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Efecto de la suplementacion con selenio y zinc
en las concentraciones de IL-6, IL-8 y TNF-a en

pacientes pediatricos con fibrosis quistica

Effect of supplementation of selenium and zinc on IL-6, IL-
8, and TNF-a levels in cystic fibrosis pediatric patients
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Romadn-Casas,* Brenda Monserrat Gonzalez-Dorasco,* Efrén Aguilar-Rodriguez,* Adriana Del Carmen Alva-
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Resumen

ANTECEDENTES: El zinc y el selenio son dos micronutrientes cuya concentracién dis-
minuye en algunos de los pacientes con fibrosis quistica; ambos minerales participan
en la regulacién de las citocinas proinflamatorias IL-6, IL-8 y TNF-o..

OBJETIVO: Determinar el efecto de la suplementacion con zinc y selenio en la concen-
tracion plasmdtica de IL-6, IL-8 y TNF-a en pacientes pediatricos con fibrosis quistica.

MATERIALES Y METODOS: Estudio piloto, comparativo, longitudinal, experimental, pros-
pectivo, no controlado y no aleatorizado efectuado de octubre de 2015 a octubre de
2016. Se incluyeron pacientes con fibrosis quistica de 6 a 18 anos, con insuficiencia
pancreatica exocrina y soporte nutricional durante mas de 6 meses. Se suministraron
30 mg al dia de zinc y 200 mcg al dia de selenico durante 12 meses. Se determinaron,
por ELISA, las concentraciones plasmaticas de IL-6, IL-8 y TNF-o. basal, 6 y 12 meses
de suplementacion.

RESULTADOS: Las concentraciones promedio de IL-6 basales, a los 6 y 12 meses de su-
plementacién fueron: 13.1 pg/mL, 15.3 pg/mLy 11.5 pg/mL, respectivamente; para IL-8
38.7 pg/mL, 41.1 pg/mL, 41.7 pg/mL, paraTNF-o. 16.0 pg/mL, 18.8 pg/mLy 16.1 pg/mL.

CONCLUSIONES: La suplementacién oral con zinc y selenio a dosis terapéuticas podria
tener efectos benéficos en el estado inflamatorio mediado por interleucinas en pacientes
pediatricos con fibrosis quistica. Es necesario evaluar a mayor cantidad de pacientes.

PALABRAS CLAVE: Fibrosis quistica; zinc; selenio, Interleucina-6; Interleucina-8; Factor
de necrosis tumoral alfa.

Abstract

BACKGROUND: Zinc and selenium are two micronutrients whose concentration is
decreased in some cystic fibrosis patients; both minerals are involved in the regulation
of the proinflammatory cytokines IL-6, IL-8 and TNF-a.

OBJECTIVE: To determine the effect of Zn and Selenium supplementation on plasmatic
levels of IL-6, IL-8, and TNF-a on cystic fibrosis patients.

MATERIAL AND METHODS: Pilot, comparative, longitudinal, experimental, prospective,
prospective, uncontrolled, non-randomized study performed from October 2015 to
October 2016. Cystic fibrosis patients aged 6 to 18 years, with exocrine pancreatic
insufficiency and nutritional support for more than 6 months were included. Zinc 30
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mg per day and selenium 200 mcg per day were given for 12 months. Plasma con-
centrations of IL-6, IL-8 and TNF-a at baseline, 6 and 12 months of supplementation

were determined by ELISA.

RESULTS: IL-6 basal levels, at 6 and 12 months after supplementation were 13.1 pg/mL,
15.3 pg/mLy 11.5 pg/mL respectively. For IL-8 were 38.7 pg/mL, 41.1 pg/mL, 41.7 pg/

mL, and for TNF-a. 16.0 pg/mL, 18.8 pg/mLy 16.1 pg/mL.

CONCLUSIONS: Oral supplementation with zinc and selenium at therapeutic doses
could have beneficial effects on the interleukin-mediated inflammatory state in pediatric
patients with cystic fibrosis. More patients need to be evaluated.

KEYWORDS: Zinc; Selenium; Micronutrients; Cystic fibrosis; Cytokines IL-6 e IL-8;

Interleukin-6; Interleukin-8; Tumor necrosis factor alpha.

ANTECEDENTES

La fibrosis quistica es una enfermedad autosé-
mica recesiva causada por variantes genéticas
patogénicas del gen de la proteina reguladora
de la conductancia transmembrana. La proteina
CFTR es un canal dependiente del AMPc que
regula el movimiento de los aniones cloruro (CI)
y bicarbonato (HCO,) en las células epiteliales.
La disfuncién de la CFTR aumenta la viscosidad
de las secreciones, da lugar a su retencién vy fa-
vorece la aparicion de infecciones bacterianas
broncopulmonares, inflamacién crénica y bron-
quiectasias. El 95% de las muertes de pacientes
con fibrosis quistica son consecuencia de infec-
ciones respiratorias o exacerbaciones infecciosas
favorecidas por el estado inflamatorio crénico.'?

Otra de las comorbilidades causadas por la mu-
tacion de la CFTR es la insuficiencia pancredtica
exocrina. Esta alteracion sucede en 80 a 85%
de los casos. La falta de enzimas pancreaticas
provoca la malabsorcién de grasas, proteinas,
minerales y vitaminas y Ileva a la desnutricién
de los pacientes con fibrosis quistica sin el trata-
miento nutricional adecuado.’

El zinc es un micronutriente que participa en
la regulacion del sistema inmunitario, cicatri-
zacion, crecimiento y sistemas antioxidantes.
La deficiencia de zinc puede ser consecuencia
de una ingesta deficiente o de defectos en la
absorcion intestinal, como en el caso de los
pacientes con fibrosis quistica. La baja dis-
ponibilidad de zinc puede provocar atrofia del

timo, linfopenia y una respuesta inmunitaria
inadecuada. Ademads, las bajas concentraciones
de zinc incrementan la secrecién de citocinas
proinflamatorias como la interleucina 6 (IL-6),
interleucina 8 (IL-8), interleucina 1B (IL-1B) y el
factor de necrosis tumoral o (TNF-a).>*> Entre el
20y el 40% de los pacientes con fibrosis quistica
padece hipozincemia;® en diversos estudios la
suplementacion durante un afo con gluconato
de zinc ha demostrado mejorar la condicién de
los pacientes al reducir la cantidad e intensidad
de las infecciones respiratorias.”® Sin embargo,
al utilizar sulfato de zinc, cuya biodisponibilidad
es menor, no se ha encontrado tal beneficio.”'

Una gran cantidad de pacientes con fibrosis
quistica tienen deficiencia de selenio, otro
mineral con participacién en la regulacion de
la inflamacién y el estrés oxidativo." Para for-
mar adecuadamente a las selenoproteinas que
participan en la activacion, proliferacion y dife-
renciacion de las células del sistema inmunitario
y en la defensa antioxidante es necesario que las
concentraciones de selenio sean las adecuadas.
Otra de las funciones importantes del selenio es
la inhibicién de la transcripcién de NF-kB, un
factor de transcripcion que induce la expresion
de las citocinas proinflamatorias.'?'3

A pesar de que la administracién de zinc o
selenio disminuye el estado inflamatorio de los
pacientes con diversas enfermedades bronco-
pulmonares, como la neumonia, los reportes no
son consistentes en cuanto a dosis, tipo de sales
y duracién de la suplementacién. Por esto es
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primordial establecer pautas para la indicacién
adecuada del selenio y del zinc en cuanto a su
ingesta diaria. Tampoco se dispone de reportes
de la administracion conjunta, a dosis terapéu-
ticas, de zinc con selenio, en pacientes con
fibrosis quistica.

El objetivo de esta investigacion fue: determinar
el efecto de la suplementacién con zinc y selenio
en la concentracion plasmatica de IL-6, IL-8
y TNF-a. en pacientes pediétricos con fibrosis
quistica.

MATERIAL Y METODOS

Estudio piloto, comparativo, longitudinal, ex-
perimental, prospectivo, no controlado y no
aleatorizado efectuado entre los meses de oc-
tubre de 2015 a octubre de 2016 en el servicio
de Neumologia del Instituto Nacional de Pedi-
atria. El tamafio de la muestra se calculé con el
programa StatMate v.2.0. Graph Pad Co." Ante
la posible pérdida de sujetos se reclutaron 20
pacientes ambulatorios atendidos en el mismo
servicio. Criterios de inclusion: pacientes de
entre 6 y 18 afos de edad, de uno y otro sexo,
con diagnéstico de fibrosis quistica confirmado
por prueba de Cl- en sudor, con insuficiencia
pancredtica exocrina, soporte nutricional du-
rante mas de 6 meses en el Instituto Nacional
de Pediatria basado en una dieta hipercaldrica
calculada de manera individual, tratamiento
con enzimas pancreaticas (Creon®) cuya dosis
se ajusta conforme al peso y la severidad de la
enfermedad, ingesta de los suplementos diarios:
vitamina E3, E4 y E5 (400 Ul c/u), Aderogyl® (1
ampolleta), Maxepa® (dcidos grasos omega 3)
y Centrum Kids®, con carta de consentimiento
informado firmada por los padres o tutores y
carta de asentimiento informado firmada por
los nifios (mayores de 9 anos). Criterios de
exclusion: pacientes con alguna enfermedad
crénica adicional a la fibrosis quistica, quienes
recibieron algin suplemento de zinc o selenio
en los Gltimos 6 meses antes del reclutamiento,
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los hospitalizados o que no pudieron ingerir el
comprimido, quienes tuvieron apego al trata-
miento menor al 90%. Se eliminaron los datos
de los pacientes que abandonaron el protocolo
por voluntad propia, dejaron de tomar los suple-
mentos, no asistieron a las consultas o debieron
hospitalizarse e interrumpieron el tratamiento.

Los pacientes reclutados tomaron, por via oral,
30 mg al dia de gluconato de zinc (GNC, USA)
y 200 mcg al dia de selenio (GNC, USA) durante
12 meses.

Al inicio de la suplementacion se colecté una
muestra de sangre, y luego de 6 y 12 meses de
tomar los minerales. El plasma se separé y se
congel6 a -80°C hasta su aplicacion. Las con-
centraciones plasmaticas de IL-6, IL-8 y TNF-a se
determinaron por triplicado con equipos comer-
ciales de ELISA (Thermo Fisher Scientific, USA).

Se utilizé la prueba estadistica t de Student
pareada, el valor de p < 0.05 se considerd
significativo. Los calculos se efectuaron con el
programa Graph Pad Prism version 7.

Este trabajo fue aprobado por el Comité de Ftica
y el Comité de Investigacion del Instituto Na-
cional de Pediatria con registro INP 047/2014.

RESULTADOS

Se reclutaron 20 pacientes conforme a los crite-
rios descritos en la metodologia y se analizaron
13. En el Cuadro 1 se muestran las caracteristicas
generales y el estado nutricional de los pacientes
al inicio del estudio. La mediana de edad fue de
8 anos, con limites de 6 y 17 afios; el 46% eran
mujeres. El estado nutricional se determiné de
acuerdo con la clasificacién de la Asociacién
Mexicana de Fibrosis Quistica utilizando el
IMC (percentiles). Se encontraron eutréficos 5
de 13 pacientes, 7 de 13 en riesgo nutricional o
desnutricién y solo un paciente con sobrepeso
al inicio del tratamiento.
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Cuadro 1. Caracteristicas de los pacientes al inicio de la suplementacion con Zn'y Se

Pacientes | Sexo Edad al Edad al inicio de Peso | Talla (cm) | IMC (kg/m?) IMC Diagndstico
diagnéstico | la suplementacion | (kg) (Percentil) [ nutricional
(anos-meses)
1 F Menos 6-0 17.3 101 16.9 8 S
de 1 ano
2 M 2 anos 6-1 14.9 102 14.3 15 R3N
3 M Menos 6-3 163 108.1 14.01 15 RN
de 1 ano
4 pm  Menosdeld 6-5 187 114.1 14 15 RN
ano
5 M 4 anos 7-7 18.2 117.5 13.4 3 DN
6 M 3 anos 8-1 20.4 121 13.7 5 DN
7 IF 2 anos 8-7 20 119.5 14 15 RN
8 F Menos 13-11 40 153 17.1 25 E
de 1 ano
9 IF 9 anos 13-5 52.1 157 21.1 75 E
10 M 10 anos 14-2 38.5 159.5 15 <1 DN
11 M 10 anos 14-9 54.3 173 18.4 25 B
12 IF 16 anos 17-9 56.6 162 21.4 25 B
13 F 12 anos 14-3 46.2 159 18.3 25 E

De acuerdo con la clasificacion de la Asociacién Mexicana de Fibrosis Quistica se utilizaron las siguientes categorias para el
diagnéstico del estado nutricio por IMC (percentiles), S = sobrepeso, E = eutréfico, RN = riesgo nutricional, DN = desnutricién.

En el Cuadro 2 se muestra la concentracion de (Figura 1B) no tuvieron cambios significativos.
las citocinas IL-6, IL-8 e TNF-a por paciente; se El TNF-a (Figura 1C) no experiment6é cambios
observa la disminucién de las concentraciones a los 6 meses, mientras que a los 12 meses se

de IL-6 en 9 de los 13 pacientes a los 12 meses redujo discretamente. En la Figura 2 se mues-
de suplementacién. Las concentraciones de  tran los cambios conforme al estado nutricio

IL-8 permanecieron sin cambios significativos, inicial de los pacientes. En este caso no hubo
mientras que las de TNF-a disminuyeron en 8 de diferencias significativas en los valores de las
los 13 pacientes a los 12 meses. Es interesante interleucinas estudiadas a los diferentes tiempos
observar el aumento en las concentraciones de  de tratamiento.

TNF-o a los 6 meses en 6 de los pacientes que,

posteriormente, a los 12 meses de suplementa- DISCUSION

cién tuvieron concentraciones mas bajas que las

observadas en las muestras basales. Algunas de las limitantes de este estudio pilo-

to fueron los pocos pacientes analizados y la
En la Figura 1A se muestran los cambios en falta de controles con fibrosis quistica sin su-
la IL-6 relativos a la concentracion basal. La plementacion. Ademas, tampoco se midieron

concentracién de IL-6 tuvo un ligero descenso las concentraciones de zinc y selenio en plasma
a los 12 meses de suplementacion con zincy  para establecer una posible correlacién con la
selenio, sin ser estadisticamente significativo. De concentracion de citocinas, ni se correlacioné
manera semejante, las concentraciones de IL-8 la suplementacién con el estado clinico.
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Cuadro 2. Concentraciones plasmadticas de citocinas, basal, 6 y 12 meses con Zn y Se

| Basal | 6 meses | 12meses | Basal | 6meses | 12 meses | Basal | 6 meses | 12 meses |

1

122
2 17.6
3 10.9
4% 139.8
5 15.6
6 20.6
7 7.4
8 7.3
9 32.8
10 8.0
11 1.2
12 6.0
13 7.2
zr[‘)’g‘edio 1318

* Los datos de la IL-6 del paciente 4 se excluyeron del andlisis por ser valores atipicos.

9.6
12.8
14.0
63.8
17.0
45.9
12.0
8.2
18.5
13.2
16.7
8.7
6.8

153 +10

9.4 38.7
14.2 57.4
8.8 241
20.0 45.8
14.1 36.1
14.2 67.8
6.9 49.5
18.7 22.4
10.6 35.1
14.4 31.2
7.7 50.8
10.2 17.4
8.4 26.8
11.5+4

22.3
64.1
44.5
51.6
38.4
42.8
71.7
22.7
35.1
23.8
47.5
38.5
36.5

26.2
64.4
39.6
52.3
37.4
38.4
47.2
45.8
48.0
29.1
44.3
20.9
47.6

38.7+14 415+15 41.7 =11

19.9 17.9
17.9 17.7
14.0 16.6
20.6 19.0
16.4 27.6
17.5 16.6
16.7 16.4
14.1 15.1
14.7 28.0
19.1 25.8
12.3 13.6
11.7 17.2
12.7 13.3
16.0£3 18.8+5
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16.4
18.6
16.4
17.2
27.6
16.4
14.7
14.1
27.2
18.6
12.5
10.7
12.3

1715

En negritas se muestran los valores de concentracion de citocinas que disminuyeron con respecto a las basales a los 12 meses
de suplementacion.

IL-6
pg/mL

TNF-a.
pg/mL
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Figura 1. Cambio en las concentraciones de A) IL-6, B) IL-8 y C) TNF-a basal y después de 6 y 12 meses de
ministracion de zinc y selenio, n = 12.
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Las dosis de zinc y selenio administradas se
consideraron terapéuticas porque se buscaba el
efecto benéfico en los pacientes. Se indic6 una
dosis superior a la ingesta diaria recomendada
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Figura 2. Cambios en las concentraciones de A) IL-6,
B) IL-8 y C) TNF-a, basal y después de 6 y 12 meses
de ministracion de zinc y selenio, de acuerdo con el
estado nutricio. Eutréficos n = 5, riesgo nutricional,
desnutricién, n = 6.

2021; 42 (4)

para ninos y adolescentes, pero dentro de lo
permitido en pacientes pediatricos:'>'® los suple-
mentos fueron bien tolerados.

En los pacientes con fibrosis quistica la disfun-
cién de la proteina CFTR se asocia con gran
cantidad de neutréfilos en el lumen bronquial;
esas células liberan proteasas, elastasas, especies
reactivas de oxigeno y trampas extracelulares de
neutréfilos que dificultan la funcién pulmonary
promueven la destruccién progresiva del tejido."”
Sin embargo, la inflamacién también es sistémica
porque los pacientes tienen concentraciones
altas de anticuerpos, incidencia alta de enfer-
medad de Crohn, atopia y respuestas tipo Th2
incrementadas.'® También se observé aumento
de la concentracion de citocinas proinflamato-
rias: IL-1, IL-6, IL-8 y TNFa en el esputo y en
el suero de los pacientes con fibrosis quistica
respecto de los controles sanos."

Al igual que que en reportes previos de concen-
traciones de IL-6 en ninos con fibrosis quistica,?°
los pacientes evaluados en este estudio tuvieron
concentraciones basales elevadas (6.0-139.7 pg/
mL) con respecto a los valores de ninos sanos.
Luego de 6 meses de recibir el suplemento
de zinc y selenio, las concentraciones de IL-6
disminuyeron levemente en mas de la mitad
de los pacientes. (Cuadro 2) Los desenlaces de
este estudio coinciden con otros reportes en los
que se observé una correlacion inversa entre
las concentraciones de selenio y las de IL-6."3
Este mineral reduce la expresién del factor de
transcripcion NFkB que, a su vez, promueve la
expresion de las citocinas proinflamatorias. Asi-
mismo, en 9 de los 13 pacientes, después de 12
meses de la administracion de ambos minerales,
la concentracién de IL-6 fue menor que la basal,
aunque la diferencia no fue estadisticamente
significativa.

Otra de las interleucinas evaluadas en esta inves-
tigacion fue la IL-8; esta citocina funciona como
quimioatrayente de neutréfilos y es producida
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en monocitos, células T, neutréfilos, células NK,
células endoteliales, epiteliales y fibroblastos.?2%3

En los pacientes con fibrosis quistica, la con-
centracién de IL-8 se encuentra elevada como
consecuencia del alto grado de inflamacién
e infecciones bacterianas. La IL-8 basal en 12
de los 13 pacientes analizados se encontraba
elevada (22.4-67.8 pg/mL) con respecto a lo
reportado en nifios sanos (2.5-19.5 pg/mL).**
Tampoco se encontraron cambios significativos
en las concentraciones de IL-8 después de 6y 12
meses de la suplementacién con zinc y selenio.
A pesar de las altas concentraciones de IL-8 en
el suero de los pacientes con fibrosis quistica,
no se ha encontré una correlacion clara entre
la concentracién de IL-8 en suero y el estado
clinico del paciente.? En los pacientes que
recibieron la suplementacién de los minerales
durante 12 meses, las concentraciones de esta
citocina permanecieron constantes.

Por dltimo, se evalué la concentracion plasmati-
ca de TNFa, esta citocina es producida,
principalmente, por macréfagos activados y
linfocitos T, posee un papel muy importante en
la respuesta a infecciones bacterianas, virales y
parasitarias. El TNFa, promueve la inflamacion
y produccién de citocinas como IL-8, IL-1 e IL-6
entre otras, ademas, el TNFa tiene actividad pro
y antiinflamatoria porque induce la produccién
de prostaglandinas y ciclooxigenasa 2 (COX-2)
que, aunque inicialmente producen inflamacién
a largo plazo, pueden regular la respuesta anti-
inflamatoria.?

Al evaluar esta citocina en los pacientes con
fibrosis quistica se encontré que las concentra-
ciones basales (11.7-20.6 pg/mL) eran superiores
a las reportadas para nifos sanos (4-6 pg/mL),** lo
que indicaba un estado inflamatorio grave quiza
debido a la recurrencia de infecciones bacterian-
as. Después de 6 y 12 meses de suplementacion
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con ambos minerales las concentraciones de
TNFo permanecieron altas, incluso se observé
un discreto incremento en algunos pacientes
(Cuadro 2). Paraddjicamente se ha descrito que
el TNFa podria tener un efecto benéfico en el
funcionamiento del CFTR porque aumenta su
capacidad de transportar CI-, al menos en ex-
perimentos in vitro.?”

Los desenlaces de este ensayo abren una ventana
hacia la investigacién de suplementos de zinc
y selenio a dosis terapéuticas como parte del
tratamiento en virtud de que podrian contribuir
a mejorar el estado de salud de los pacientes
con fibrosis quistica. En investigaciones futuras
esos desenlaces deberan correlacionarse con el
estado clinico y nutricio de los nifios. Si bien no
se observé una disminucién de las interleucinas
evaluadas tampoco se encontré un aumento, lo
que generalmente ocurre en este tipo de pacien-
tes durante la evolucién de la enfermedad, por lo
que quiza la suplementacién ayude a contener
el ascenso del estado inflamatorio. Sin duda,
esta hipotesis deberd corroborarse en estudios
mas exhaustivos.

CONCLUSION

La suplementacién oral con zinc y selenio, a
dosis terapéuticas, podria tener efectos bené-
ficos en el estado inflamatorio mediado por
las interleucinas en pacientes pedidtricos con
fibrosis quistica; este tipo de soporte nutricional
es importante para el control de esta enfermedad.
Deben probarse diferentes dosis y tiempos de
suplementacion mediante un estudio prospec-
tivo, aleatorizado y doble ciego controlado con
placebo.

Reconocimiento

Este estudio fue financiado con recursos de
Fondos Federales del proyecto INP 047/2014.
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