno de los

transportadores de zinc muestran un patron de expresion especifico de tejidos

(Kimura Ty Kambre T 2016).
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Figura 10. Localizacion subcelular de los transportadores de zinc ZIP y ZnT (Kimura Ty

Kambe T 2016)

2.2.4 Deficiencia de zinc

Las manifestaciones de la deficiencia de zinc pueden ser graves, aunque en

general se manifiestan como marginales o leves (Prasad AS 2008). En la tabla |

se enlista algunas de las manifestaciones de las deficiencias moderadas y

severas de zinc:

Manifestaciones de una deficiencia
moderada de zinc

Manifestaciones de una deficiencia

severa de zinc

» Retraso del crecimiento .
* Piel &spera .
+ Falta de apetito .
« Cicatrizacion retardada de heridas .
+ Disfunciones del sistemainmune

+ Letargo mental .
* Hipogonadismo masculino en .

adolescentes

Alopecia

Diarrea

Trastorno emocional

Pérdida de peso

Infecciones debidas a disfunciones
inmunitarias mediadas por células
Hipogonadismo en varones
Dermatitis pustulosa ampollosa

Tabla I. Manifestaciones de una deficiencia moderada y severa de zinc (Tomado de

Prasad AS 2008)
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La deficiencia severa de zinc puede ser heredada o adquirida. La forma méas
grave de deficiencia de zinc hereditaria es la acrodermatitis enteropatica, que
es un transtorno genético causado por una mutacion en el transportador de
zinc Zip4 (Fraker PJy King LE 2004). En tanto que las formas de deficiencia de zinc
grave adquirida han sido observadas en personas que reciben nutricion
parenteral total sin suplementacion con zinc 6 después de ingestion excesiva

de alcohol asi como por tratamiento con histidina (Plum LM, Rink L y Haase H 2010).

Las manifestaciones clinicas de la deficiencia moderada de zinc se encuentran
principalmente en pacientes con bajo consumo dietético de zinc, por
sudoracion excesiva en lugares tropicales, abuso de alcohol, enfermedad renal
cronica e incluso como consecuencia de la enfermedad de las células
falciformes (Plum LM, Rink L y Haase H 2010) (Prasad AS 2008). La deficiencia
nutricional de zinc en los paises en desarrollo es causada por una alta ingesta
de proteinas de cereales, ricas en fitato organico, compuesto por fosfato
organico que compleja al hierro y al zinc como se muestra en la figura 11, lo

que hace que el zinc no esté disponible para la absorcion (Prasad AS et al. 2009).

QH QH

0=P-OH 0=P-OH
HO\PfOH 0 O»p _OH HO\p'OH 0 Qp _OH
N - -\ TN = -\
g O «O" Yop 0 V.u
Fe
"R oY 0. R o o. 2
HO~ R\ 0 'p\OH (o R o) 'p\OH
o 9 HoO .90 9 wo
HO-P=0 Z HO-P=0
OH OH

Figura 11. Del lado izquierdo se muestra la estructura del fitato y del lado derecho como
se quela el fitato con el hierro y el zinc (Tomado de Manwaring HR, Bligh HFJ y Yadav R
2016)

25



Cabe sefialar que la deficiencia de zinc causada por la desnutricién, el
envejecimiento, ciertas enfermedades e incluso la homeostasis desregulada es
un evento mucho mas comun que la intoxicacion con zinc por exposicion

excesiva que es rara (Plum LM, Rink L y Haase H 2010).

Los suplementos de zinc a largo plazo, generan sus efectos toxicos debido a

que el zinc interfiere con la absorcion de cobre.

De acuerdo con Prasad, como resultado de la deficiencia de znc, los
macréfagos son afectados y generan en respuesta citocinas inflamatorias tales

como el TNF-a y la IL-13 (Prasad AS 2008)

2.2.5 Suplementacién con zinc
En diversos estudios realizados por Prasad y colaboradores se ha informado
que los ancianos pueden presentar una concentracion disminuida de zinc a
nivel plasmético, aumento de marcadores oxidativos y aumento en la
generaciéon de citocinas inflamatorias. Después de la ingesta de suplementos
con zinc, aumenta el nivel plasmatico del metal, y disminuyen tanto los

marcadores de estrés oxidativos como la expresion de citocinas inflamatorias.

En Estados Unidos, un estudio llevado a cabo por el NIH (National Eye
Institute) se inform6 que el zinc y los antioxidantes (vitamina C, vitamina E, y
Bcaroteno) redujeron significativamente las probabilidades de desarrollar
degeneracion macular relacionada a la edad avanzada y aunque el mecanismo
exacto por el cual el zinc logra este efecto no se conoce (Prasad AS 2008)

actualmente se propone que el zinc logra reducir el estrés oxidativo (Mocchegiani

E et al. 2012).
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Ademas el zinc logra reducir la duracion de la diarrea aguda asi como crénica y
las infecciones del tracto respiratorio en los lactantes y los nifios de paises en

desarrollo.

AS Prasad informa que la suplementacibn con zinc disminuye
significativamente la incidencia de infecciones en sujetos de edad avanzada.
También se ha reportado una reduccion del 50% en la duracion y gravedad del

resfriado comln después del tratamiento con acetato de zinc (Prasad AS et al.

2009).

2.2.6 Elzincy lainmunidad

Cuando existe deficiencia de zinc, las disfunciones inmunitarias pueden
deberse a un desequilibrio entre las funciones de las células Thl y Th2. El IFN-
y es el principal componente de una respuesta orientada a Th1, se ha
observado que disminuye su expresion durante la deficiencia de zinc, lo que
proporciona un mecanismo por el cual el zinc afecta probablemente la
inmunidad, ya que las células Thl promueven la activacion de macréfagos y la

produccién de opsonizantes (Prasad AS 2008).

El estrés oxidativo es un factor importante que contribuye a varias
enfermedades y procesos cronicos humanos, tales como la aterosclerosis, la

neurodegeneracion, cancery el proceso de envejecimiento (Prasad AS 2009).

El factor nuclear kB (NF-kB) existe en el citoplasma como un heterodimero
P50 y P65 formando un complejo con la proteina inhibitoria IkB. La fosforilacion
de IkB por diferentes cinasas provocan la ubiquitinacion y su degradacion por

proteosoma que da como resultado la activacion y translocacién del NF-kB

(Echeverri NP y Mockus | 2008).
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El factor de transcripcion NF-kB esta implicado en la expresion de una variedad
de genes especfificos. El zinc inhibe la activacion de NF-KB, lo que potencia la
respuesta contra el cancer (Prasad AS 2008), diminuyendo la angiogénesis y la
induccién de citocinas inflamatorias, mientras que aumenta la apoptosis de

células cancerosas.

El zinc es esencial para la actividad de la timulina, cuya funcién principal
implica la diferenciaciéon y maduracion de las células. También se sabe que la
expresion génica de IL-2 e IFN-y citocinas Th1 dependen del zinc. La citocinas
Th2 no se ven afectadas por la deficiencia de zinc, excepto la IL-10 que puede

ser corregida por la suplementacion con zinc (Prasad AS et al. 2009).

ZTC == Zinc

PDE \
CG‘MP NIK I Via TRAF
: 1 A20

PKA —;'Rafd—p MAPK e IKK

<N F«B activation

7/ \

Moléculas anti-apoptéticas Factores de crecimiento Citocinas Enzimas Moléculas de adhesion
(BCL2,BCLy;. cIAP-2) (VEGF, ciclina D1, (IL-1p,IL-6,IL-8, (INOS, (Tutegrinas, ICAM-1,
) ) EGFR, etc) TNF-¢, MCP-1) COX2) VCAM-1, Selectina-E)
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Creimientocelular  Iaflamacién

Figura 12. Vias de senalizacion del zinc en monocitos/macréfagos y células endoteliales
vasculares (Tomado y modificado de Prasad AS et al. 2009)
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Las Especies Reactivas de Oxigeno (conocidas por sus siglas en inglés como
ROS) se generan in vivo en condiciones aerbbicas. El zinc regula
negativamente la expresion génica de las citocinas inflamatorias como el TNF-a
y la IL-1B, que se sabe que generan especies reactivas del oxigeno (ROS).
Este puede ser un mecanismo adicional por el cual, el zinc puede funcionar
como un antioxidante en los humanos (Prasad AS 2008). En el organismo las
enzimas mitocondriales como el citocromo P450 de la cadena respiratoria, las
flavoproteinas oxidasas y el metabolismo de los acidos grasos peroxisomales
son las fuentes mas significativas de O,, H,O, y OH. Existen diferentes

maneras en que el zinc logra disminuir la generacion de ROS (Prasad AS et al.

2009) :

1. Las NADPH oxidasas son un grupo de enzimas que catalizan la
produccion del radical superéxido O2° a partir de oxigeno usando
NADPH (nicotinamida adenina dinucleétido fosfato) como donador de
electrones. El zinc es un inhibidor de esta enzima.

2. La dismutacion del superéxido a peroxido de hidrogeno (H202) es
catilizada por la enzima superdxido dismutasa (SOD) que contiene tanto
cobre como zinc. El zinc induce la produccion de metalotioneina, que es
rica en cisteina que es excelente eliminando hidroxilos OH.

3. El zinc compite con el hierro y el cobre para unirse a las membranas

celulares, disminuyendo la produccion de hidroxilo OH.
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3. DISENO EXPERIMENTAL

Animales de experimentacion

Se emplearon ratones de la cepa BALB/c AnN, machos y hembras de 18-22g.
Dichos animales se mantuvieron en cajas de plastico cubiertas de acero
inoxidable y fondo de aserrin estéril y fueron alimentados ad libitum con
alimento comercial Specially Formulated (PRO-LAB® RMH 2500 5P14 USA). Se
mantuvieron en las condiciones de mantenimiento en bioterio de acuerdo con la
guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio y las cruzas se realizaron

conservando la cepa singénica.

Suplementacion con zinc

Para realizar el estudio de la relacion entre el consumo de zinc en la dieta y la
produccion de CXCL10, se suministr6 acetato de zinc a los animales
(Mallinckrodt-Baker ~ 8740 México) en el agua de beber ad libitum en una

concentracion de 500 ug/mL. Para la ingesta de agua se emplearon botellas de

vidrio con tapones de polietileno y tubos bebederos de vidrio.

Estimulacion con Lipopolisacarido

Se realiz6 la curva de estimulacién con Lipopolisacarido bacteriano (Escherichia
coli 055:B5; SIGMA CHEM L-2880, St. Louis, MO, USA) para provocar una inflamacion
aguda, en una dosis de 1mg/Kg para un volumen final de 200uL en solucién
grado inyectable, por via intraperitoneal, en los ratones de los diferentes grupos
experimentales, en donde se encontr6 mayor produccion de quimiocinas dentro
de un rango de 2-4 horas y una disminucion a su nivel basal después de las 6

horas.
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Grupos experimentales

Los animales F1 fueron divididos en 8 grupos experimentales de acuerdo a la
concentracion de la suplementacién recibida, la duracion del tratamiento y la
estimulacion con Lipopolisacarido. Las crias recibieron suplementacion con
zinc 500ug/mL durante la gestacion y la lactancia (tratamiento de 6 semanas) o
durante la gestacion, lactancia y destete (tratamiento de 9 semanas). Ademas,
se llevd a cabo la estimulacion in vivo con Lipopolisacarido bacteriano en una
dosis 1mg/Kg via intraperitoneal a las 3 horas. Los grupos testigo, de edades
correspondientes (6 'y 9 semanas respectivamente) no recibieron
suplementacion de zinc y recibieron agua desionizada ad libitum. La mitad de
los grupos no fueron estimulados con Lipopolisacarido y se les administré un

volumen igual de 200uL de solucién salina. Cada grupo experimental cuenta

con n=5 y los experimentos se realizaron por triplicado.

Grupos estimuladosin vivo con
LPS 1mg/Kg viai.p., 3horas

Grupo1 Zn0 ug/mL 6semanas GrupoS Zn0+uLgF/)rgL 6semanas

Grupo6 Zn0 pg/mL 9semanas

Grupo2 Zn0 ng/mL 9semanas +LPS
Grupo3 Zn500 pg/mL 6semanas Grupo? ZnSOELPgS/mL bsemanas

Grupo4 Zn500 pug/mL 9semanas Grupos ZnSOEL@émL 9semanas

Tabla Il. Grupos de experimentacion
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Efecto de la suplementaciéon con zinc en la producciéon de la CXCL10

Para la deteccion de la quimiocina en suero, se empled un ensayo
inmunoenzimatico de doble anticuerpo revelado mediante el sistema avidina-
biotina-peroxidasa empleando reactivos PeproTech 900-M153 USA. La
interaccion antigeno-anticuerpo puede ser evaluada mediante métodos in vitro.
En este caso se empled un ensayo inmunoenzimatico, el cual se apoya en tres
caracteristicas fundamentales: la especificidad de los anticuerpos, el elevado
poder catalitico y la alta especificidad de las enzimas. Gracias a ello, este tipo
de ensayos presenta grandes ventajas, como tener una elevada sensibilidad,
detectabilidad y especificidad. Este ensayo conocido también como “sandwich”
consiste en lo siguiente: Se tiene una fase soélida en la cual se adhiere un
primer anticuerpo que captura el antigeno de interés presente en las muestras.
Se realizan lavados para eliminar moléculas no adheridas y posteriormente se
afiade un segundo anticuerpo biotinilado, conocido como anticuerpo de
captura, el cual reconoce un epitope diferente del antigeno. Este segundo
anticuerpo se une a la avidina marcada con la enzima que sirve como
marcador, asi que al afadir finalmente el ABTS+ H,O, se desarrolla color que

es cuantificable mediante espectofotometria a una longitud de 405nm.
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Figura 13. Ensayo inmunoenzimatico de doble anticuerpo revelado mediante el sistema
ABC (Tomado y modificado de LifeSpan BioSciences, Inc.)
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Estandarizacion del método

1. Se fij6 en microplacas para ELISA con 150 ng por pozo del anticuerpo
a-CXCL10 en un volumen de 100uL de amortiguador salino de fosfatos
y se incubd toda la noche a temperatura ambiente.

2. Se desechd el contenido de los pozos mediante inversién. Se lavaron 4
veces con 250uL de la solucion de lavado (PBS con Tween-20 al
0.05%).

3. Se diluy6 el estdndar de CXCL10 murino a concentraciones que van de
32.5 a 1000 pg/mL.

4. Se adicion6 a cada pozo 100uL de las muestras diluidas 1/10 del grupo
a estudiar, por triplicado. Se incub6é a temperatura ambiente durante 2
horas.

5. Se desecho el contenido de los pozos y se lavo 4 veces con la solucion
de lavado (PBS con Tween-20 al 0.05%).

6. Se diluyo el anticuerpo de deteccidn biotinilado hasta una concentracion
de 0.75ng por pozo en un volumen de 100uL, se incubd a temperatura
ambiente durante 16 hrs, se desecho el contenido de los pozos y lavo 4
veces con la solucién de lavado.

7. Se diluy6 el conjugado Avidina-Peroxidasa 1:2000 y se adiciond 100uL a
cada pozo. Se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se
desechod el contenido de los pozos y se lavo 4 veces con la solucion de
lavado.

8. Se adicionaron 100uL de la solucion de sustrato H,O, +ABTS y se

incub6 90 minutos a temperatura ambiente para el desarrollo del color.
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9. Se registré el desarrollo del color con un lector para microplacas a

405nm con la correccién de longitud de onda en 650nm.

10.Se realiz6 andlisis estadisitico (ANOVA vy t-Student) con software el

GradPhad Prism 7.03.

SOLUCIONES

ESTANDARIZACION

PBS

PBS pH 7.2 en agua estéril

Amortiguador de Lavado

PBS con Twee-20 al 0.05%

Amortiguador de Bloqueo

PBS con BSA al 1%

Diluyente

0.05% Tween-20, 0.1% BSA en PBS

Anticuerpo de captura

100pL Conc. 1.50pg/mL
Cant/pozo=150ng OVERNIGHT
Temperatura ambiente

Anticuerpo de deteccion

100uL Conc. 0.75uL/mL
Cant/pozo=75ng 16 hrs.
Temperatura ambiente

250puL Amortiguador de Lavado 4 veces

Lavados Con agitacion 1 minuto
Diluir estandar para una concentracion :
Std1 Cant/pozo= 100pg
Std2 Cant/pozo= 50pg
Estandares Std3 Cant/pozo= 25pg

Std4 Cant/pozo= 12.5pg
Std5 Cant/pozo= 6.25pg
Std6 Cant/pozo= 3.125pg

Conjugado Avidina-HRP

Diluir a una concentracién 1:2000

ABTS

100uL a cada pozo

Lectura

Tiempo de lectura 6ptimo:; 90minutos

Tabla lll. Condiciones de estandarizacion de Ensayo Inmunoenzimatico de CXCL10 murino
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4. RESULTADOS

Se monitore6 la cinética de estimulacion con lipopolisacarido en ratones
BALB/c AnN en un periodo de tiempo de 1 a 6 horas y los resultados obtenidos
se muestran en la figura 1. Se puede observar que el grafico presenta un
comportamiento de parabola en donde la produccién maxima de la quimiocina
es a las 3 horas y posteriormente las concentraciones disminuyen nuevamente

aunque al final de las 6 horas no decaen al nivel basal.
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Figura 1. Cinética de estimulacion in vivo con LPS de 1 a 6 horas en donde se muestra que el
tiempo optimo de estimulacién es a las 3 horas, tiempo en el cual se obtiene un aumento del
95% de la concentracion de CXCL10. Para la estimulacién de la quimiocina en modelo murino
se utilizo Lipopolisacarido bacteriano (Escherichia coli 055:B5; SIGMA CHEM L-2880, St.
Louis, MO, USA)
Para determinar las concentraciones de la quimiocina se realizé una curva de
calibracion a partir de estandares. Los resultados obtenidos, asi como la

linealizacion de dicha curva se muestran en la figura 2 y 3, respectivamente.

35



Absorbancia
2405nm
o
B

0.0

1(I)0 10I00
CXCLO murino (pg/mL)

Figura 2. Curva estandar representativa del ensayo inmunoenzimatico de doble anticuerpo de
CXCL10 murino. Las concentraciones de la curva van desde 32.5 a 1000 pg/mL. La
absorbancia fue medida en un lector para microtiras Behring EL301 a 405nm con filtro de
correcciéon de 650nm.
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Figura 3. Linealizacion de la curva estandar representativa del ensayo inmunoenzimatico de
doble anticuerpo de CXCL10 murino. Las concentraciones de la curva van desde 125 a 1000
pg/mL. La absorbancia fue medida en un lector para microtiras Behring EL301 a 405nm con
filtro de correccion de 650nm.



Para verificar el efecto que tiene el zinc en la produccién de la CXCL10 se
realiz6 un ensayo inmunoenzimatico de doble anticuerpo con las 40 muestras
de ratones divididas en 8 grupos con tratamientos diferentes, en donde las
variables son: la concentracién de la suplementacibn que recibieron los
animales, la duracién del tratamiento y la estimulacion con lipopolisacarido. En
la figura 4 se muestran todos los resultados obtenidos analizados mediante un
ANOVA en donde se hace evidente que los grupos estimulados con LPS son

los que muestran diferencias significativas del 90% o mas.
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Figura 4. Resultados obtenidos de las concentraciones de CXCL10 en las muestras con
tratamientos de Zn0 y Zn500 a las 6 y 9 semanas, con y sin estimulacion de lipopolisacarido.
Los resultados de las muestras fueron procesados con GradPhad Prism 7.03 mediante
ANOVA con P<0.05.

De la figura 5 a la 12 se analizan por separados los grupos en los que se desea
observar si existen diferencias significativas, analizados mediante la prueba t

student.
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Figura 5. Resultados de la concentracion de CXCL10 obtenidos en las muestras con
tratamientos en ausencia y presencia de suplementaciéon con zinc en una concentraciéon de
500ug/mL durante 6 semanas. Los resultados de las muestras fueron procesados con
GradPhad Prism 7.03 mediante la prueba t student. Se observa un aumento de Ila
concentracion de CXCL10 con respecto al testigo del 25% con P>0.05.
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Figura 6. Resultados de la concentracion de CXCL10 obtenidos en las muestras de animales
suplementados con Zn500 con respecto al testigo Zn0, durante 9 semanas. Los resultados de
las muestras fueron procesados con GradPhad Prism 7.03 mediante la prueba t student. Se
observa un aumento de la concentracion de CXCL10 con respecto al testigo del 25% con
P>0.05.
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Figura 7. Resultados de la concentracion de la quimiocina CXCL10 obtenidos de animales sin
y con suplementacion de zinc durante 6 semanas estimulados con lipopolisacarido
bacteriano (Escherichia coli 055:B5; SIGMA CHEM L-2880, St. Louis, MO, USA)en una
concentracion de 1mg/Kg durante 3 horas. Los resultados fueron procesados con GradPhad
Prism 7.03. Mediante la prueba t Student. Se observa un aumento de la concentracién de
CXCL10 con respecto al testigo del 7% con P>0.05.
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Figura 8. Resultados de la concentracion de CXCL10 obtenidos de animales con y sin
suplementacion de zinc durante 9 semanas estimulados con lipopolisacarido bacteriano
(Escherichia coli 055:B5; SIGMA CHEM L-2880, St. Louis, MO, USA) en una concentracion de
1mg/Kg durante 3 horas. Los resultados fueron procesados con GradPhad Prism 7.03.
Mediante la prueba t Student. El resultado muestra observa un aumento de la concentracion
de CXCL10 con respecto al testigo del 5% con P>0.05.
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Figura 9. Resultados de la concentracion de CXCL10 obtenidos de animales que no
recibieron suplementacién con zinc durante un periodo de 6 semanas sin y con estimulaciéon
con lipopolisacarido bacteriano (Escherichia coli 055:B5; SIGMA CHEM L-2880, St. Louis, MO, USA)
en una concentracion de 1mg/Kg durante 3 horas. Los resultados fueron procesados con
GradPhad Prism 7.03. Mediante la prueba t Student. Se observa un aumento de la
concentracion de CXCL10 con respecto al testigo del 95% con P <0.05.
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Figura 10. Resultados de la concentraciéon de la CXCL10 obtenidos de animales con que no
recibieron suplementacién con zinc durante un periodo de 9 semanas sin y con estimulacion
con Lipopolisacarido bacteriano (Escherichia coli 055:B5; SIGMA CHEM L-2880, St. Louis, MO,
USA) a una concentracion de 1mg/Kg durante 3 horas. Los resultados fueron procesados con
GradPhad Prism 7.03. Mediante la prueba t Student y se aprecia un aumento de la
concentraciéon de CXCL10 con respecto al testigo del 90% con P<0.05.
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Figura 11. Resultados de la concentracién de CXCL10 obtenidos de animales suplementados
con Zn500 durante 6 semanas sin y estimulados con Lipopolisacarido bacteriano (Escherichia
coli 055:B5; SIGMA CHEM L-2880, St. Louis, MO, USA) en una concentracion de 1mg/Kg durante 3
horas. Los resultados fueron procesados con GradPhad Prism 7.03. Por la prueba t Student
el resultado evidencia un aumento en la concentracion de CXCL10 con respecto al testigo del
90% con P<0.05.
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Figura 12. Resultados de la concentraciéon de CXCL10 obtenidos de animales suplementados
con Zn500 durante 9 semanas sin y con estimulacion con Lipopolisacarido bacteriano
(Escherichia coli 055:B5; SIGMA CHEM L-2880, St. Louis, MO, USA) en una concentraciéon de
1mg/Kg durante 3 horas. Los resultados fueron procesados con GradPhad Prism 7.03. Por la
prueba t Student el resultado evidencia un aumento en la concentracion de CXCL10 con
respecto al testigo del 95% con P<0.05.
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Las figuras que se presentan a continuacion hacen evidente las diferencias del
comportamiento de la quimiocina CXCL10 en condiciones fisiologicas, cuando
se ha recibido una suplementacién con zinc durante 6 y 9 semanas,

repectivamente, y cuando se presenta infeccién in vivo.
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Figura 13. Resultados de la concentraciéon de CXCL10 obtenidos en asusencia y presencia de
la suplementacién con zinc a las 6 semanas sin y con estimulacion con Lipopolisacarido
bacteriano (Escherichia coli 055:B5; SIGMA CHEM L-2880, St. Louis, MO, USA) en una
concentracion de 1mg/Kg durante 3 horas. Los resultados fueron procesados con GradPhad
Prism 7.03. El resultado evidencia un aumento en la concentracion de CXCL10 con respecto
al testigo del 90% con P<0.05.

Los resultados de la figura 13 se muestran en la siguiente tabla:

TRATAMIENTO CONCENTRACION MEDIA
DE LA QUIMIOCINA CXCL10
(pg/mL)
Zn Oug/mL de 6 semanas sin estimulacién con LPS 670
Zn 500pg/mL de 6 semanas sin estimulacion con LPS 870
Zn 500pg/mL de 6 semanas con estimulacién con LPS 12,200

Tabla |. Valores obtenidos de la concentraciéon de la quimiocina CXCL10 de 3 grupos con
tratamientos diferentes.
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Figura 14. Resultados de la concentracion de CXCL10 obtenidos en asusencia y presencia de
la suplementaciéon con zinc a las 9 semanas sin y con estimulaciéon con Lipopolisacarido
bacteriano (Escherichia coli 055:B5; SIGMA CHEM L-2880, St. Louis, MO, USA) en una
concentracion de 1mg/Kg durante 3 horas. Los resultados fueron procesados con GradPhad
Prism 7.03. y el resultado evidencia un aumento en la concentraciéon de CXCL10 con respecto
al testigo del 90% con P<0.05.

Los resultados de la figura 14 se muestran en la siguiente tabla:

TRATAMIENTO CONCENTRACION MEDIA
DE LA QUIMIOCINA CXCL10
(pg/mL)
Zn Oug/mL de 9 semanas sin estimulacién con LPS 750
Zn 500pg/mL de 9 semanas sin estimulacién con LPS 970
Zn 500pg/mL de 9 semanas con estimulacién con LPS 11,100

Tabla Il. Valores obtenidos de la concentracion de la quimiocina CXCL10 de 3 grupos con
tratamientos diferentes.
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5. DISCUSION

La inflamacion es el proceso que se lleva a cabo cuando algun patdgeno
ingresa al organismo, logra evadir su reconocimiento por el sistema
inmunologico y provoca un dafio a células y tejidos. Tiene 4 caracteristicas
principales: calor, rubor, tumor y dolor, y es mediante la inflamacion que se
logra llevar a cabo el reclutamiento de células del sistema inmune hacia el sitio
en donde se estd provocando la agresion por dicho patégeno. La respuesta
inflamatoria aguda se inicia tras la deteccion de infecciones microbianas, con el

proposito de proteger al huésped de un dafio tisular (Foster M y Samman S 2012).

El lipopolisacarido (LPS) administrado en ratones, ademas de ser cuantificado
numéricamente con la expresion de la quimiocina inflamatoria CXCL10, fue
también observado en los animales, los cuales mostraron las siguientes

caracteristicas:

Malestar evidente manifestado por el encorvamiento de los animales.

Temblor tenue.

Pelaje erizado.

Mayor demanda de suefio.

El LPS fue un excelente estimulante de la CXCL10, pues al simular una
infeccion in vivo en ratones de la cepa BALB/c AnN de 6 y 9 semanas con LPS
(Escherichia coli 055:B5; SIGMA CHEM L-2880, St. Louis, MO, USA) por via
intraperitoneal en una dosis de 1mg/Kg en ratones BALB/c AnN, la
concentracién de CXCL10 aumenté méas de 12 veces su produccion fisiologica

como se muestra en las figuras 9-12 de resultados.



Al realizar la cinética de estimulacion con Lipopolisacarido, en los resultados
obtenidos en este trabajo se puede observar que tras la primera hora de haber
administrado el LPS, no existe un aumento en la concentracién de la
quimiocina CXCL10 en suero con repecto al testigo, sin embargo, a partir de la
segunda hora la CXCL10 comienza a estimularse exitosamente, hasta que a la
tercera hora se observa su pico de mayor produccion. Después de alcanzar su
punto maximo de estimulacién a las 3 horas, las concentraciones de la
quimiocina comienzan a disminuir a partir de las 4 horas y continla
disminuyendo a las 5 y 6 horas, aunque a estos tiempos aun no se encuentra

en su estado basal como se muestra en la figura 1.

El grupo de Lang S. en 2016 estudié la participacion de CXCL10 en la
contribucion a la fisiopatologia del sindrome de dificultad aguda respiratoria
(conocida por sus siglas en inglés como ARDS) al inducir la enfermedad
cuando se administra LPS, (Escherichia coli O111:B4; Sigma, St. Louis, MO,
USA) por via intratraqueal en una dosis de 2mg/kg en ratas macho Wistar con
un peso de 180-220g. Posteriormente obtuvo muestras de suero de las ratas, y
cuantificd la produccion de la quimiocina a las 2, 6 y 12 horas mediante un
ELISA (MyBioSource). Los resultados de Lang S. indicaron que el tiempo
optimo de estimulacion en el modelo experimental utilizado fue a las 12 horas,
pues la quimiocina tuvo un incremento evidente del 90% con respecto al

testigo.

En el afio 2008 el grupo de Danesh A et al. estimuld in vitro células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de hurones Fitch macho de seis
meses de edad que pesaban de 800-1000g, con LPS (0.1mg/mL) durante 1, 2,

4, 8 y 16 horas. Utilizando los cebadores especfficos para el gen CXCL10 de
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hurén, cuantific6 mediante PCR la expresion de mRNA y encontré que el
tiempo Optimo de estimulacion fue a las 2 horas obteniendo un incremento de

60 veces la produccion del grupo testigo.

Los resultados obtenidos en el Laboratorio de Investigacion en Inmunologia
son comparables con los obtenidos por Lang S. et al y Danesh A. et al., pues a
pesar de haber trabajado con un modelo experimental diferente y administrado
diferentes dosis de LPS se obtuvieron resultados semejantes ya que los
estudios demuestran que el LPS es un excelente estimulante si se requiere
cuantificar la CXCL10 como se observa en las figuras 11 y 12 de resultados,
debido a que la quimiocina se regula transcripcionalmente en respuesta a éste
estimulo, y desde tiempos cortos (de 2 a 3 horas) se comienza a elevar su
expresion. CXCL10 al ser una quimiocina pro-inflamatoria, lleva a cabo su
expresion por la via dependiente de MyD88 para finalmente translocar a NF-kB

y efectuar la transcripcion del gen de la CXCL10 al ser estimulada con LPS.

El grupo de Ebaid H. et al en 2014 también logran observar la relacion que
tiene el zinc en la expresion de la quimiocina CXCL10. Realizaron un disefio
experimental para observar la capacidad proliferativa del zinc en ratas que
presentaban dafio por un tratamiento previo con cadmio. Debido a que la
guimiocina CXCL10 es una proteina de bajo peso molecular que participa en el
tréfico de linfocitos en el proceso inflamatorio cuando se presenta algun tipo de
patogénesis, el grupo de Ebaid decide cuantificar la expresion de CXCL10 a
nivel mMRNA mediante RT-PCR. Lo que se observa de los resultados que
obtiene, con 95% de intervalo de confianza, es que el zinc logra aumentar
significativamente la intensidad de las bandas obtenidas en RT-PCR con

respecto al grupo testigo. En el Laboratorio de Investigacion en Inmunologia
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también obtuvimos un aumento de CXCL10, a diferencia del grupo de Ebaid H.
et al, fue cuantificada su expresion a nivel proteina. A pesar de ser cuantificada
el incremento de CXCL10 en diferentes niveles de expresion, ambos resultados

son similares pues el zinc aumento la produccion de la quimiocina en estudio.

En el laboratorio de investigacion en inmunologia, Ramirez J. en 2008 también
desarroll6 un trabajo que relaciona la respuesta orientada a Thl, haciendo un
estudio de los efectos de la suplementacion con zinc en la expresion génica del
IFN-y en linfocitos murinos esplénicos. Lo que encontré fue que el zinc
favorece la expresion del IFN-y en etapas perinatales de ratones de la cepa
BALB/c AnN, observando un mayor efecto cuando el tiempo de exposicion al
zinc era mas prolongado, es decir, el zinc incrementd en una proporcion mayor
a las 9 semanas de tratamiento, que a las 6 semanas. El trabajo de Ramirez J.
esta estrechamente relacionado con el estudio de la quimiocina CXCL10 pues
se sabe que el IFN-y estimula la produccion de nuestra quimiocina de interés, y
ambas son moléculas que estan relacionadas con la orientacion a la respuesta

Thl.

Sanchez M. y Eguiarte F. también en el laboratorio de investigacién en
inmunologia en 2013 realizaron estudio de la respuesta orientada Th1l7 in vivo

e in vitro, respectivamente. Mediante el estudio de la IL-17 ambos encontraron

gue el zinc disminuye la produccién de esta interleucina.

El actual estudio y los realizados previamente en el laboratorio de inmunologia
se ha demuestran que la suplementacién con zinc ayuda a favorecer la

orientacion a la respuesta Thl y suprime la respuesta Th17.
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Se puede deducir que la suplementacion con zinc en roedores esta
favoreciendo la produccion de CXCL10 y ésta a su vez, favorece la
sefializacion entre las diferentes células del sistema inmune para poder actuar

en el organismo cada que se desarrolle una respuesta inflamatoria.

La homeostasis de los micronutrimentos es un factor clave para mantener un
sistema inmunologico saludable. El zinc es esencial en la regulacién de las
respuestas inmunes innatas y adaptativas y participa también en el control de
la oxidacion, en la regulacion de la citocinas inflamatorias y en la modulacién

de los procesos apoptoticos e inflamatorios (Gammoh NZ y Rink L 2017).

El estado nutricional de la poblacién es actualmente uno de los temas de mayor
relevancia a nivel mundial, las personas sanas actualmente se cuestionan
acerca de si la ingesta de cualquier suplemento que incluya vitaminas o
minerales es adecuada o puede generar un riesgo potencial en la salud e
incluso se sabe que los estadounidenses gastan miles de millones de dolares

en varios de estos suplementos (Brewer G.J. y Prasad AS 2014).

El National Eye Institute determiné que la suplementacion con zinc resulta muy
atil en personas de 60-65 afios de edad o mayores, debido a que ingieren
menos del 50% de la cantidad diaria recomendada, ya sea por alteraciones en
la absorcidén intestinal, por una masticacion inadecuada o por interacciones con
farmacos. La ingesta de suplementos que contengan zinc puede ayudar a
contrarrestar las alteraciones inmunitarias en los ancianos y favorecer un

envejecimiento saludable (Mocchegiani E et al. 2013) (Prasad AS et al. 2011).

Se sabe que en el reino unido, alrededor de 37,000 pacientes mueren de una

sepsis grave, que se caracteriza por presentar una respuesta inflamatoria
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sistémica, desregulada y exagerada que esta acomparada del estrés oxidativo.
La ingesta de suplementos de zinc ayudan a contrarrestar el estrés oxidativo y

las respuestas inflamatorias en los pacientes con sepsis (Mertens K et al. 2015).

Esta claro que incluso una leve deficiencia de zinc en los seres humanos afecta
las funciones inmunoldgicas, clinicas y bioquimicas, y se debe hacer
conciencia en la poblacion de no exceder el consumo y el tiempo de exposicion

a estos productos para no alterar el estado osmoético de zinc en la célula (Prasad

AS 2008)
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CONCLUSIONES

Se logré evaluar la concentracién de la quimiocina CXCL10 en suero
de ratones gracias a la estandarizacién del ensayo inmunoenzimatico

de doble anticuerpo en ratones BALB/c suplementados con zinc

Se encontré que el zinc aumenta en un 25% la cantidad de CXCL10
producida en el modelo murino en los tratamientos con duracién de 6 y

9 semanas

El tiempo Optimo de estimulacién con LPS es a las 3 horas en el cual se

logra aumentar mas de 12 veces la produccion fisiolégica de CXCL10

El incremento de CXCL10 se observa también en muestras estimuladas
con Lipopolisacarido bacteriano en los grupos tratados con Zn500

respecto al testigo Zn0 en una proporcion del 5%

Se logré determinar que existe un aumento significativo del 95% en las
muestras de ratones sanos frente a los animales en los que se simulo

una infeccién con Lipopolisacarido bacteriano

Los resultados indican que la alimentacion influye directamente en el
buen funcionamiento del organismo y de la respuesta inmune, pues
todos los oligoelementos, entre ellos el zinc, son esenciales y se

requieren en las cantidades adecuadas
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ANEXO I. ABREVIATURAS

ANOVA del inglés analysis of variance

ARDS del inglés acute respiratory distress sindrome

CD delinglés dendritic cell

CXCL10 delinglés C-X-C motif chemokine 10

DNA del inglés desoxiribonucleic acid

ELISA del inglés enzyme —linked immunoabsorbent assay

HAD del inglés HIV-associated dementia

IFN-y delinglés interferon gamma

IP-10 del inglés interferon gamma-induced protein 10

I-TAC del inglés interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant

LPS del inglés lipopolysaccharide

MAPK del inglés mitogen-activated protein kinase

MIP del inglés macrophage inflammatory protein

MYD88 del inglés myeloid differentiation primary response 88

NF-KB del inglés nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

NK del inglés natural killer

PBS del inglés phosphate buffer saline
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PCR del inglés polymerase chain reaction

PDGF del inglés platelet derived growth factor

PF4 del inglés platelet factor 4

pl del inglés isoelectric point

RDA del inglés recommended dietary allowance

RNA del inglés ribonucleic acid

ROS del inglés reactive oxygen species

TCR del inglés T cell receptor

TLR delinglés Toll-like receptor

TNF del inglés tumor necrosis factor

TRIF del inglés TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-8

VIH del inglés human immunodeficiency virus

ZIP del inglés Zrt- and Irt-like protein

ZnT del inglés zinc transporter
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