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RESUMEN

La contaminacion ambiental originada por numerosas sustancias, entre ellas las
metalicas, ha provocado que se presente exposicion aguda y cronica no sélo en
humanos, sino en la biota de los ecosistemas terrestres y acuaticos. Los seres
humanos estan expuestos a una amplin variedad de compuestos metalicos
industriales, un gran namero de éstos, son capaces de producir efectos adversos a
la salud humana, que van desde cambios biologicos casi imperceptibles hasta la
muerte en casos extremos. Un factor de riesgo para l1a salud humana es el hecho de
estar expuesto a emisiones de las ‘industrias y de vehiculos automotores, los que
constituyen la principal fuente de contaminacion por metales, ya que muchos de

ellos pueden interactuar directa o indirectamente con et ADN.

En el presente estudio se analizaron los efectos provocados por las concentraciones
0.1,1, 10 y 100 nM de cloruro de zinc (ZnCl,) y de cloruro de aluminio (AICl;), sobre
marcadores de citotoxidad (indice mitotico IM y cinética de proliferacién celular
CPC) y de genotoxicidad (intercambios de cromatidas hermanas ICH), todos ellos

evaluados en cultivos de linfocitos humanos de sangre periférica de donadores
sanos.

Los resultados mostraron que hay disminucién en el nimero de metafases
encontradas en las diferentes dosis de los compuestos comparadas con el testigo,
asi como un retraso en la CPC conforme aumenta la dosis de ambos metales, sin

embargo, la frecuencia de ICH’s no se vio alterada.

Estos resuitados permiten establecer que tanto el ZnCl, como el AICl; a ciertas
dosis, son capaces de alterar la fisiologia de los linfocitos circulantes, afectando

directamente la capacidad de respuesta proliferativa (IM) y la velocidad de divisiéon
(CPC).



INTRODUCCION

La exposicion a agentes quimicos ambientales es causa de preocupacion,
principalmente porque existen evidencias de que enfermedades como el cancer, la
arterioesclerosis, la diabetes, y algunas enfermedades degenerativas pueden ser

producidas por la exposicion a sustancias toxicas (Brusick, 1987).

Entre los elementos considerados como peligrosos por la Organizacion Mundial de la
Salud, el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente y la Agencia de
Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA), los metales ocupan un lugar
importante ya que ha sido ampliamente demostrada su toxicidad y efectos adversos
sobre los organismos (Deknudt y Deminatti, 1978; Deknudt y Gerber, 1979; Duffus,
1983; Friberg y cols, 1986; Carlson y cols, 1987).

La principal fuente de contaminacion det ambiente por metales se debe a los
desechos de las industrias, sobre todo las que se dedican a la refinacion,
galvanizado, pigmentos, biocidas y fertilizantes, desechos que son vertidos al medio
por via aérea o acuatica (Urone, 1986; Beijer y Jernelov, 1986). Las actividades
domeésticas, agricolas y forestales son también causa de contaminacién, ya que los
individuos pueden estar expuestos a metales por el uso de insecticidas o fertilizantes
o bien, por ingerir agua contaminada con concentraciones elevadas de metales

como en el caso del arsénico (Beijer y Jernelov, 1986; Manning y Feder, 1980).

Entre las fuentes naturales mas importantes de aporte de mectales a la atmosfera
estan: aguas superficiales, suelos y vegetacion, actividad volcanica e incendios
forestales. Procesos naturales, como la actividad quimica y geoquimica, también
liberan metales a la corteza terrestre y aumentan la exposicion humana (Nordberger
y Andersen, 1985). En los sistemas acuaticos, la liberacion quimica de las rocas
igneas y metamérficas, son la fuente mas importante de aporte de metales traza en

la totalidad de las aguas superficiales (Leckie y James, 1974).
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Por otra parte, ciertos metales son necesarios para el funcionamiento de los
organismos, en los que tienen funciones diversas, ya que pueden ser elementos
estructurales, estabilizadores de estructuras biologicas, componentes de
mecanismos de control (nervios y musculos), de sistemas redox, y sobre todo,

constituyentes de enzimas, tal como el zinc (Friberg y cols, 1986).

Algunos metales y metaloides provocan efectos téxicos bien definidos en el hombre,
como son arsénico, cadmio, plomo, manganeso y mercurio (Friberg y cols, 1986). La
exposicion a los metales puede llevarse al cabo por via de inhalacion, de ingestion o
de penetracion a la piel. La inhalaciéon es la ruta de exposicion ocupacional mas

importante (Friberg y cols, 1986).

Los metales producen multiples efectos en humanos, que resultan de interacciones a
nivel molecular, celular, de tejidos y organos. Dependiendo del metal involucrado, la
accion se puede manifestar como un efecto local en la piel, membranas pulmonares
o tracto gastrointestinal (Clayton y Clayton, 1978; Friberg y cols, 19886), o bien, como
un efecto sistémico que potencialmente puede involucrar algun tejido u érgano

(Friberg y cois, 1886; Carlson y cols, 1587).

Los metales a menudo interactdaan en sitios importantes de los sistemas enzimaticos
como los grupos SH; también pueden competir con otros metales esenciales como

cofactores de enzimas (Task Group on Metal Toxicity, 1976).

La toxicidad de los metales se explica con base en la interferencia de éstos con los
sistemas celulares bioquimicos y depende cuantitativa y cualitativamente de su

estado de oxidacion (Friberg y cols, 1986).

La mayoria de los compuestos organicos pueden eliminarse por degradacion

metabdlica, sin embargo, los metales tienen potencial para acumularse en el cuerpo,
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ocasionando efectos croénicos. Cuando se presentan en exceso, los metales

esenciales pueden llegar a ser toxicos.

Una de las vias por la cual los metailes se eliminan del cuerpo es la excrecion. La
tasa y el medio de excrecion varian de un metal a otro. El tiempo de vida media para
el mismo metal varia en diferentes tejidos (Clarkson y cols, 1988). Una vez
absorbido, el metal permanece en el cuerpo hasta que es excretado (Friberg y cols,

19886).
1. Efectos mutagénicos y carcinogénicos de los metales.

Las investigaciones en el campo de los metales han permitido establecer algunas
relaciones entre ellos y ciertos dailos genotéxicos. Muchos metales pueden producir
respuestas alergénicas y efectos mutagénicos o carcinogénicos (Carlson y cols,
1987; Gonsebatt y cols, 1992). E&n estudios con animales y en sistemas de prueba a
corto plazo, se ha reportado que ciertos metales como el cromo, niquel y el éxido de
cadmio son carcihogénicos y mutagénicos (IARC, 1976, 1980, 1986; Fishbein, 1981;
Friberg y cols, 1986; Sunderman, 1986). Cabe resaltar que cn pacientes tratados
durante largos periodos con drogas que contenian arsénico se detectaron defectos
en la division celular que a su vez incrementaron Ia frecuencia de anormalidades

cromosomicas (Petres y cols, 1877).

Muchos metales y metaloides han demostrado inducir efectos genotoxicos in vitro e
in vivo, como mutaciones puntuales, por ejemplo, en Sa/monella, £E. coliy Drosophila.
Es muy dificil interpretar el significado de esta informacién en humanos (Friberg y

cols, 1986).

Se sabe que hay correlacion entre el potencial de que una sustancia quimica
produzca aberraciones cromosémicas en células del tallo de ciertas plantas y en

células animales (Friberg y cols, 1986). Hace 24 a#fos, se iniciaron los estudios
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sobre el efecto de los metales potencialmente mutagénicos ¢ carcinogénicos en
bacterias, como prueba preliminar del potencial genotdxico en el hombre (Ames y
cols, 1973). B8ridges y cols (1984), han sugerido que las pruebas de induccion de
mutaciones en bacterias es la metodologia mas sensible para detectar dafo al ADN,
sin embargo, las diferencias en la concentracion y distribucion de las sustancias
quimicas, asi como las diferencias en la fisiologia y metabolismo de las bacterias

dificulta el extrapolar los resultados al hombre (Brusick, 1987).

Un mecanismo de accion que comparten una amplia gama de carcinégenos es el de
la reaccion electrofilica, en la cual el metal reacciona con varios centros
nucleofilicos de la célula, tales como los acidos nucléicos y proteinas (Friberg y cols,
1986). Mientras unos metales parecen activarse como carcinégenos, otros pueden
actuar como promotores del cancer, y posiblemente alterar la suceptibilidad celular
a otros carcindgenos. Sin embargo, el mecanismo molecular de la carcinogénesis
por metales todavia no esta dilucidado (Hartmann y Speit, 1994). Gran parte del
conocimiento sobre los mecanismos y los efectos de la interacciéon entre los metales
y el ADN de los mamiferos provienen generalmente de estudios /7 vitro (cultivos de
linfocitos humanos y de lincas celulares) e in vivo (ratones) (Evans y O'Riordan,

1975; Moutchen, 1985; Brusick, 1987).
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ZINC

7. Usos

El zinc ocupa el lugar No. 24 en orden de abundancia y representa cerca del 0.02 %
de la corteza terrestre. Se utiliza en recubrimientos para proteger fierro y acero, en
aleaciones, manufactura de bronce, en hojas y bandas para baterias secas, en
techados y herrajes exteriores para construccion, y en algunos procesos de
impresion (Brown, 1988). Los compuestos organicos de zinc se utilizan como

fungicidas (Léonard y cols, 1986).

Las sales de zinc tienen aplicaciones en clinica; el sulfato de zinc es un antiséptico
oftalmico; el oxido de zinc se utiliza en dermatologia, el fosfato de zinc (Zn3(P0O4)p)
se utiliza como cemento dental, y los cristales de insulina de zinc, para el tratamiento

de la diabetes (Toxicological Profile for Zinc,1994).

2. En el ambiente

Este proviene de fuentes naturales y antropogénicas. La toxicidad del zinc en los
ecosisternas terrestres es baja, por ejemplo, retardando o interfiriendo el
crecimiento de ciertas plantas acuaticas (Moore y Ramamoorthy, 1984). Debido a su
baja toxicidad, las emisiones producidas por el hombre probablemente no

representen un peligro serio para el ambiente per se.

No se dispone de informacion suficiente sobre la especiacién quimica para poder
elaborar un modelo para el transporte y la transformacion de este metal en
ambientes acuaticos. Es un elemento esencial en el ecosistema acuatico y se

bioacumula rapidamente (Canadian Water Quality Guidelines, 1993).
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3. En la salud humana

Integra Ia lista de los denominados oligoelementos o elementos traza y es esencial
para el funcionamiento normal de muchos organismos. Es importante en los
sistemas biolégicos, ya que interviene en la sintesis de acidos nucléicos, es
constituyente de numerosas metaloenzimas como la anhidrasa carbdnica, la
fosfatasa alcalina, la alcohol deshidrogenasa, la carboxipeptidasa, la fosfolipasa C,
Ia transcriptasa reversa, la ARN polimerasa, la superoxido dismutasa y muchas mas
como la timidina cinasa y la nucleosido fosforilasa, que dependen del zinc para
funcionar en forma adecuada; ademas es esencial para la movilizacion hepatica de
la vitamina A (Smith y cols, 1973). Trabajos recientes sugieren que el zinc se
encuentra involucrado en la accidn de las enzimas nucleotidil transferasas (Diario de
la A al Zinc, 1995). Este ion parece cumplir importantes funciones biologicas
vinculadas con el crecimiento, profiferacion y diferenciacion celular, la maduracion
sexual y la reproduccién, el sentido del gusto, la coagulacion sanguinea, la
reparacion tisular de las heridas y las defensas inmunitarias. Se sabe que el zinc es
un estimulador del crecintiento tumoral; aparte de ser antagonista del selenio

(Schrauzer y cols, 1978; Jensen, 1975); es el clasico inhibidor de la toxicidad del

cadmio (Webb, 1971).

La absorcidén de zinc en el hombre se da principalmente por medio del agua potable,

en ambientes industriales, asi como también por inhalacion {(Toxicological Profile for

Zinc, 1994).

La deficiencia en la alimentacidn de elementos traza puede ocasionar debilitamiento
de la funcion inmunolédgica (Beach y cols, 1982). Esta deficiencia puede ser
perjudicial para el desarrolio de! organismo, y es ocasionada por baja absorcion del
metal a partir de la dieta. Dependiendo de ia severidad y duracion, la deficiencia de

zinc ocasiona también hipoplasia del timo y de los organos linfoides periféricos

(Chandra, 1983).
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El zinc se deposita fundamentalmente en musculo y hueso; pero también hay
cantidades apreciables en cabello, uhas, testiculos, préostata y los tejidos
pigmentados del ojo {Diario de la A al Zinc, 1995); es rapidamente absorbido a través
de!l intestino por medio de un proceso activo que trabaja contra el gradiente de
concentracion; y en roedores, este se encuentra principalmente en el duodeno, y en
la parte distal del yeyuno (Prasad y cols, 1963). Entre 10 y 20 % decl zinc ingerido es
absorbido en el intestino delgado proximal: la mucosa enteral parece regular la
existe una proteina fijadora especifica que
De Ia

capacidad de absorcion del minerai:
favorece su incorporacion al enterocito y es segregada por el pancreas.
mucosa intestinal, el zinc pasa al plasma, donde es transportado por la albumina
{compitiendo, aparentemente con el cobre por los mismos sitios de unién). Es
captado por el higado, 6rgano que participa en el almacenamiento, liberacion y
excrecion de los metales (Figura 1). El metabolismo hepatico del zinc se parece al
del cobre, y estos dos micronutrientes se hayan muy relacionados (Diario de la A al

Zinc, 1995).

Se ha dedicado poca antencion al estudio de las propiedades toxicas del zing, fuera
de considerario un riesgo laboral por la inhalacion de emanaciones toxicas (WHO,
1987). Aunque existe evidencia creciente de que el consumo de este elemento en
exceso, como suplemento terapeéutico, aun en concentraciones minimas, puede
tener resultados adversos(Fosmire, 1990). La toxicidad del zinc es baja; como tal no
se ha reportado que éste provoque irritacion en la piel; Unicamente puede ocasionar

resequedad {Schrauzery cols, 1978; Jensen, 1975).

En cullivos de linfocitos existe antagonismo entre zinc y fierro, zinc y cobre; zinc y

calcio y zinc y plomo (Carpentieri, 1986; Clayton y Clayton, 1978).
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Figura 1. Cinética del Zinc en Humanos.
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Tomado de: Diario de la A al Zinc, 1995,
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El zinc es esencial en la inmunocompetencia, tanto en humanos como en animales.
El papel del zinc en el desarrollo y funcion de las diferentes poblaciones de células

linfoides indican que este elemento tiene un efecto predominante sobre los linfocitos

T (Prasad, 1985).

El zinc esta considerado como el micronutriente mejor caracterizado respecto a su
capacidad de modular las funciones inmunologicas. En humanos, el efecto de la
deficiencia de 2inc se ha estudiado en enfermedades congénitas, como la
acrodermatitis enterohepatica, anemia falciforme (Prasad, 1985) y el Sindrome de
Down (Mocchegiani y cols, 1991). En estas enfermedades se ha demostrado alergia

a cicrtos antigenos comunes, que se hace reversible por suplementacion con zine

(Prasad, 1988).

Existe un interés renovado en la identificacion de enzimas y/o reacciones
involucradas en la generacién de radicales oxigeno u otros metabolitos téoxicos de!

oxigeno que pudieran ser dependientes del zinc (Frieden, 1984).

Es posible que los efectos conocidos del zinc en el estimulo de la inmunidad sean
debidos en gran parte a su participacion como cofactor en la timulina; asimismo, es
necesario considerar el pape! del zinc en la actividad de mas de cien enzimas en el
metabolismo, las que necesariamente van a estar involucradas en procesos que
afectan el sistema inmunolégico, que difieren de aquellos en los que interviene la
timulina (Frieden, 1984); asimismo, las alteraciones en la inmunidad mediada por
células, tales como la disminucion en numero del total de linfocitos T, merman la
funcion normal de los linfocitos T ayudadores y linfocitos T citotdéxicos (Mocchegiani
y cols, 1995; Ehrlich, 1980; Murray y cols, 1983). E! zinc puede modular la tasa de
proliferacion de células linfoides, a través de la produccion de citocinas, tales como

la interieucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e interferon (IFN) (Fabris, 1994).
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El mecanismo por el cual el zinc puede afectar el sistema inmune es muitifacético. El
papel del zinc en la division celular se basa primeramente en los requerimientos para
la sintesis de ADN, y en particular para la ADN polimerasa y la timidina cinasa, ya

que ambas enzimas son dependientes de zinc (Fabris, 1994).

Se ha demostrado que el zinc también se encuentra involucrado en la muerte celular,
la cual puede ser un evento fisiologico (apoptosis). Una caracteristica particular de
la apoptosis es la activacion temprana de una endonucleasa endoéogena, la cual
produce efectos de ruptura internucleosomica en el ADN. Estas endonucleasas se
activan con calcio y magnesio, y se inhiben fuertemente con zinc. De acuedo a los
hallazgos recientes de Mocchegiani y cols (1996), el zinc no sélo reduce, sino que
también puede potenciar la apoptosis, dependiendo de la concentracion del metal, lo

cual esta de acuerdo con lo encontrado por Provinciali y cols (1995).

El zinc también se requiere para conferir actividad biolégica a uno de los peéptidos
timicos mejor conocidos, llamado timulina, que unida al zinc es responsable de la
inmunidad mediada por células (Fabris, 1994). El zinc cuando no esta unido al
peptido, puede unirse a otros sitios diana, en los cuales permanece inactivo, con lo

cual carece de actividad biolégica (Mocchegiani y cols, 1991).

En un estudio realizado por la Facultad de Quimica de la UNAM, en donde se
sometieron once voluntarios a dosis de 300 mg/d de zinc, por un periodo de 6
semanas, se encontréO una marcada depresion de algunos indicadores de la
respuesta inmune en linfocitos, como el indice de proliferacion (Lastra y Espinosa,
1993).

Aun mas, en ausencia de sintomas y con las cantidades consumidas habitualmente
por el humano, y el uso de suplementos con zinc, puede interferir con ta utilizaciéon
de otros nutrimentos, particularmente cobre, y afectar la respuesta inmunitaria

(Fosmire, 1990). A pesar de los datos existentes, los mecanismos de la accion
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inmunodepresora producida por el exceso de zinc, aiun no han sido completamente

investigados (Lastra y Espinosa, 1993).
4. En otros mamiferos

En ratones, también se ha estudiado el zinc, particutarmente en ratones viejos, en
los que existe una condicion de deficiencia de zinc (Mocchegiani y cols, 1995). Es de
interés general, seguir explorando las interacciones entre el zinc, otros
oligonutrientes y el sistema inmunitario, para conocer el tipo de relaciones en que
participan y las posibilidades de la aplicacién de este conocimiento a mejorar la

salud (Lastra y Espinosa, 1993).
5. Como posible agente mutagénico y carcinogénico

No se ha dilucidado que el zinc sea mutagénico, y sus propiedades clastogénicas -si
las tiene- son muy reducidas. Es todavia incierto que pueda causar transformacion
maligna, pero es necesario para la proliferacion celular de tumores existentes, y el
crecimiento tumoral se ve retrasado por deficiencia de zinc. Tampoco se sabe que

sea teratogénico (CCINFO, 1994).

No existe informacion respecto que el zinc pueda ocasionar dafo cromosémico,
rompimientos de una sola hebra del ADN o que altere la fidelidad de la sintesis de!
ADN (Landolph, 1989); sin embargo, estudios realizados en nuestro laboratorio
sugieren que el zinc puede inducir rompimientos de una sola hebra al ADN (Rojas y

cols, 1996).

Deknudt y Deminatti (1978), demostraron que el zinc produce anormalidades
cromosémicas en linfocitos humanos in vitro. También estudiaron los efectos que
producen los metales pesados administrados a ratones con y sin deficiencias de

calcio en su dieta; con lo cual concluyen que la deficiencia de calcio es un co-factor
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importante en la mutagénesis del zinc y del plomo, pero no del cadmio; sugieren
ademas, que éstos metales pueden ser los responsables de las aberraciones
cromosomicas encontradas en los trabajadores de las industrias de zinc; sin
embargo, en seres humanos, los efectos /n vivo de! zinc solo, no se han establecido

adn.

Carpenter y Ray (1969) no encontraron efecto significativo del cloruro de zinc (ZnCl,)
sobre la produccidn de letales dominantes y mutaciones recesivas ligadas al sexo en
Drosophila. Sin embargo, si se encontro utilizando cloruro de zinc radiactivo

(5°2nCl,), debido quiza mas a la radiactividad per se que por la sal.

El ziram es un complejo de zinc asociado con un ditiocarbamato; éste compuesto es
capaz de ocasionar grandes lesiones inactivando al ADN, las cuales puede resultar

en rompimientos cromosomicos (Epstein y Legator, 1971).

Pilinskaya (1973), reporté alta incidencia de aberraciones tipo cromosdmicas y
cromatidicas en linfocitos de 9 trabajadores industriales que trabajaron de 3 a 5
afnos en plantas de ziram. De manera similar, los linfocitos de personas no expuestas
que fueron tratados /n vitro con ziram, también presentaron aberraciones

cromosomicas (Pilinskaya, 1973).

Los estudios relativos a la mutagenicidad del zinc sugieren que éste no representa
un riesgo mutagénico, como se puede apreciar en el Cuadro 1. El cloruro de zinc no
afecta la fidelidad de la sintesis /n vitro del ADN (Sirover y Loeb, 1976; Miyaki y cols,
1977). Sin embargo, se ha observado que en linfocitos humanos tratados /in vitrocon
cloruro de zinc hay bajo incremento de aberraciones cromosémicas (Deknudt y
Deminatti, 1978).
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Cuadro 1. Efectos téxicos del zinc en organismos de ambientes acusgticos y

terrestres

[ METAL ]LETALI MUTAGENICO lTERATOGENICO[ CARCINOGENICO | BIOACUMULABLETPERSISTENTE’

Fe T 1 ]

Clave: + Tiene la caracteristica

- No tiene la caracteristica
Tomado de: USEPA, 7994,

La primera accidén carcinogénica descubierta para un metal fue la formacion de
teratoma testicular en aves de corral seguida de repetidas inyecciones
intratesticulares de cloruro de zinc (Michalowsy, 1926; Kazantzis y Lilly, 1986); esta
observacién fue confirmada por Sunderman (1986), y también en pajaros y roedores
expuestos a la misma sal y al sulfato y nitrato de zinc (Willis, 1934; Bagg, 1936; Falin,
1940, 1941; Carleton y cols, 1953); sin embargo, el zinc no fue considerado como

carcinogénico en la evaluacion realizada por la IARC (IARC, 1987).

El dafo local ocasionado por la inyeccion testicular del cloruro de zinc indica su
disociacion a acido clorhidrico y zinc bioquimicamente activo (Magos, 1991). Debido
a que el zinc inhibe y estimula muchas reacciones enzimaticas, y ademas se
encuentra presente en la ARN polimerasa (Jacobson y Turner, 1980), asi como en los
dominios "finger-loops" en el ADN, uniendo proteinas que regulan la expresion del
gene (Sunderman, 1981), es posible que el acido clorhidrico sea la primera causa del
trauma local, asi como de la proliferacion celular, y el zinc a su vez, carezca de la
induccion del cancer (Magos, 1991). Esta es una hipotesis atractiva, dado que ia
tltima forma carcinogénica de los metales es ionica, en particular por su estado de
oxidacién; por ejemplo, Niz’, cr**, o cd®, cuya forma puede ser liberada en células
blanco. El problema de esta hipoétesis idnica puede ser la identificacion de las

reacciones quimicas que sean las responsables de la carcinogénesis y la
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participacion del i6on en la reaccién crucial. Actualmente cada una de las
identificaciones no son posibles, debido principalmente a la carencia de informacion
respecto a los mecanismos celulares y moleculares de la carcinogénesis (Magos,
1991).

No hay observaciones clinicas que sugieran que el zinc pueda ser un riesgo para
desarrollar cancer en humanos (Magos, 1991), por el contrario, existe evidencia
epidemioldgica indirecta de que la deficiencia de zinc puede incrementar la
suceptibilidad al cancer de esc’:fago (Woo y cols, 1988). El acetato de zinc no indujo
adenoma de pulmdn en raton (Stoner y cols, 1976). Los efectos del cromato de zinc
o de otros complejos con derivados ditiocarbamatos (por ejemplo, con zineb), son

independientes del presentado por el zinc (Magos, 1991).

Un problema mas general es la toxicidad de los metales para ser carcinogénicos a
determinados niveles; de este modo, la consecuencia inmediata del cloruro de zinc
inyectado a los testiculos ocasioné necrosis seguida de una inflamacion cronica
{(Cuadro 2). Con estas circunstancias, surge la posibilidad que altas dosis fueron las
responsables de iniciar el cancer. La proliferacion celular proporciona un resultado

confiable para muchos estados de carcinogénesis (Butherworth, 1990).

Cuadro 2. Evidencia epidemiologica y experimental de genotoxicidad y

carcinogenicidad del zinc

METAL | EPIDEMIOCLOGIA BIOENSAYO MUTACION | ENSAYO vARO TRANSFORM. FIDELIDAD AL
DEL GENE rec CROMOSOMICO CELULAR ADN
(ICH's)
Taratoma
Zn Ninguna tosticutar  por| -{b), 3(m) ? ? P -
inyaccion
intratesticular

CLAVE: (b) = bacterias; (m) = células de mamifero; p = potenciada

TOMADO DE: Magos, 1997,
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No hay informaciéon acerca de la carcinogenicidad del zinc en vias de exposicion
ocupacional (Magos, 1991). Tampoco hay informacion con respecto a que el zinc
sea teratogeno y embriotoxico (CCINFO, 1994). No hay informacion relevante

acerca de los efectos toxicos del zinc en los animales (Gunn y cols, 1963, 1964).
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ALUMINIO

1. Usos

El aluminio ocupa el lugar No. 3 en orden de abundancia en la corteza terrestre, pero
no se le encuentra soélo, sino formando parte de multiples compuestos como
elemento en la naturaleza (USEPA, 1973). El aluminio se utiliza en aleaciones,
fundiciones, partes de aeroplanos, materiales de construccién, incluyendo tablas de
forro exteriores, equipos deportivos, conductores eléctricos, utensilios de cocina,
levadura, ifatas de conserva, cerveza y analgésicos, asi como en el agua potable
{Windholtz y cols, 1983); en envolturas, recipientes para perecederos, maquinaria,

envases en general y en productos farmacéuticos (Fribergy cols, 1986).

El aluminio pulverizado, es la base de ciertos desodorantes que se rocian sobre la
piel, el que se inyecta en preparaciones para vacunas, y el consumido en antiacidos

que contienen el hidroxido AI{OH); (Kendricky y cols, 1991).

2. En el ambiente

Las fuentes antropogénicas de aluminio en ambientes acuaticos incluyen efluentes
provenientes de industrias que utilizan aluminio, asi como el uso del sulfato de

aluminio como floculante (McNeely y cols, 1979).

Durante el proceso de manufactura de |la bauxita mineral de que se extrae el
aluminio, se genera gran cantidad de polvo de aluminio el cual es vertido a ia
atmoésfera. Sin embargo, aunque la bauxita y el aluminio son materiales inertes, su
dispersion en el aire ocasiona molestias, como irritaciéon en las vias respiratorias; lo
mismo sucede con los gases provenientes del proceso de calcinacién del aluminio

(Office of Environmental Affairs World Bank, 1993).
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Los desechos sélidos incluyen los residuos de bauxita, residuos de la combustién
procedentes de hornos de fundicién del aluminio, los cuales son las principales
fuentes de depositacion de aluminio en suelo (Office of Environmental Affairs World
Bank, 1993).

3. En la salud humana

El aluminio posee valencia 3+, y aquellos compuestos de aluminio liberan el ion AP
en solucidon acuosa. Los estudios en animales revelan que el tracto gastrointestinal
representa una barrera importante para Ia entrada del aluminio, sin embargo, aitas
dosis de Al(OH,) administrados oralmente a ratas y humanos (como antiacidos) han
incrementado los niveles de aluminio en tejidos y orina, ya que la barrera no es

totalmente impermeable (Altmann,1987).

A principios de 1970, no sc habia considerado la posible toxicidad del aluminio. Sin
embargo, con el desarrollo de la terapia de hemodialisis a largo plazo conteniendo
aluminio para pacientes con disfunciones del rifndén; se descubrié que muchos
pacientes desarroflan una serie de sindromes neuroldgicos, llamados encefalopatia

de diglisis.

Existe evidencia que sugiere que el aluminio esta involucrado con la enfermedad de
Alzheimer (Markesbery y Ehmann, 1994), quiza por favorecer la agregacion y la
depositacion extracelular de la proteina B-amiloide (Exley y cols, 1993; Chong y Suh,
1995), asi como la formacion de microtubulos fosforilados anormales y asociados a

la proteina tau (Shin y cols, 1994; Savory y Willis, 1995).

Ademas, el aluminio se encuentra implicado en la patogénesis de otras tres
condiciones neurodegenerativas, tales como la encefailopatia, la cual es ocasionada
por inhalacién masiva de polvo de aluminio en ambientes industriales; la demencia
de dialisis, y posiblemente también la demencia de esclerosis/parkinsoniana

amiotrofica lateral en Guam (Markesbery y Ehmann, 1994; Edwardson y cols, 1989).
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Figura 2. Cinética del Aluminio en Humanos.

FLUIDOS
DIALISIS

O Utilizado para monitorea bioldgico

O Organo critico

Tomado de: Clarkson y cols, 1988.
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digestivo

Otros
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La neurotoxicidad del aluminio establecida a partir de estudios realizados en
pacientes con encefalopatia dialisis, donde se observa una acumulacion excesiva de
aluminio, puede no ocasionar la enfermedad de Alzheimer, pero si empeorar aan
mas el dano neurologico. Sin embargo, la estabilidad constante del aluminio
(cercana al 10°°) es mucho menor en orden de magnitud que la que presenta el fierro
(cercana a 10%"), y por tanto, un tratamiento proloengado con desferrioxamina puede

provocar anemia y otros efectos colaterales (McLachian, 1986).

¢Cual es el mecanismo de la neurotoxicidad de! aluminio? Se ha propuesto una serie
de mecanismos, los cuales incluyen la interferencia con el ion caicio, abarcando los
mecanismos y la inhibicion de la enzima dihidropteridina reductasa, la cual cataliza
la reduccion dependiente de NADPH de la dihidrobiopterina a tetrahidrobiopterina,
que es un cofactor que se requiere para la biosintesis de tirosina (y potencia también
la actividad de la dopamina, adrenalina y noradrenalina) a partir de ta fenilalanina

(Sunderman, 1986).

En trabajadores que se expusieron nuevamente al aluminio, la vida media bioldgica
del metal en la orina es de 8 h (Sjogren y cols 1985), mientras que los trabajadores
que han estado expuestos durante muchos anos, aparece cierta acumulacion del
metal en el organismo y se ven también influenciadas las concentraciones de éste en
el suero y en la orina (Van del Meulen y cols, 1984; Sjogren y cols, 1985). Respecto
a los efectos potenciales sobre la salud, no hay una respuesta detectable a corto
tiempo por inhalacion, sin embargo, el aluminio en polvo en ailtas concentraciones
puede irritar la nariz y causar depdsitos del polvo en las vias respiratorias (Sjogren y

cols, 19885).
4. Como posible agente mulagénico y carcinogénico

En un estudio realizado no se observaron efectos en la incidencia de intercambios de
cromatidas hermanas en linfocitos de sangre periférica de trabajadores de la
industria del aluminio (Becher y cols, 1984). Tampoco se observd incremento en la

incidencia de aberraciones cromosomicas estructurales en linfocitos de sangre
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pariférica de 50 trabajadores expuestos en una planta de reduccion de aluminio; los
analisis de semen no mostraron efecto sobre la morfologia del espermatozoide y la
cuenta esperméatica cuando se compararon con controles de la misma area, aunque
las muestras de orina evaluadas por ia Prueba de Ames/Sa/monella si fueron

mutagénicas (Heussitier y cols 1985).

Cuadro 3. Efectos toxicos del aluminio en organismos de ambientes acuaticos y

terrestres.
l METAL l LETAL I MUTAGENICO ]TERAToGENlco, CARCINOGENICOT—BIOACUMULABLEl PERSISTENTE l

(R N S - I l ]

Clave: + Tiene la caracteristica

- No tiene la caracteristica
En blanco: No hay informacian
Tomado do: USEFPA, 1994.

No se han reportado casos de que e! aluminio sea carcinogénico, debido unicamente
a la exposicion (Krueger, 1984); en cuanto a teratogenicidad, embriotoxicidad y
toxicidad reproductiva, no existe informacién suficiente que asegure que provoca
estos dahos (USEPA, 1994; CCINFO, 1994).
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MARCADORES BI/OLOGICOS COMO HERRAMIENTAS
PARA EVALUAR CITOTOXICIDAD Y GENOTOXICIDAD

Se llaman marcadores biolégicos a aquélios parametros intrinsecamente
relacionados con la actividad de los organismos, que permiten determinar eventos
relacionados con su fisiologia de manera cuali o cuantitativa. En la actualidad se
han propuesto a los biomarcadores de efecto como indicadores de dailo a los
organismos en sus fases iniciales, pudiendo ser reversible en muchos casos, lo que
permite prevenir enfermedades que una vez diagnhosticadas son dificiles de tratar o
que provocan efectos irremediables. Por tal motivo, los marcadores de efecto se
consideran indicadores tempranos de enfermedad (NCR, 1989). Existen compuestos
como los metales, que son capaces de inhibir la proliferacion linfocitaria, con lo que
es posible evaluar la tasa proliferétiva de los linfocitos, como marcador bioldgico

para determinar los efectos citotoxicos de los metales.

Los marcadores de citotoxicidad se utilizan como indicadores para evaluar y
comparar la tasa de proliferacion celular; entre ellos la medicion de la incorporacion
de timidina tritiada al ADN es usada clasicamente; la incorporaciéon de colorantes
vitales, colorantes que se unen a las proteinas, y otros (Babich y Borenfreund, 1987;
Johnson, 1990), el indice mitético (IM), el cual es un parametro que indica el
porcentaje de células que estan en division; este indice se ha utilizado generalmente
como un marcador para evaluar y comparar la tasa de proliferacion celular
(Piscciota y cols, 1967; Scott y cols, 1991), y recientemente se ha propuesto también
a la cinética de proliferacion celular (CPC) que es un parametro que indica
citostaticidad, es decir, proporciona datos para discernir qué tanto las células se
han dividido y con qué frecuencia (Ostrosky-Wegman y cols, 1991; Rojas y cols,

1992).

Asimismo, el desarrollo de la Técnica de Tincién Diferencial (FPG), ha permitido la
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identificacion de células en metafase, que se han duplicado una, dos o mas veces
(CPC), haciendo posible el examen de la cinética de poblaciones celulares en
division; ésta técnica se basa en la incorporacién del analogo de la base timina
llamado 5-bromodesoxiuridina (BrdU) (Perry y Wolff, 1974); la técnica presenta la
ventaja adicional de no trabajar con radioactividad y es muy util para determinar la
frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas (ICH's), los cuales se evaluan

en células que se han dividido dos veces en el cuitivo.

Los marcadores de genotoxicidad, como las aberraciones cromosomicas, los
intercambios de cromatidas hermanas (ICH), los microntcleos (MN), la sintesis no
programada de ADN, las mutaciones génicas y la electroforesis unicelular (Método
del Cometa), se utilizan para evaluar el danho producido por el rompimiento de

cadena en el ADN.

En el presente estudio se evalud el efecto del zinc y del aluminio sobre la cinética de
proliferacion celular, el indice mitético y el intercambio de cromatidas hermanas en

el cultivo de linfocitos humanos.
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OBJETIVOS

Evaluar el efecto del cloruro de zinc (ZnCl,) sobre marcadores de citotoxicidad,

utilizando como parametros el indice mitético (IM) y la cinética de proliferaciéon
celular (CPC).

e« Evaluar el efecto del cloruro de zinc (ZnCl,) sobre marcadores de genotoxicidad,

utilizando como parametro la frecuencia de intercambios de cromatidas
hermanas (ICH's).

e Evaluar el efecto del cloruro de aluminio (AICl;) sobre marcadores de
citotoxicidad, utilizando como parametros el indice mitético (IM) y la cinética de
proliferaciéon celular (CPC).

¢ Evaluar el efecto del cloruro de aluminio (AICl;) sobre marcadores de
genotoxicidad, utilizando como parametro la frecuencia de intercambios de
cromatidas hermanas (ICH's).
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DISENO EXPERIMENTAL

Se efectuaron determinaciones de los parametros IM, CPC e ICH’s en muestras de
cuatro donadores sanos para evaluar el efecto producido con cloruro de zinc (ZnCly)

y con cloruro de aluminio (AICl,), utilizando un espectro de concentracion.

Como control positivo, se utilizdé mitomicina C, un agente alquilante bifuncional que
es un fuerte inductor del ICH’s, para comprobar la sensibilidad del sistema, asi como
para determinar si tanto el cloruro de zinc (ZnCl;) como el cloruro de aluminio (AICl;)
alteraban la frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas (ICH’s), ya que se

encuentra bien documentado que la mitomicina C.

Finalmente, se calcularon la media de los indices mitéticos, indices de replicacion,
cinética de proliferacion celular, asi como la frecuencia de intercambios de
cromatidas hermanas de cada una de las sales evaluadas, representandose estos
parametros graficamente. Posteriormente, se efectué Analisis de Varianza (ANOVA)
unifactorial (para zinc y aluminio) para comparar las diferentes concentraciones
utilizadas y determinar si habian diferencias significativas entre ellas con respecto al
control. Asimismo, se realizé el Analisis de Duncan para comprobar en qué

concentraciones habia diferencias significativas (P<0.05 y P<0.01).
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MATERIALES Y METODOS

OBTENCION Y PREPARACION DE MUESTRAS SANGUINEAS PARA LA MEDICION
DEL IM, LA CPC Y LA FRECUENCIA DE ICH'’s.

Se obtuvo sangre periférica por venopuncion de ocho donadores sanos (4 donadores
por metal), cuya media de edades fue 28.4 (21 - 44 afos) (cuatro hombres y cuatro
mujeres), con jeringas desechables previamente heparinizadas bajo condiciones de
esterilidad, la sangre se proceso siguiendo la técnica descrita por Ostrosky-Wegman
y cols (1988), la cual consiste en los siguientes pasos:

1.- Cultivo de muestras 3.- Cosecha de linfocitos

2.- Tratamiento de muestras 4.- Preparacion de laminillas

5.- Tincion
71.- CULTIVO DE MUESTRAS

Alicuotas de 0.5 ml de sangre, se agregaron a 6.0 ml de medio RPM| 1640 (Gibco
BRL) suplementado con 1 ml de aminoacidos no esenciales (Gibco BRL) y 1 mi de
glutamina (Sigma, USA) por cada 100 mi de medio; a cada cultivo se agregaron 200
ul de lectina fitohemaglutinina (PHA) (Microlab), y 300 pl de 5-bromodesoxiuridina
(BrdU) (Sigma, USA) (concentracién final 32 M), los cultivos se mantuvieron en

incubacién a 37 °C, durante 72 horas.
2.- TRATAMIENTO DE MUESTRAS

Los tratamientos se aplicaron a fos cultivos por duplicado, utilizando cloruro de zinc
(ZnCli2) y cloruro de aluminio (AICl;), obteniendose dos réplicas. El tratamiento de
los linfocitos para ambas sales se realizd cuando éstos se encontraban proliferando

activamente, es decir, a las 48 horas de iniciado el cuitivo.
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Las concentraciones utilizadas para estas sales, se determinaron con base en
experimentos preliminares y un espectro de concentraciones, dependiendo de su
toxicidad. lLas concentraciones utilizadas para ambos metales fueron: 0.1, 1, 10 y
100 ©M.

Las cuatro concentraciones para cada metal se adicionaron en un volumen final de
50 ul a las 48 horas del cultivo, continuando incubando en una estufa 20 horas
adicionales a 37 °C, después de las cuales se les agregaron 200 nul de colcemid
(0.028 ng/ml) (Gibco BRL) a cada tubo y se cultivaron cuatro horas mas antes de

cosechar los linfocitos.

3.- COSECHA DE LINFOCITOS

Este procedimiento se efectud centrifugando los tubos de cultivo a 1200 rpm durante
10 minutos, para posteriormente, retirar la mayor parte del sobrenadante y
resuspender las células antes de dar un choque hipoténico a éstas durante 30
minutos con una solucion de cloruro de potasio (KCl) 0.075 M a una temperatura de
37°C.

Posteriormente se centrifugaron los tubos nuevamente, retirando el exceso de
sobrenadante y resuspendiendo las células para fijarlas con una solucion de
metanol-acido acético 3:1 fria; inmediatamente después, se centrifugaron y se
lavaron varias veces con fijador las células de todos los tubos. Este procedimiento
se realizé las veces que fuese necesario hasta que el sobrenadante quedara
transparente. Se conservaron Jos tubos en refrigeracion con fijador

(aproximadamente 5 ml), durante 24 horas como minimo.

4.- PREPARACION DE LAMINILLAS

Después de transcurridas 24 horas de la fijacién de las células, se realizaron
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preparaciones cromosdmicas sobre portaobjetos esmerilados lavados y mantenidos
previamente en refrigeracion inmersos en alcohol de caina. Se resuspendio el boton
con nlcleos con una pipeta Pasteur con aproximadamente 0.5 ml de fijador fresco, y
se tomaron algunas gotas de solucién que se dejaron caer sobre el portaobjetos
desde una altura de aproximadamente 1.50 metros y se secaron a la flama de un
mechero. Los portaobjetos se codificaron previamente para evitar confusiones, y
efectuar lecturas a doble ciego.

5.- TINCION

Para tehir las laminillas se siguid la técnica Giemsa mas Fluorescencia (FPG)
propuesta por Perry y Wolff (1974). Se utilizé una solucién de 600 i del colorante
fluorocromo Hoechst 33258 en 50 ml de agua destilada en la que se sumergieron las
laminillas durante 45 minutos en completa oscuridad; una vez transcurrido este
lapso, se procedio a enjuagar éstas con agua de la llave y se secaron al aire para
inmediatamente exponerias a luz negra, cubiertas con una soluciéon de buffer de
fosfatos con un pH de 6.8 (fosfato de sodio al 0.95 % y fosfato de potasio al 0.91 % en
proporcion  1:1) y un cubreobjetos para evitar la evaporacién, durante
aproximadamente 90 minutos. Cabe hacer notar que la camara de luz negra se
encendio 20 minutos antes de colocar las laminillas, con la finalidad de alcanzar una
temperatura adecuada dentro de ésta, y obtener el mayor indice de fotolisis; este
fenomeno de tincion diferencial ocurre cuando la laminilla se expone a la luz negra
después de la tincion con Hoechst 33258, lo cual provoca que el ADN que ha

incorporado BrdU, se sensibilice, aumentando por tanto el nivel de fotolisis

Después de este periodo, las laminillas se enjuagaron de nuevo con agua de la llave
y se secaron al aire para inmediatamente tenirse con una solucion de 3 ml de Giemsa
en 75 ml de agua destilada durante aproximadamente 3 minutos, para enseguida
enjuagarse por Ultima vez con agua de la llave y secarse al aire, y de esta manera

estar listas para poder analizarse al microscopio foténico.
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OBTENCION Y PREPARACION DE MUESTRAS SANGUINEAS TRATADAS CON
MITOMICINA C (CONTROL POSITIVO) PARA LA EVALUACION DE LA
FRECUENCIA DE ICH's.

Se obtuvo sangre periférica por venopuncion de los ocho donadores sanos (4
donadores por metal) (cuatro hombres y cuatro mujeres), con jeringas desechables
previamente heparinizadas bajo condiciones de esterilidad, la sangre se procesé
siguiendo la misma técnica anteriormente descrita. Para el tratamiento de las
muestras, se utilizé mitomicina C (Sigma USA) en concentracion de 3 x 10° M. Los
tratamientos se aplicaron a los cultivos por duplicado, obteniendose dos réplicas. El
tratamiento de los linfocitos se realizé cuando éstos se encontraban proliferando

activamente, es decir, a las 48 horas de iniciado el cultivo.

La mitomicina C se adicioné en un volumen final de 50 1il, continuando incubando en
una estufa 20 horas adicionales a 37 °C; después de las cuales se les agregaron 200
! de colcemid (Gibco BRL) a cada tubo y se cultivaron cuatro horas mas antes de

cosechar los linfocitos.

La cosecha, preparacion de laminillas y la tincion se efectuaron de la misma forma

anteriormente descrita.
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PARAMETROS EVALUADOS

2) INDICE MITOTICO (iM)

Las laminillas se leyeron al microscopio fotonico con el objetivo de 20 aumentos,
empezando de la parte extrema derecha y recorriéndolas en zig-zag, contando dos
mil nucleos totales, determinando entre ellos cuantos estaban en division {metafase).
Se registraron como nicleos de linfocitos estimulados aquéllos que presentaban una
forma esférica, con tincion clara (color rosa) y de tamaino relativamente grande.

Como metafase se contabilizaron los grupos de cromosomas bien definidos con un

ntimero de cromosomas mayor de 30.
Ei valor del indice mitético se obtuvo con la siguiente formula:

Numero total de metafases

Niamero total de células (2000)

b) CINETICA DE PROLIFERACION CELULAR (CPC)

Se feyeron 100 metafases con el objetivo de 100 aumentos y aceite de inmersién,
determinandose cada una, como primera (M1), segunda (M2), tercera divisién o
subsecuentes (M3), dependiendo del patrén de tincion claro y obscuro que

presentaron los cromosomas.

Si la metafase presentaba un 100 % de tinciéon oscura, se procedio a clasificarla
como M1, si se observaba un 50 % de tincion clara y un 50 % de tincion oscura sobre
cada cromosoma, se clasificé como M2, y por Oitimo, si la metafase presentaba un 25

% de tincion oscura y un 75 % de tincion clara, la metafase se clasificaba como M3.
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Con ésto soe calculd el valor dei indice de replicacion utilizando 1a siguiente formula

1(No. M1) + 2(No. M2) + 3(No. M3)

100 metafases registradas

c) INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS (ICH)

Se contabilizaron los intercambios de cromatidas hermanas en 25 metafases en
segunda division (M2) con el objetivo 100X y aceite de inmersion es decir, se
contaron las sustituciones de las cromatidas de cada cromosoma. Como metafase
se contabilizo a los grupos de cromosomas bien definidos con un niomero de
cromosomas mayor de 40, anotando el nimero de cromosomas por cada melafase y
su ndmero de intercambios de cromatidas hermanas; posteriormente, se ajusto el
numero de intercambios considerando los 46 cromosomas.

No. de Intercambios de cromatidas presentes en 25 metafases en M2
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RESULTADOS

EFECTO DEL CLORURO DE ZINC SOBRE MARCADORES DE
CITOTOXICIDAD Y GENOTOXICIDAD

LLos datos obtenidos a partir de este estudio efectuado con cuatro donadores sanos
(Tabla 1) muestran una inhibicidon del indice mitético (IM) (Grafica 1), la cual esta
determinada en funcién de la concentracion. Asimismo, la cinética de proliferacion
celular (CPC) cambia al aumentar la concentracion del cloruro de zinc (ZnCl,), y esto
también se ve reflejado en el decremento del indice de replicacion (IR) (Graficas 2y
3).

En cuanto a la evaluacion de la frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas
(ICH's), los datos obtenidos muestran que el cloruro de zinc (2ZnCl,) no induce

aumento en la frecuencia basal existente entre los donadores (Grafica 4).

EFECTO DEL CLORURO DE ALUMINIO SOBRE MARCADORES DE
CITOTOXICIDAD Y GENOTOXICIDAD

Los datos generados a partir de este estudio efectuado con cuatro donadores sanos
{Tablas 2 y 3) muestran una inhibiciéon del indice mitético (IM) (Grafica 5), la cual esta
determinada en funcion de la concentracién, asimismo, la cinética de proliferacion
celular (CPC), se ve alterada al aumentar la concentracion del cloruro de aluminio
(AICI3), vy el indice de replicacion (IR) decrece a la concentracion 0.1 M, y

posteriormente se mantiene constante (Graficas 6y 7).

Con respecto a la evaluacion de la frecuencia de intercambios de cromatidas
hermanas (ICH's), los datos obtenidos muestran que el cloruro de aluminio (AICL;) no
induce aumento en la frecuencia basal existente entre los donadores (Tabla 3 y
Grafica 4).
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La Tabla 3 resume los resuitados promedio obtenidos con cloruro de zinc (ZnCly) y
cloruro de aluminio (AICl;), para cada uno de los tres parametros evaluados: indice
mitotico (IM), cinética de proliferacion celular (CPC) y la frecuencia de intercambios

de cromatidas hermanas (ICH’s).

Las Graficas 8y 9 representan la relacion indice de replicacion (IR) versus inhibicion
del indice mitético (IIM) ocasionada por el cloruro de zinc (ZnCl,) y el cloruro de
aluminio (AICI,) respectivamente. La Grafica 8 muestra claramente una tendencia
de pendiente negativa, no asi la Grafica 9, donde practicamente la pendiente tiende

a cero; esta ultima representa el comportamiento del cloruro de aluminio (AICI3).
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DISCUSION

Al tratar los linfocitos con las cuatro concentraciones (0.1, 1, 10 y 100 M) de cloruro
de zinc (ZnCli2), los resultados mostraron que hay disminucion en el numero de
metafases (IM) conforme aumenta la concentracion, observandose un efecto dosis-
respuesta, lo cual indica que este metal tiene un comportamiento citotéxico (Grafica
1). Los resultados obtenidos con la mayor concentracion utilizada (100 M), de
cloruro de zinc (ZnCl,), concuerdan con io reportado por Berger y Skinner (1974),
quienes indican que a concentraciones de 100 1M, el zinc inhibe la sintesis de ADN
en el cultivo de linfocitos estimulados con fitohemaglutinina (PHA), asi como en
linfoblastos de la linea L1210.

Se conocen numerosos agentes que estimulan la division de los linfocitos iniciando ta
sintesis de ADN, los mas conocidos son las lectinas de plantas, tales como la
fitohemaglutinina (PHA) y la concanavalina A (ConA), asi como extractos bacterianos
(Ling, 1968). Existen reportes de cue los iones de zinc pueden estimular también la
sintesis de ADN en el cultivo de linfocitos (Riithl y cols, 1971). En este sentido, es
importante destacar que al efectuar los cultivos de linfocitos, se adiciono
fitohemaglutinina (PHA), la cual estimula [a division de los linfocitos que se
encuentran en fase G;. Cuando la PHA o la ConA se unen a la membrana de los
linfocitos, ocurre una serie de eventos de sintesis macromolecular, los cuales
dirigen la sintesis de ADN, la cual alcanza su maxima estimulacion después de 72
horas de haberse iniciado el cultivo (Ling, 1968). Es relevante mencionar lo anterior,
debido a las propiedades linfoproliferativas que se le asocian al zinc, por lo que se
ha sugerido que este comportamiento es similar a la estimulacion ejercida por la
PHA en el cultivo (Berger y Skinner, 1974).

Los estudios efectuados por Berger y Skinner (1974) demostraron que los iones zinc
estimulan la sintesis linfocitaria de ADN y de ARN, asi como la transformacion

blastoide. Estos hallazgos se confirman también con lo reportado por Rihl y cols
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(1971), quienes indican que linfocitos de donadores sanos responden a la
estimulacion por zinc, sin adicion de PHA, incrementando la tasa de sintesis del
ADN. Schépf y cols (1967) también demostraron que los iones mercurio (Hg'")
estimulan los cambios morfoloégicos de la transformacién blastoide y mitosis en

cultivos de linfocitos humanos.

Berger y Skinner (1974) demostraron también que los iones de zinc deben estar
presentes durante todo e! periodo de cultivo para producir una estimulacion éptima
de la sintesis de ADN de los linfocitos, sin presencia de PHA. El incremento gradual
de la tasa de sintesis del ADN puede ocurrir por mecanismos diversos. El zinc puede
estimular un clon o un grupo de células, lo cual ocasiona que éstas inicien la sintesis
de ADN, pasen por mitosis, y continuen proliferando hasta que el niumero de células
sea suficiente para evaluar la tasa de sintesis del cultivo. Marshall y cols (1969)
encontraron como respuesta que en cultivos estimulados con antigenos, cada una de
las células comienzan a dividirse 48 horas después de la adicion del mismo,
continuando con la proliferacion a un tiempo de generacion promedio de 8-13 horas.
Por otra parte, la estimulacion con iones de zinc permite que otras células entren en
la Fase S del ciclo celular (Berger y Skinner, 1974). Asimismo, también reportaron
que la estimulacion de los linfocitos con determinado antigeno requiere previamente
que la sangre del donador esté sensibilizada para responder adecuadamente,

mientras que la estimulacioén con zinc no requiere sensibilizacion previa.

Por medio del método de incorporacion de timidina tritiada (utilizado
tradicionalmente para evaluar citotoxicidad), Berger y Skinner (1974) determinaron
que la concentracion é6ptima de zinc necesaria para estimular la sintesis del ADN
linfocitario es de 100 1M, lo cual coincide con los estudios realizados por Lastray
cols (1996), quienes reportan que a concentraciones de 100 UM de acetato de zinc
(COOH-Zn) se presenta un notable incremento en la proliferacion de los linfocitos de
ratones suplementados con este elemento durante diferentes etapas perinatales,

evaluado por el mismo método.
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Los resultados reportados por Berger y Skinner (1974), muestran que, efectivamente
los linfocitos humanos tratados con la concentracion de 100 M incrementan su
sintesis de ADN,; sin embargo, en los linfocitos previamente estimulados con PHA y
tratados con zinc, inhiben su proliferacion. El zinc inhibe la estimulacion de la PHA
en los cultivos de linfocitos humanos, el zinc per se estimula la linfoproliferacion,
actuando de manera similar al mitégeno; sin embargo, cuando se adicionan tanto el
mitégeno (PHA) como los iones de zinc, la sintesis de ADN decrece, por lo que la
estimulacién con PHA y zinc no es aditiva, lo que posiblemente indica que en el
cultivo de linfocitos humanos, la presencia de PHA y de algun otro elemento
necesario para llevar a cabo la sintesis de ADN, probablemente inhibe la respuesta

mitogénica de la PHA.

La toxicidad de otros iones metalicos (Mn?*, Co?", Ni¥', Cu*’ y Cd%) puede ser
resultado de la competencia con un metal esencial. De hecho, cada uno de los
metales puede coordinar una variedad de ligandos en las células y el medio,
alterando la estructura macromolecular y la funcién; esta forma de toxicidad puede
asociarse posiblemente también al zinc, asi como a otros iones (Berger y Skinner,
1974). Con base en lo anterior, es posible sugerir que iones divalentes (como en el

caso del zinc) presenten comportamientos similares.

La valencia del metal quiza sea un factor importante que determine el
comportamiento, toxicidad, absorcién y hasta competencia de los iones que
presenten igual valencia por los mismos sitios de union en la célula, tal como ocurre
con el cobre y el zinc. Seglun Carpentieri (1986), existe antagonismo en cultivos de
linfocitos entre zinc y fierro; zinc y cobre; y zinc y caicio, lo que obviamente
corrobora la hipdtesis que confiere comportamientos similares a los iones que
presentan la misma valencia. Asimismo, el zinc es antagonista de algunos efectos

toxicos del plomo (Clayton y Clayton, 1981).

En cuanto al indice mitético (IM), al efectuar el Analisis de Varianza (ANOVA) para

los datos obtenidos con el cloruro de zinc (ZnCl;), se muestra que hay diferencia
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significativa entre el testigo y cada una de las concentraciones evaluadas (P<0.05;
P<0.01). Posteriormente, al realizar el Analisis de Duncan, se corroboro que existen
diferencias significativas entre las cuatro concentraciones y el control (P<0.05;
P<0.01), por lo que se puede considerar que el zinc posee caracteristicas citotoxicas

a estas dosis.

Por lo que respecta a la cinética de proliferacion celular (CPC), en la Tabla 1, se
muestra que no existen diferencias basales significativas entre los cuatro
donadores, evidenciandose también que responden en forma dosis-respuesta, por lo
que se sugiere que, aparte de la respuesta citotoxica que tiene el zinc, también
existe una respuesta citostatica, ya que claramente se muestra un incremento de
metafases en M1. El ANOVA, se realizd con los datos del indice de replicacion (IR), y
se encontro que la respuesta entre el testigo y todas las concentraciones evaluadas
fue muy diferente (P<0.05). Lo anterior confirma que el zinc a estas dosis altera la

cinética de proliferacion celular, inhibiendo el IR (Graficas 2 y 3).

Se determind también si el zinc alteraba la frecuencia de intercambios de
cromatidas hermanas (ICH’s) en el cultivo (Grafica 4). Como control positivo se
utilizé a la mitomicina C (MMC), a una concentracion que incrementa notablemente la

frecuencia de ICH's (1.3 x 10 M).

La mitomicina C (MMC) es un poderoso agente alquilante, que inhibe la sintesis del
ADN, por lo cual se observo menor frecuencia de células que completaron 3 o mas
ciclos celulares, habiendo de manera significativa (P<0.05), en contraparte un

incremento en el nimero de células que solo llegaron a completar un ciclo celular.

El indice mitotico (IM) se abatid casi por completo con la dosis aplicada (1.3 x 10% M),
y la frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas (ICH's) en las células
tratadas con este agente aumentd considerablemente, lo cual indica que una gran
parte de las pocas células que se dividieron en presencia de mitomicina C pasaron

por la Fase S del ciclo celular, traduciendo e! daio provocado al ADN en ICH's.
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Por otra parte, al tratar los linfocitos con el cloruro de aluminio (AICl;), los resultados
obtenidos al evaluar el indice mitético (IM) mostraron que presenta un
comportamiento similar con el cloruro de zinc (ZnCl,); ya que hay disminucion en el
numero de metafases (IM) conforme aumenta la concentracién; sin embargo, esta
disminucion es menos marcada, como se observa en la Grafica 5. Al efectuar
también el Analisis de Varianza (ANOVA) para los datos del indice mitético (IM)
obtenidos con el cloruro de aluminio (AICl;), se evidencia que existe diferencia
significativa (P<0.05; P<0.01) entre el testigo y las cuatro concentraciones
evaluadas. Posteriormente, al efectuar el Analisis de Duncan, se corroboré lo
anterior; por tanto, se puede sugerir que el aluminio, a las concentraciones

evaluadas, presenta efecto citotdxico también.

Por lo que respecta a la cinética de proliferacion celular (CPC), y a semejanza de lo
encontrado al evaluar el cloruro de zinc (ZnCl;), en la Tabla 2 se muestra un
aparente comportamiento dosis-respuesta. Con los datos del indice de replicacion
(IR), se efectud también el ANOVA, obteniéndose diferencias significativas (P<0.05;
P<0.01) entre el testigo y cada una de las cuatro concentraciones evaluadas, lo que
confirma que a estas dosis el aluminio ocasiona que e! indice de replicacion (IR)
disminuya con la concentracién 0.1 uM, y posteriormente se mantenga constante a

las concentraciones 1.0 yM, 10M y 100 M (Tabla 3 y Graficas 6y 7).

Al comparar el indice mitético (IM) y cinética de proliferacion celular (CPC),
obtenidos con el cloruro de zinc (ZnCi;) y el cloruro de aluminio (AICl;3), con los
resultados obtenidos con sustancias con alto potencial antineoplasico (mitomicina C,
metotrexate, melfalan), que se tiene bien documentado que son fuertemente
citotoxicos y citostaticos (Rojas, 1994), se puede sugerir que ambos metales son
citotéxicos y citostaticos débiles, lo cual posiblemente indique que tanto el cloruro
de zinc (ZnCl;) como el cloruro de aluminio (AICI;) alteran o interfieren en algunos
procesos vitales de la célula; esta hipotesis es viable para el zinc, ya que éste es

constituyente de enzimas necesarias para la replicacion celular y la sintesis de
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acidos nucléicos (Toxicological Profile for Zinc, 1994), por lo que tampoco se

descarta la posihilidad de que el zinc interactie directamente sobre el ADN.

En las Graficas 8 y 9, se observa la relacion entre e! indice de replicacion (IR) y la
inhibicion del indice mitético (IIM), para zinc y aluminio, respectivamente, donde el
cloruro de zinc (ZnCl,) presenta pendiente con tendencia negativa, asimismo, a
medida que la inhibicion del indice mitdtico aumenta, el indice de replicacion
disminuye, lo que confirmaria la citotoxicidad y citostaticidad del zinc; sin embargo,
en el caso del cloruro de aluminio {(AlCi;), la pendiente tiende a cero, por lo que este
comportamiento indicaria que a medida que el indice mitético se inhibe al aumentar
la dosis de cloruro de aluminio (AICl,), el indice de replicacién no se ve alterado en
las concentraciones 1.0 (M, 10 M y 100 pM; estos resultados sugieren que el
aluminio probablemente no interactua directamente con el ADN (Rojas, 1994).

En cuanto al comportamiento del aluminio, como inductor de intercambios de
cromatidas hermanas (ICH’'s) en el cultivo de linfocitos, se encontré que no
incrementd la frecuencia de ICH’s, lo cual esta de acuerdo con lo establecido por los
estudios efectuados con linfocitos de sangre periférica de trabajadores de la
industria del aluminio, ya que tampoco se han observado efectos sobre la incidencia

de intercambios de cromatidas hermanas (Becher y cols, 1984).

De acuerdo con Solomon y Bobrow (1975), la evaluacién de los intercambios de
cromatidas hermanas (ICH’s) constituyen un parametro sensible para determinar
daho a cromosomas humanos, y que tanto el zinc como el aluminio no producen dano
al ADN, evaluado por medio de la induccién de ICH's.

Estos resultados permiten establecer que a estas concentraciones el cloruro de zinc
{(ZnCl2) y el cloruro de aluminio (AICI3), son capaces de alterar la fisiologia,
afectando la capacidad de respuesta proliferativa (IM) y la velocidad de divisién
{CPC) de los linfocitos circulantes /n vitro, sin embargo, no producen lesiones en el

ADN asociadas con la inducciéon de ICH's.
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CONCLUSIONES

e Elcloruro de zinc (ZnCl,) inhibe el indice mitético (IM), por lo cual, se considera un

citotéxico débil, comparado con sustancias fuertemente citotoxicas, como la

mitomicina C.

El cloruro de zinc (ZnCl;) inhibe el indice de replicacion (IR), por lo cual, se
considera un citostatico débil, comparado con sustancias fuertemente

citostaticas, como la mitomicina C.

El cloruro de aluminio (AICI;) inhibe el indice mitético (IM), por lo cual, se

considera un citotdoxico débil, comparado con sustancias fuertemente citotoxicas,

como la mitomicina C.

e E| cloruro de aluminio (AIC!l;) inhibe el indice de replicacion (IR), por lo cual, se
considera un citostatico débil, comparado con sustancias fuertemente

citostaticas, como la mitomicina C.

El cloruro de aluminio (AICi;) presenta débil toxicidad asociada a la division y

replicacion celular.

El cloruro de zinc {ZnCl,) y el cloruro de aluminio {AiCi;) no provocan efectos

asociados con la induccion de intercambios de cromatidas hermanas (ICH's).
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Tabla 1.- Efecto del cloruro de zinc (ZnClz) sobre el indice mitotico (IM) y la
cinética de proliferacion celular (CPC) (4 donadores)

DONADOR 1
Cinélica da Proliferacion Celular
Concentracion M M1 M2 M3 IR
./l
TESTIGO ©.0153 +/-0.0016 18.25 +/-1.25 22.25 +-1.50 59.5 +/-2.08 2.41 +/-0.030
0.1 0.0117 +/-0.0006 25.25 +1-1.70 22.5 +1- 1.91 52.25 +/- 1.50 2.27 +1-0.020
1 0.0112 +/-0.0006 25.5 +/-1.29 24.25 +1-0.95 50.25 ¢/- 1.70 2.25 +i-0.035
10 0.0083 +/-0.0005 26.3 +/-0.57 24.6 +/-0.57 49 +1-1.0 2.22 +/-0.015
100 0.0051 +/-0.0007 30.5 +/-2.64 24.75 +1-1.70 A4.75 +/-1.70 2.08 +/-0.015
MITOMICINA C
1.3x10°M 0.0045 +/-0.0005 37 +/- 2.85 20 +1- 2.50 A3 +1-4.62 2.06 +/- 0.020
DONADOR 2
Cinética de Proliferacion Celular
Concantracion M M1 M2 M3 R
fu
TESTIGO 0.0159 +/0.0020 16.5 +/- 1.29 24.75 +1-1.70 58.75 +/- 2.21 2.42 +I-0.032
0.1 0.0125 +/- 0.0004 24.25 +1-1.25 24 +1-1.82 51.75+/-1.25 2.27 +-0.017
1 0.0111 +/-0.0004 25.5 +/-1.29 23.5 +1-1.29 51 +/-0.81 2.25 +/-0.017
10 0.0092 +/-0.0006 27 +1-0.81 23.5 +1- 0.57 49.5 +/-0.57 2.22 +4-0.012
100 0.0041 +/-0.0007 31.25 +/-1.70 23.75 +1-0.95 45 +1-2.16 2.13 +/-0.037
MITOMICINA C
1.3x40°Mm 0.0025+/-0.0005 30 +/-2.50 24 +1-2.45 46 +/-0.81 2.16 +/-0.020

DONADOR 3

C/inética de Proliferacion Celular

Concentracion M M1 M2 M3 IR
(M)
TESTIGO 0.0146 +1- 0.0004 18.5 +I- 1.29 23.5 +1-1 58 +/-1.82 2.39 +/-0.030
0.1 0.0116+/-0.0002 | 23.5 +/-1.29 23.25 +/- 0.95 53.25 +/- 2.06 2.39 +/-0.033
1 0.0007+/-0.0006 26 +/- 0.81 23.25 +1-1.70 50,75 +1- 2.21 2.24 +/-0.028
10 0.0082+/-0.0008 28 +/-0.81 23 +/-1.41 49 +1- 1.41 2.2 +-0.018
100 0.0042+/-0.0002 | 32.25 +/- 1.70 23.5 +1- 2.38 44.25 +1-3.77 2.12 +1- 0.053
MITOMICINA C
1.3x10°M 0.0030+/-0.0003 36 +/- 3 26 +/-2.78 38 #/-2.12 2.02 +/-0.010

DONADOR 4

Cinética de Prolifaracion Celular

Concentracion M M1 M2 M3 I3

fuM,

TESTIGO 0.0171+/-0.0033| 19.25 +I- 2.75 23.75 +1-2.98 57 +1-5.55 2.37 +1- 0.092

0.1 0.0114+/-0.0004 24.25 +4-1.25 24 +}-1.82 51.75 +1-2.21 2.27 +4-0.031

1 0.0108+/-0.0006 25.5 +/- 1.29 23 +1-2.94 51.54/-4.12 2.26 +/-0.053

10 0.0091+/-0.0008 27.75 +{-1.25 23 +4-1.82 49.25 +/- 2.62 2.21 +1-0.036

100 0.0040+/-0.0010 32,5 +/-2.38 27.75 +1-5.82 39.75 +/- 6.99 2.01 #/-0.153

MITOMICINA C
4.3x 10°M 0.0050+/-0.0007 34 +/-1.26 27 +1-3.26 39 +/- 2 2.05 +/-0.040

M1 = Metafase en primera division
M2 = Metafase en segunda division
M3 = Metafase en tercera division
IR = Indice de replicacion



Tabla 2.- Efecto del cloruro de aluminio {AICi3) sobre el indice mitotico (iM)
y la cinética de proliferacion celular (CPC) (4 donadores)

DONADOR 1
Clnética de Proliferacién Celular
M M1 M2 M3 IR
TESTIGO 0,0164+/-0.00014 19.5 +/-2.38 23.5 +1-1.73 57 +i-2.16 2.37 +1-0.042
0.1 0.0126+/-0.0008 23 +1-1.82 24,5 +1-2.38 52,5 +f-1 2.29 +J-0.017
4 0.0107+/-0.0012 22,5 +}-2,08 26.75 +1- 2.62 50.75 +1- 2.5 2.28 +1-0.037
10 0.0108+/-0.0059 26.75 +i- 2.36 22 +i-1.63 51.25 +/-2.36 2.24 +1-0.044
100 0.00924/-0.0011 26.5 +1-2.64 25.25 +1-1.25 4B.25 +/- 3,30 2.21 +}-0.058
MITOMICINA C
1.3x10°M 0.0045 +/- 0.0005 37 +/-2.85 20 +/-2.50 A3 +/-4.62 2.06 +/- 0.020

OONADOR 2

Cinética de Proliferacion Celular
Concentracion ™M M1 M2 M3 IR

(M)

TESTIGO 0.0294+/-0.0029 ] 16.5 +/.2.51 21.75+i- 2.98 61.75 +/-2.98 2.45 +1- 0,046

0.1 0.0255+/-0.0010 | 24.25 +/-2.08 23.75 +1-1.70 49.5 +1-3.10 2.20 +/-0.116

1 0.0209+/-0,0029 ] 24.75 +/-2.75 23.75 +I-2.06 51.5 41. 3.87 2.28 4/-0.063

10 0.0157+/-0.0040 26.5 +/- 2.08 24.5 +1- 1.29 48.75 +1-0.95 2.21 +1- 0.029

100 0.0125+/-0.0015 | 2B.66 +/-2.08 24.33 +1-1.52 35.25 +- 2.64 2.18 +1-0.045

MITOMICINA C
1.3x10°M 0.0025+/-0.0005 30 /- 2,50 24 +1-2.45 46 +/- 0.8 2.16 +/- 0.020

DONADOR 3

Cinética de Proliferacién Celular

Concentracion M M1 M2 M3 iR

(L4

TESTIGO 0.0153 +/-0.0006 16 +1-2.51 22.5 +1-2.98 61 +1-2,98 2.46 +/- 0.046

0.1 0.01314/-0.0010 20 +J- 2,06 22.5 +1-1.70 57.5 +/-3.10 2.37 +/-0.116

1 0.0130+/-0.0030 23 +4-2.75 23.25 +1- 2.06 55 +/-3.87 2.3 +1-0.063

10 0.0123+/-0.0010 23.25+-2.44 21 +1-1.41 55.75 +{-0.95 2.32 +/-0.033

100 0.0103+/-0.0015 25.5+/-2.08 21.5 +/-1.52 50.5 +{- 2.64 2.2 +1- 0,045

MITOMICINA C
1.3x10°mM 0.00304+/-0.0003 36 +i-3 26 +/-2.78 38 ¢/-2.12 2.02 +i-0.010

DONADOR 4

Cinética de Proliferacién Celular

Concentracion M M1 M2 M3 IR

fuM)

TESTIGO 0.0187+/-0.0011 18 +i-3 23 41-0.57 50 41-3.16 2.41 +/- 0.087

0.1 0.0138+/-0.0070 23 +/-1.63 24.75 +1-1.91 55.25 +/-1.91 2.32 4/-0.030

1 0.0129+/-0.0012 24.25 +4- 1.82 21.5 +4- 1.50 54,25 +- 1,70 2.3 +/- 0.032

10 0.0111+/-0.0060 27 +1-1.25 20.12 +)- 2.44 52.88 +1-2.21 2.25 +1- 0.026

100 0.0111+/-0.0012 26.5 +1-1.91 19.75 +/-2.08 53.75 +I-2.16 2.27 +1-0.035

MITOMICINA C
1,3x10°M 0.0050+/-0.0007 34 +]-1.26 27 +1-3.26 39 +i-2 2.05 +/-0.040

M1 = Metafase en primera division
M2 = Metafase en segunda division
M3 = Metafase en tercera division

IR = indice de replicaclon



Tabla 3.- Efecto del cloruro de zinc (ZnClz) y cloruro de aluminio (AlCla)
sobre el indice mitotico (IM), cinética de proliferacion celular (CPC) y la
frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas (promedio de 4

donadores para cada metal)

CLORURO DE ZINC (ZnCl,)

Cinética de Proliferacién Celular

Concentracion
(M) 124 M1 M2 M3 IR ICH'’s
TESTIGO 0.0157 +/-0.0018 18.12 +/- 1.89 23.56 +/-1.96 58.31 +- 3,11 2.39 +/-0.05 5.95
0.1 0.0118 +/-0.0005 * | 24.31+1-1.40 23.43 +/- 1.63 52.25+-1.73 2.27 +-0.02* 6.0
1 0.0107 +/- 0.0008 * | 25.62+1-1.08 23.50 +- 1.75 50.87 +/- 2.30 2.25 +1-0.03 * 8.10
10 0.0087 +-0.0007* | 27.33 +1-1.04 23.46 +/- 1.30 49.20 +1-1.47 2.2 +.0.02% 6.11
100 0.0043 +-0.0008% | 3162+-209 24.93 +/-3.43 43.43 +/-4.36 2.08 +-0.11* 6.17
MITOMICINA C
1.3x10°%m 0.00374+/-0.0011 * 34.25 +/-3.00 * 24.25 +/-3.09 * A41.5 +/-3.69 * 2.05 +/-0.060*° | 13.5¢/-1.21 "
CLORURO DE ALUMINIO (AICIl,)
Cinética de Proliferacion Celular
Concentracion
(us) M M1 M2 M3 IR ICH'’s
TEST]GO 0.0225 +/-0.0070 17.25 +/-2.69 22.37 +1-2.18 60.37 +/-3.26 2.43 +1-0.06 6.07
0.1 0.0191 +/-0.0065" | 22874247 23.62 +/- 1.89 52.25 +1-4.02 2.26 +1-0.10 * 6.23
1 0.0163 +/.0.0051 * | 23.75+-2.38 24.37 +1-2.36 51.87 +/-3.03 2.28 +1-0.05 % 6.28
10 0.0136 +-0.0023* | 25.87+/-2.44 22.87 +- 2.5 51.12 +/-3.34 2.25+1-0.05 * 6.35
100 0.0118 +/-0.0027* | 2714 +/-2.41 23.78 +1- 2.11 49.07 +/- 3.56 2.21 +1-0.05 * 6.34
MITOMICINA C
1.3x10°M 0.0037+/- 0.0011 * 34.25 +/-3.09 * 24.25 +1-3.09 * 41.5 +/-3.69 * 2.05 +/- 0.060* | 13.5¢/-1.24 "

M1 = Metafase en primera di
M2 = Metafase en segunda i
M3 = Metafase en tercera divis
IR = Indice de replicacion

ICH’s = Frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas

*P <0.05
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GRAFICA 1.- EFECTO DEL CLORURO DE ZINC SOBRE EL INDICE MITETICO
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GRAFICA 2.- EFECTO DEL CLORURO DE ZINC SOBRE EL iNDICE DE REPLICACION
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GRAFICA 3. EFECTO DEL CLORURO DE ZINC SOBRE LA CINETICA DE
PROLIFERACION CELULAR
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GRAFICA 4. EFECTO DEL CLORURO DE ZINC Y CLORURQ DE ALUMINIO
SOBRE LA FRECUENCIA DE INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS
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GRAFICA 5.- EFECTO DEL CLORURO DE ALUMINIO SOBRE EL INDICE MITGTICO
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GRAFICA 6.- EFECTO DEL CLORURO DE ALUMINIO SOBRE EL (NDICE DE REPLICACION
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GRAFICA 7. EFECTO DEL CLORURO DE ALUMINIO SOBRE LA CINETICA DE
PROLIFERACION CELULAR
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GRAFICA 8. RELACION INDICE DE REPLICACION VS. INHIBICION DEL iNDICE

MITOTICO PROVOCADA POR ZnCl2

3
2.5+
O ° Cd
'y - e &
R 24 .
hd .
1.5 4
1 — + + — + + + + —+t
o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
INHIBICION DEL {NDICE MITOTICO (%)
GRAFICA 9. RELACION iNDICE DE REPLICACION VS. INHIBICION DEL iNDICE
MITOTICO PROVOCADA POR AICI3
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