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I. RESUMEN
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El zinc es un oligoelemento esencial en la funcion y mantenimiento del! sistema
inmune, que ademas participa en !a replicacion celular, el crecimiento, la madurez
sexual y el metabolismo de la vitamina A en el orgamsmo Su deﬁmencta provoca'
graves alteraciones en humanos. tales. como . la acrodermatltls enteropétlca

anemia, trastornos renales, dlsmlnuclon en la respuesta lnmune y malformacnones‘

congeénitas. En el cnoesqueleto el zincejerce: un efecto dnrecto sobre - los
filamentos y sobre la pollmer acion;d
estructura de muchas protel s’e in
en el clclo celular. Adlcnonalmente.'se ha sugendo que el metal inhibe
competltlvamente algunos efectos det calcxo, lo que puede deberse en parte, a

que las protefnas unldoras de calcio tienen una mayor afinidad por el zinc.

‘la’tubulina = zmc ‘tambien" estabiliza la

ce ca blos en as membranas celulares y

La mayoﬂa de los estudios realizados principalmente en murinos muestran ias
alteraciones resultantes de la deficiencia de zinc y el estimulo o la proteccion que
induce el metal en algunos cultivos celulares; sin embargo, hay evidencias que
demuestran que la suplementacion de zinc in vitro © in vivo puede ocasionar

alteraciones en el sistema inmune.

Nuestro estudio tiene como finalidad el establecer cual es la influencié del zinc en
la maduraciéon y la viabilidad de diferentes lineas celulares (U-937, monocitos
humanos y macrofagos de médula dsea de raton), asi como el efecto que un
estimulo idéntico (proporcionado por el zinc) puede generar en una misma estirpe

celular, pero de origen diferente.

Los monocitos se obtuvieron de sangre venosa proveniente de individuos sanos
por el método de Béyum. Las células de médula dsea se obtuvieron del fémur de
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ratones BALB/c de 6 a 8 semanas de edad y las células U-937 de alicuotas

mantenidas en cultivo.

Se colocaron 5X10° cel/pozo en microplacas estériles de poliestireno, se adiciond
el medio requerido para cada estirpe en ausencia de o con el factor estimulante
requerido para su diferenciacién (sobrenadante de ceélulas L-929 con el factor
estimulante de colonias de granulocitos y monocitos para las células de médula
dsea de ratén, y acetato phorbol miristato para los monocitos humanos y células
U-937), sin zinc o con diferentes dosis del metal (0.05-1.0mM). Permanecieron en
cultive 11 dias a 37°C en atmoésfera himeda con §% de CO.. Se realizaron
observacioneé microscépicas los dias tres, seis, nueve y once, para el analisis

morfolégico y de diferenciacion celular; la viabilidad y el recuento total de células
: los dias seis y once.

qélulas de médula ésea de raton, fagocitos mononucleares y
’citirca) incubadas con 0.05 y 0.1mM de zinc fue similar a la
c V(QQ%); Con 1.0mM del metal, la viabilidad disminuyd
consideraB eme 0.0006), 50% en células de médula 6sea de raton y
fagocitos mo onuc areé humanos, 80% en células U-937. El numero de células

aumentd 'y no hubo diferenciacion celular ya que las caracteristicas morfolégicas
observadas al inicio del cultivo (ceélulas pequefas y redondas) no se modificaron
durante el lapso sefialado (11 dias). El efecto deletéreo inducido con esta dosis de

zinc, se observd en la tres estirpes celulares.

Las variaciones en el numero, el tamafo, la morfologia y la viabilidad de las
células observadas con las diferentes concentraciones del metal, y/o con las
mismas dosis a diferentes tiempos sugieren que el efecto ejercido por del zinc
dependen no solo de la dosis utilizada sino del periodo de su interaccién con las

células.

&)
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II. ANTECEDENTES
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2.1 HEMATOPOYESIS

El proceso mediante el cual las células sanguineas crecen, se dividen y
diferencian en la médula ésea se llama hematopoyesis. Las células que participan
en la respuesta inmunitaria proceden de las células madre hematopoyéticas no
diferenciadas (CMH), a partir de ésta se originan 4 estirpes celulares diferentes: 1)
Eritroide (eritrocitos), éstos también llamados gldbulos rojos, tienen como funcion
el transportar oxigeno; 2) Megacariocitica (plaquetas). cuya funcién principal es el
control de la hemorragia; 3) Leucocitos: a).: lmfonde (lmfocntos) Y. b) mieloide

(granulocitos y fagocitos mononucleares) y (Routt Ivan 1997)

Conuan

T e T

Macrotegos

Figura 2.1 Hematopoyesis.
Fuente: Janwey, Charles A. et al; Immune Biology. 4 ed., New York, 1999; p. 31.
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1). Linea Eritroide

Son las celulas sanguineas que contienen hemoglobina. Esta molécula es una
proteina con atomos de hierro que le otorgan el color rojo a la sangre (Freggiaro
E., 2002). Se tife en rosa o anaranjado con el colorante de Wrigth a causa de su
elevado contenido de la proteina acidofila, hemoglobina. La célula ha perdido sus
mitocondrias, RNA residuales y también algunas enzimas importantes, por lo que
los eritrocitos son incapaces de sintetizar proteinas o lipidos nuevos. Su vida
media normal es de 100 a 120 dias (McKenzie S., 1991).

2). Linea Megacariocitica

Las plaquetas son células producidas en la.médula ésea mediante el proceso de
fragmentacion citoplasmica (Pulsomed, 2002), proceden de los megacariocitos y
se caracterizan por ser elementos finales sin nuicleo, carecen de capacidad de
division y poseen en su interior gran cantidad de substancias que se producen en
los propios megacariocitos (factor plaquetario IV) o que adquieren en el plasma
(serotonina), circulan por la sangre y tienen un papel muy importante en la
coagulacion, son no nucleadas y miden de 2 a 4, son poco densas y flotan en el
plasma, son extremadamente fragiles y se adhieren muy facilmente a otros
cuerpos cercanos (linfocitos, eritrocitos, etc.), o se aglutinan entre ellas formando
coagulos y obstruyendo pegquefos vasos, lo cual es muy importante en las
heridas. La mitad de las plaquetas que se producen circulan, mientras que la otra
mitad se encuentra en el interior del bazo, durante siete dias las plaquetas
permanecen en el torrente circulatorio y si no se destruyen en los lugares donde
actuan, se mueren por apoptosis (Casals F., 1996).



La activacidén de las plaquetas es el resultado de una cascada de sefiales de
transduccidon mediada por varios estimulos (Chou T., 2000), entre los que se
encuentran las reacciones mediadas por inmunoglobulinas (Orchard M., 1986).

TESIS CON
FALLA DE ORJ.GEN

3). Leucocitos

Neutrofilos 60-70%

Granulocitos o Eosinsfilos  3-5%
Polimorfonucleares
e IR Basofilos 0-2%
Leucocitos

Linfocitos 30%
Agranulocitos o

Mononu e .
cleares Monocitos 7%

a) Linfoide

La linea linfoide de la que se derivan los diferentes tipos de linfocitos,
responsables de llevar a cabo las principales funciones que caracterizan al
sistema inmune y que le permiten reaccionar inmediatamente y a futuro (memeoria)
frente a moléculas extranas, de forma especifica. Los linfocitos son células
esféricas o ligeramente ovoides con un diametro de 8 a 12u. El ndcleo ocupa 90%
de la célula. El citoplasma es muy delgado y se tifie de color azul claro formando
un anillo alrededor del nucleo (Freggiaro E., 2002), que es rico en RNA, por lo que
se tine mas (azul oscuro).
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Los linfocitos se dividen en: SITT T
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Linfocitos B
T 10%

. L Tc-CDs
. i CiLinfocitos'T
LII‘IfOCItO"SJ S 75%- Th1
) o [ Th-CDa § Th2 ¢ 709,
Natural Killer Th3

15%

Los Iinfoqi}b\’s‘ B
(MO) enlo ‘ad
y produaeﬁ anticuerp

a vida fetal y en la médula dsea
' se diferencia a célula plasmatica

ia'dellas células B humanas circulantes
expresan dos’ embrana plasmatica: IgM e IgD.
e ;Iqs_l‘lir’\focitos T (LT ) se originan en la MO y de

La mayoria de'lo
n; estas células tienen un receptor de membrana

(TCR), de estruc

las inmunoglobulinas, mediante e! cual son capaces
de identificar al anti

o en forma especifica.

Los linfocitos T :ci’t,ohtéxicos (LTc) son portadores de la molécula CDg en su
membrana plasmétiéé por lo que detectan los péptidos presentados por moléculas
MHC |, su funcién es lisar a las células que presentan antigenos extrafos.

Los linfocitos T cooperadores (Th, helper) expresan las moléculas CDy, éstos
reconocen a los péptidos cuando estan unidos a moléculas MHC I, su funcién es
la de ayudar a que tanto los LTc como las células B y los fagocitos funcionen
correctamente.
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Natural killer (NK)

Son linfocitos con actividad citotoxica, a diferencia de los LTc estas células no
expresan TCR, ni ninglun receptor de tipo de las inmunoglobulinas, las céluias NK
no necesitan las moléculas MHC para que los antigenos le sean presentados.
Estas células también son capaces de lisar otras células (células tumorales,

infectadas con virus, etc.) que por alguna razén han perdido su capacidad de
expresar moléculas MHC | en su superficie (Allen J., 1983).

b). Mieloide . :
ide son células con un nacleo relativamente

largo alrededor del Aito ’ésma\con grénulos en su interior; en sangre hay de

Es la poblaclén celular pnncnpal en la respuesta inflamatoria aguda, y posee
receptores para antlcuerpos IgG y proteinas del complemento (Abbas A., 199¢).
vida corta a comparacién de las células mononucleares (6 a 10h) y
. lr'por apoptosis (Pietarinen P., 2000). Segun la forma de su nlcleo se
les puedé clésiﬁcar como neutrofilos en banda (formas jovenes) y neutréfilos
segmentadbs. Presentan divisiones de sus nucleos en un numero que vade 3 a 5.

Tienen una

Los neutrofilos son células moviles que pueden ingerir y matar microorganismos
invasores, utilizando componentes reactivos de oxigeno y proteinas microbicidas
que almacenan en sus granulos (Roitt 1., 1992). Los granulos se diferencian por su
estructura y contenido enzimatico: los primarios que son ricos en mieloperoxidasa
(catalizadora del peréoxido de hidrogeno), hidrolasas acidas (lisozima y enzimas
proteoliticas) o proteasas (colagenasa, elastasa y catepsina G). Los secundarios
contienen lactoferrina (elemento basico quelante del fierro), fosfatasa acida y

alcalina, glucuronidasa y nucleasas (Cabello G., 1999).
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Figura 2.2 Neutrofilos segmentados Figura 2.2 Neutrdfilos en banda

Fuente: Ceélulas inmunitarias: leucocitos. http:./moral.uv.es/semarguz/leucocitos/leucocitos.html

Eosindfilos

Tienen una vida de aproximadamente 13h en la sangre (Roitt 1., 1992) y sdlo
presentan un tipo de granulos citoplasmicos (McKenzi S., 1991), brillantes, de
color rosado a rojizo y ricos en proteinas catiénicas que tienen accidon citotoxica
contra algunos parasitos. También poseen elementos antihistaminicos
(histaminasa)‘y antiinflamatorios como catalasa que inactiva al peroxido de
hidrégeno (Cépéllo G.,, 1999), por lo que aumentan cuando hay una reaccién
alérgica o en‘parasitosis. expresando receptores para anticuerpos IgE (Abbas A.,
1999).

ta estimulacidbn de los eosindfilos por receptores que se encuentran en su
membrana,'.in'ducen;la liberacion del contenido de sus granulos, la activacion del
estallido respiratorio y la liberacion asociada de matabolitos de oxigeno (Roitt
1.,1992).
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Figura 2.4 Eosindfilos

Fuente: Células inmunitarias: leucocitos. http://moral.uv.es/semarguz/leucocitos/ieucocitos.html

Basdfilos
Son células que poéeen un ntcleo en forma de I6bulo o arriionado (Freggiaro E.,
2002). Se ehcueritran‘ en muy bajo ntimero en la sangre y sus propiedades se han
considerado ,”Jsem‘ejantes a las de las células cebadas tisulares (mastocitos).
Presentan granulos citoplasmicos de color azul violeta intenso debido a su
contenido en glicosaminoglicanos sulfatados (mucopolisacaridos), también son
ricos en heparina, histamina y serotonina (Cabello G., 1999). Participan en la
hipersensibilidad inmediata (alergia) y tardia y expresan receptores de alta
afinidad para IgE (McKenzi S., 1991). La interaccién de los antigenos con las
moléculas de IgE unidas a las células, estimulan a los basofilos a secretar las

sustancias contenidas en sus granulos. (Abbas A., 1999).
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Figura 2.5" 'Baéa;ifo's

Fuente: Ceélulas inmunitarias: teucocitos. htip://moral.uv.es/sermarguz/leucocitos/ieucocitos.html

Monocitos

Se desarrqllya_fnjrvqlre ceélulas progenitoras pluripotenciales y formaran el linaje del

macréfago | tis| Ia'ri: al  diferenciarse (William E., 1993). La produccion de los
monocitos ntrolad_a por varios factores de crecimiento como la interleucina 3
(IL-3) y el f

que estimulan’l

i"e‘ysﬁ'mhlador de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF),
ctividad mitética de sus precursores. La prostaglandina E (PGE)
s '« ¥ B (IFa /B) inhiben Ia division de estas células (Patarroyo M.,

Los monocitos estdn en circulacién durante aproximadamente 60h,
posteriormente pasan a los tejidos y se diferencian en macréfagos (Nelson D.,
1991), o se almacenan en compartimentos marginados localizados en MO
(William P., 1993). Morfoldgicamente, los monocitos son las células de mayor
tamano en la sangre, con un diametro de 15-22um. En el nacleo, la cromatina se
dispone a su alrededor y se tie de un color azul palido (Nelson D., 1991). Posee
complejo de Golgi, reticulo endoplasmico y mitocondrial, asi como un nuamero
pequerfio de granulos (lisosomas primarios), con peroxidasa, lisozima, proteasas
naturales, colagenasa y elastasa). Durante la fase inicial de la inflamacion, los
promonocitos se dividen rapidamente, con un tiempo de ciclo celular corto



(10.8h) debido a la disminucién en él tiempo de la sintesis del DNA pero ambos
retornan a condiciones normales ‘en 24h por lo que aumenta el nimero de

monocitos.

La mteracclén entre las moléculas d adhesnon'LFA-1 con ICAM 1 e ICAM 2 o

endoteliales. Est'
la superficie de la

c,o‘n: gran capacidad bactericida. Ante
/los neutrofilos en las reacciones

Los monocitos 'son
estimulos de ‘sustan
inflamatorias.;

Vida media 1 a 3 dias

Médula ésea (6 dias) IR Sangre periférica Tejido (meses)
1
|
cFU-GM : 0 P Macrafago

Figura 2.6 Secuencna del desarrollo de las celulas gque comprenden el sistema fagocitico
mononuclear,
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Macrofagos
«» Caracteristicas generales

Se describen como células del sistema fagocitico mononuclear. Se originan en la
MO que contiene macrofagos residentes, asi como sus precursores: monocitos,
promoncocitos y monoblastos (Grattendick K., 1999).

Los macrofagos son’ gra o

nacleo y se S| n’'la cara interna de la membrana celular
se encuen lamentos de’ actma que intervienen en la formacién de

pseudcépodo owlldad celular y en los procesos de endocitosis. El

citoplasma:presenta un complejo de Golgi bien desarrollado, un namero variable

de vacuolas y: veslculas pmocttanas mitocondrias grandes y lisosomas asociadas

a membranas (Auger M., 1992). Los macréfagos maduros tienen forma alargada,
con c:toplasma granular.

No todos los macrofagos son iguales, ya que esto depende dei tejido en el cual
maduren, éstos difieren de acuerdo al tipo y nivel de factores de crecimiento y a
la interaccidn de moléculas de adhesién que son expresadas por las células. Por
ejemplo los macréfagos alveolares se encuentran en el pulmén y son excelentes
en la fagocitosis y secrecion de 6xido nitrico; sin embargo existen deficiencias en
la presentacion antigénica. En contraste, los macréfagos encontrados en el bazo y
noédulo linfoide son mejores en la presentacion de antigenos. El tiempo de vida del
macrofago también depende del tejido en el cual reside. Las células de Kupffer
pueden permanecer en €l higado durante meses (Grattendick K., 1999).



Tipos de Macréfagos

Tejido de origen Nombre del macrofago
Alvéolos del pulmén Macréfago alveolar
Cavidad peritoneal Macrofago peritoneal
Higado Células de Kupffer
Tejido 6seo Osteoclastos
Tejido nervioso Ceélulas de microglia
Piel Células de Langerhans
Bazo Células dendriticas

Macrofagos alveolares: contienen enzimas proteoliticas y constituyen alrededor
del 13% de los monocitos en circulacion.

Células de Kupffer: estan involucradas en la regulacidn de la respuesta de fase
aguda. (Auger M., 1991).

Células dendriticas: expresan altos niveles de proteinas de MHC Il e interaccionan
especialmente con las células T y B en las areas linfoides.

Ceélula de microglia: es crucial en la presentacion de antigenos en enfermedades
inmunolégicas del sistema nervioso.

Osteoclastos: una de sus caracteristicas son sus multinucleaciones, éstos tienen
una funcién clave en la reabsorcion de minerales y componentes organicos de la
médula (Unanue E., 1993).
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Los macrofagos activados pueden ejercer numerosas funciones diferentes:

Inflamacion y ficbre
IL-6, TNFa ¢ 1L-1
Prostaglandinas } Mediadores ¥

Factores del complemento
Factores de congulucion

Seleccién del mecar
IL-10 ——pTH2
1.-12 ———pTHI

.‘\cnvuclon (Ic los Ilnfocllnﬁ
de

.Inllgcno: pruduccu‘m de 1L-1

Reorgan cion tisular
Factores secrctores, clastasn,
colagenasa, hialuronidasa,
faciores estimulantes de los
fibrablastos, factores
angiogendticos

mo achvar

‘
/ macréfugo
Lesion tisular

11,0,
tlidrolasas sicidas
C3a, TNFa

Figura 2.7 Funciones de los macrofagos
Fuente: Roitt, Ivan, et al; Inmunologia. 4 ed., Harcourt Brace, 1997; p. 9.8.

proteinas
secretoras

Dependiente de oxigeno:
11;0, Of1, O;-, NO
Independientes de oxigeno:
Lisozima, dcidos, hidrolasas
&cidas, proteinas catiénicas

Activacion
antitumoral
Efectos citotéxicos, fuctores
téxicos
11;0, C3a proteasas, arginasa,
. I~

Los fagocitos mononucleares intervienen en la inmunidad innata y especifica.

Inmunidad Innata

1. Los macréfagos fagocitan particulas extrafias como microorganismos,

macromoléculas, entre ellas antigenos, e incluso tejidos propios que estan
darftados o muertos. También fagocitan particulas recubiertas por



proteinas del complemento, las cuales pueden ser producidas tanto en la
inmunidad innata como en la especifica. Las sustancias fagociticas son
degradadas dentro de los macréfagos.

2. Los macrofagos producen citocinas que reclutan a otras células
inflamatorias, especialmente neutréfilos y son responsables de muchos de
los efectos sistémicos de la inflamacion.

Inmunidad Especifica

1. Actllan como células presentadoras de antigenos: los macréfagos
muestran en su superficie antigenos extrafios unidos a moléculas de MHC
(complejo principal de histocompatibilidad), para que sean reconocidos por
linfocitos T (LT).

2. En la fase efectora de algunas respuestas inmunitarias mediadas por
células, los linfocitds T estimulados por el antigeno, secretan citocinas que
activan entre otras células a los macrofagos. Estos macréfagos activados
son mas efcnentes en la realizacion de sus funciones.

3. Los antlgenos extraﬁos como los microorganismos pueden ser recubiertos

u opsomzados por moléculas de anticuerpos y proteinas del compiemento.

Fagocitésis: es un mecanismo importante para la remocion de agentes extrafios
y particulas de células dafadas; la fagocitdésis puede involucrar mecanismos

inmunolégicos ¥y no inmunolégicos.
Este proceso puede considerarse en cuatro pasos:

1. Quimoitaxis: es la locomocion de células estimuladas por la presencia de
ciertas susbstancias (quimioatractantes) en el medio.



2.

. Digestién o procesamiento de antigenos: en la fagoci

Ingestion y Opsonizacion: la ingestion se inicia con un mecanismo de cierre
(cremallera). Las particulas internalizadas van incluidas en un fragmento de la
membrana plasmatica, que forma una vacuola (fagosoma). Este fagosoma
se fusiona con el lisosoma para formar el fagolisosoma en el cual las enzimas
lisosomales son descargadas, provocando la destruccidn: de las particulas

ingeridas. .
sis’ de utilizan dos

mecanismos para destruir e ingerir a los microo g
anién superoéxido,

a). Dependiente de oxigeno: implica Ia‘gé_'n
radicales hidroxilo y perdxido @ de hidrégéﬁo, que so‘ﬁ ‘téxicos para los
microorganismos. o '_ SR s

b). Independientes de oxigeno: cons'iste":eh uhar'c!ﬁsrﬁinucién del pH dentro del
fagosoma, la fusion del fagosoma’ con lo§ lisosomas y la sintesis de proteinas
catidnicas, lactoferrina o lisozima. - - i

Presentacion del antigeno: los _péptidos derivados del antigeno procesado, se
unen a la molécula de MHC (corhblejo principal de histocompatibilidad) y su
expresion en la superficie celular, para establecer contacto con la célula T.

(Cruse J., 1999)



22 2INC . TESIS CON
Gemeretistases FALLA DE ORIGEN

Conforme avanza la investigacion, se tiene una idea mas clara de la importancia

que tienen algunos micronutriehies en las funciones organicas, como los
oligoelementos o elementos traza, éstos se dividen en anidnicos y catiénicos. Los
primeros se difunden mas facilmente a través de las membranas y se eliminan
principalmente por la orina;“r."l.‘.os‘ ,'cétibnicos se absorben a travées de mecanismos
de transporte activo y/o- de diﬂfu‘si'én. ‘son quimicamente activos por lo que
necesitan estar unidos a prdtelnas ‘para circular en el organismo sin producir dafio
y se excretan principalmente pbr' las heces (Vega G., 1997).

Yodo (1}
Aniénicos
Selenio (Se)
Oligoelimentos ‘ i Fierro (Fe)
Elemgntos traza o Zinc (Zn)
- . Cobre (Co)
Catibnicos

Manganeso (MQg)
Molibdeno (Mo)

Cromo (Cr)

Los elementos traza constituyen el 0.01% de la masa corporal, tienden a ser
reconocidos como participantes en interacciones quimicobioldégicas, muchos de
éstos son constituyentes esenciales en la dieta o componentes potencialmente
toxicos (Da Silva F., 1991), tal es el caso del zinc (Cabarnias M., 2000). El zinc es
uno de los elementos traza mas abundante del cuerpo, es un ion con carga 2+, un
acido fuerte de Lewis (aceptador de electrones), sin una quimica redox.



Muestra un rapido intercambio de ligandos, factor importante para la funcién
catalitica de las metaloenzimas (Kuvilbidila S.; 1993).

Bioguimica

El zinc es un antloxldante : p t ' Y vél‘gan dafio efectuado
por los radlcalesv de oxl' T ; acion inmune, también

regula otionina con actividad

efencuentra’como i6n central para la actividad

entre las que_se |nvo|ucran a lipldos. proteinas y la sintesis y degradacion de

acidos nuclr Gﬁy H., 1999) Inhibe ademas algunas enzimas como la

caspasa-3, - tuosa 1,6-bifosfatasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y

transloca a la protema cinasa C (Lothar R., 2000).

El zinc tiené una alta afinidad por electrones y tiene capacidad de interaccién con
varias cadenas de aminoacidos.

El zinc influye en los niveles basicos de la replicacién y transcripcion, esto incluye
a la DNA y RNA polimerasa, timidina cinasa y a los reguladores transcripcionales
conocidos como dedos de zinc (Prasad S., 1998). Esto sugiere un papel potencial
del zinc en la regulacion de |la diferenciacién y proliferacion celular, (Bruce N.,
1992; Paskis C, 2001). Varios estudios indican el requerimiento del metal en la
fase tardia de G1 (Prasad S., 1996) y otros menos definidos en la transcripcion de
fa fase S (Shankar A., 1998).



re sy,
L kA

El zinc esta probablemente .involucrado en la estimulaciéon de la NADPH oxidasa,
que actda como cofactor de la fosfolipasa A2 y/o fosfolipasa C, también puede
estabilizar al acido araquiddnico contra la oxidacion y los complejos de fierro
(Chandra K., 1991).

Distribucidn, Absorcidn, Metabolisno y Excrecion

El zinc est& distribuido extensamente en alimentos (Cohen J., 1992) tales como:
carne roja, mariscos y aves. Los de origen vegetal tienden a ser pobres en zinc,
salvo la porcién embrionaria de los cereales, por ejemplo, el germen de trigo.
Otras fuentes menores del metal son: habas, remolacha trigo, maiz, coles,
lechuga, champifidén, tomate, zanahoria, espinaca, melocotén, naranja, nueces, y
productos lacteos (Bloomﬁeld: M., 1992). Para sujetos normales la cantidad
recomendada es de 12 mg Zn/dia ‘para mujeres y para hombres es de 15 mg/dia.
Los requerimientos nutricfdn_z-qlé "-'de”zlinc son mas altos durante el periodo de
g>V‘VZr!(dia) y en la lactancia (19 mg Zn/dia). La
bhceﬁiraciones hasta 10 veces mas altas que en

crecimiento, el embarazo (15
leche materna contiene 'zi

la sangre, ademas este ntra_en una forma quimica que favorece una

mayor absorcnon por eI nifo (B orﬁf‘eld M., 1992).

El zinc es esen |a| en humanos Y esté presente en todos los tejidos del cuerpo. El
zmc afecta y es afectado por el sistema inmune, nervioso y

metabolismo* del
endocrino (Wastney M., 1991).

E! zinc enddgeno es movilizado del cuerpo y utilizado durante la sintesis de
proteinas en respuesta a dafo tisular e infecciones. Durante la inflamacion
particularmente en la artritis, el zinc es requerido tanto en el tejido dafado como
en el higado. Los corticoesteroides son hormonas que influyen en el control
homeostéatico de ciertos metales como el zinc y el cobre (Guy H., 1999).



El zinc se absorbe en el intestino délgado sobretodo en el duodeno y yeyuno. Los K
estudios realizados en el hombre sugleren que la mayor tasa de absorcién de este; ’

metal corresponde al yeyuno (Hardy R.. 1991), esta absorcion. se.ve aumentada S

por factores de la dieta, incluyendo protelnas y algunos ammoéc:dos (glutamma e
histidina) o dlsm:nunda por. fitatos . o et:lendlamlno tetra acetato, asi como. por

alteraciones mtestlnales (infeccién, diarrea, lnflamacnon) (Chesters J.. 1891).

Disminuye en la circulacién por redistribucion (estrogenos, stress, mfecciones,

etc.) y por alteracion de moléculas transportadoras como transferrina o albumina

(Vega

G., 1997).

Los experimentos realizados para conocer la absorcién del zinc, se dirigen al
estudio de la captacidon por el borde en cepillo, de la difusion intracelular, del
transporte basolateral y de las fases plasmaticas (corporales): se demuestra que
en la absorcién de! zinc hay un componente mediado (saturable) y un componente
no mediado (insaturable), que al parecer dependen de la concentracion del
elemento (Chesters J., 1991).

La baja temp‘erét‘ur’a“bu'ede también reducir el transporte de zinc por cambios en la
membrana biblégic'a.’ (Bobilya D., 1992). El zinc recién incorporado desde la luz
intestinal se,l.jne"a muchas especies moleculares distintas, de las cuales hay 2
identificadas: metalotioneina (MT) y proteina intestinal rica en cisteina (PIRC).
Aunque la asociacién de zinc con PIRC es proporcional a la absorcién no es
probable que intervenga en el movimiento transcelular del mismo. Por el contrario
la expresién del gen MT en el intestino es directamente proporcional a la ingesta
alimentaria del mismo; asi la absbrciénvdel zinc disminuye a medida que se eleva
la sintesis de MT en resbuésté al metal contenido en la circulacion.
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El cadmio inhibe competitivamente el transporte de zinc dentro de las células

endoteliales; el magnesio y el cobre no, pero si lo hacen dentro de los
hepatocitos, se inhibe por el cadmio y el magnesio.

El elevado contenido de kziﬁc de determinados organos o compartimientos se debe
a las localizaciones mtracelulares de alta afinidad de captacién y a sistemas
regulados de transporte de entrada salida. La quimica intracelular de! zinc
implica principalmente su’ ul Vén a llgandos de ‘tioles e imidazoles, lo que parece

constituir un mecamsmo |mportante de regulacnén de los niveles intracelulares de
estos mlcronutrlentes "(Cousins R 1997) ‘La bilis y la secrecion gastroduodenal
. _‘p,efol las secreciones pancreaticas
’/eLI shdof.' elpelo, la piel y la orina,
solo se ehmlnan pequeﬁas cantldades de c (Lmder M., 1991); e! 90% de la
excrecion es porvh és y varia de acuerdo a la dieta y a los estados de zinc en el

contribuyen a 1a secrecu')n del z:nc endégen

son las mas |mportantes (James C 2000)

individuo (James

El zinc es tra 1sportado’ en el plasma porrla unién a proteinas, predominantemente
la albamin
1993).

menor grado a: Ia a—macroglobullna y transferrina (Vallee, B.,

el .cuerpo humano es de 2 a 4 g. Mas del 90% esta
médula (Meryle E.,1991), tejido

La cantit;!éd total de

asi como en el

esta en el rango de 3 mM (Setchell, B., 1988) y alrededor del 88% del zinc
circulante esté en ‘las células sanguineas, en donde existe como parte integral de
2 enzimas: Ia ar!hldrasa carbdnica y la superoxido dismutasa (Meryle E.,1991).




La concentracion de zinc en el plasma es de 12-16 uM (Weéllinhausen N., 1996).

En el adulto mexicano de 86+4.5 ng/dl (Vega G., 1994).

Depdsitos
Depdsito en Tej - Er (90+)
Contenido total de Piel 20% det aazetame de carohl
i i Pal il Metabolismo de proteinas:
zinc en el organismo u::s (110-350 pgrg) atiolismo de proteina
2a4g Hueso de proteinas (piel).
Organos reproductores ros;
masculinos 90% de Zinc deshidrogenasa alcohdlica,
Higado dismutasa, fosfatasa alcalina
Rifon
Masculo (40-50ug/9)
Pancreas Excrecion

™~ A

Sangre total (9 pg/ml)
aproximadamente el 88%

Excrecién PLASMA
4-5 mg
. 2Zn albumina g - Orina
Circulacién \\ (75-80%) (2%) =— 2Zn-a.as g% Znoz i L
Fluido Intestinal y .
pancreatico \ Ii’e:endlzr‘us Ab cién
" histidina, glutamina, N /'
. : i eitratos Zinc disponible Heces fecales
Ingestién Zinc en la dieta - ™) .
. 8&-1amg: @ Excrecion
“! fitatos, fibra, oxalatos,  Zinc no disponible

taninas, proteina de
soya .

Modificado de Vallee B L., The biochemical basis of zinc physiology. Physiology Review, 1993; 73:79-118
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Funciones

Los efectos mas importantes del zinc se. observan. en el metabolismo y
mantenimiento de la piel, pancreas y 6rganos reproductores del hombre. El zinc
es conocido como un elemento traza esencial para el desarrollo testicular y de
espermatogénesis;. su ' concentracion correlaciona con la densidad celular de
esperma y éf\ hérhbfés infértiles, se encuentran bajas concentraciones del metal
(Bruce N.,1998).

En el pancreas el~iinc estd asociado con la secrecién abundante de proteasas
necesariaé;'hpara‘ {a digestion, ademas juega un papel importante en la sintesis,
almacenam ehﬁ;y,secrecién de insulina, asi como en la integridad de la molécula.
La ingestién o absorcion inadecuada de este metal puede causar signos clinicos

de diabetes (Cousin R., 1997).

Entre otras'propiedades el zinc, actia como un antioxidante, protegiendo a las
células del -dafo originado por los radicales de oxigeno generados durante la

actividad inmune (Shankar A., 1988).

Las enzimas en las cuales abunda mas el zinc son la anhidrasa carbénica y la
superoxido dismutasa, localizadas en el citosol de la célula y especialmente en
eritrocitos. Al asociarse con deshidrogenasa, el zinc juega un pape! no solo en
metabolismos intermediarios sino también en la destoxificacién alcohdlica y en el

metabolismo de la vitamina A (Bobilya D., 1992).

Los monocitos captan rapidamente y tienen una concentracion intracelular alta de
zinc, asi como mayor tolerancia a las variaciones extracelulares si se compara

con las celulas T.

M
i



La importancia del zinc en la DNA y.la RNA polimerasa sugiere un papel potencial
de éste en la regulacion de la e}(pres_ién del gen en la diferenciacioén y proliferacion
celular (Sherman A., 1992)'

La influencia del zinc en el sistema mmune involucra una interaccién entre ios tres
principales’ mecan m 3 vnmunldad celular, tnmumdad humoral y
fagothSIs.' observacmnes concernientes a la inmunobiologia
lfégeno de linfocitos T. Es fundamental en la
fqrmacnén de timulina activa (factor timico sérico

ede . también ‘actuar directamente en la produccion de

baja frecuen: 'fecclones en el tracto urinario en el hombre puede ser debido
en parte als altas: concentracuones que se encuentran en el semen (Fair W.,

1977). También se ha podido observar que el zinc afecta la funcionalidad de las

amibas y el’,c;e‘sérroyllo del absceso hepatico en el hamster dorado-Mesocricetus
Auratus (Vega G., 1999).

El metal también altera el filuido de lipidos y la funcibn de membrana
estabilizandola en muchos casos (Marone G., 1981; Lai Y., 1991).

En el citoesqueleto el zinc ejerce un efecto directo sobre los filamentos (Krishna
M., 1980) y sobre la polimerizacion de la tubulina (Larsson H., 1976; Vega G.,
manuscrito en preparacion). También se ha visto que el metal actaa
competitivamente con el calcio e inhibe algunos de sus efectos (Chvapil M., 1976;
Vega G., 1999), ésto puede ser debido en parte a que las proteinas unidoras de
calcio tienen mayor afinidad por el zinc (Picello E., 1882).
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La determinacion directa del zinc puede realizarse en el plasma, la orina, el pelo,
los eritrocitos y la saliva (Linder M., 1991), pero existeny muchos factores que
pueden influir en las variables bioquimicas que se correlacionan con el estado real
del metal, un ejemplo de lo anterior lo tenemos con la “cifra de zinc en plasma y
orina que no son indicadores confiables, ya que se afectari entre otras cosas por
el stress, infecciones e inflamacion (Allan A., 2000 UOtros factores dependientes
del zinc incluyen a la timulina, fosfatasa alcahna Y. 5 ectonucleotldasa los cuales
son propuestos para el diagndstico de la def‘cnenma del zmc (Meftah S, 1991).

Dcﬁciencin

La deficiencia de znnc puede ocurnr por ‘la madecuada ingesta y absorcion asi
como por dafio.en el’ rlﬁén o'por mcremento en la velocidad de eliminaciéon
evelan que lesiones en la piel y retraso en el
‘el adolescente, podrian deberse a esta

corporal. Estudios en Ios

crecimiento 'y desarrollo,
‘iequerimiento del zinc incrementa con el

ra en la dieta durante la embriogénesis, causa

deficiencia (Linder:  M.;-:1
embarazo y una restriécié
severas malformaciones congénitaé y atrofia timica (Swanson C., 1987). En la
senectud hay deficiencia dé. anc y algunas disfunciones inmunolégicas como el
decremento en la produccién del IFN-a, que han podido restaurarse /in vitro con

un suplemento de zinc (Wellinhausen N., 1996).

El zinc disminuye en la circulacion y aumenta en el higado durante la respuesta de
fase aguda, que acompaisia generalmente a infecciones, traumas o a otras causas
de inflamacién. Esto no necesariamente se interpretaria como una deficiencia del
zinc, sin embargo, refleja una redistribucién del zinc que va de! suero al higado,
causada por un incremento en la produccidon de citocinas proinflamatorias,
principalmente IL-1 e IL-6 (Linder M., 1991).

[N
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Existen enfermedades que son causadas por una deficiencia nutricional,
reabsorcion o metabolisr_ﬁq sinadecuado del metal, tal es el caso de la
acrodermatitis (Neldner K., 1“9{‘7‘5) En ésta enfermedad el nimero de células T asi
como la actividad de la tlmulma y el crecimiento corporal estan disminuidos (Linder
M., 1991).

En varios estudios e os y animales con inflamaciones cronicas, pacientes

con anemia, hlpogo‘nadlsmo‘(Sherman A., 1992) enfermedades autocinmunes y

enfermedades por HIV se ha encontrado una disminucion de los niveles de zinc
plasmatico (Bogden J 1990)"La deficiencia del metal también se asocia con
diversos agentes mfecccos I ‘ales como el Virus de herpes simplex, Saimonella
enteritidis, Mycobactenum tuberculos:s, Tripanosoma cruzi, Toxoplasma gondii,
Candida albicans, Fasp:ola hepétlca y. Trichinella spiralis (Wellinhausen N., 1996).

Shirley y colaboradores.lencontraron que la replicacidn celular, parece estar

correlacionada con el’ efecto del zinc en la nutricion. El bajo aprovechamiento del

zinc inducido por que; cton reduce la tnmldma cinasa del RNAmM y esta actividad
resulta en disminucién de la sinte5|s del DNA, aunque se ha visto que en
eucariotes existe ‘i.xha‘ reduccién de varias enzimas asociadas con la sintesis
del DNA y deficiencia en la fase S (Sherman A., 1992). Esta deplecion inducida
por quelantes causa también un retraso en G1/S. Existen otras causas que
pueden alterar la replicaciéon celular, tal es el caso de los glucocorticoides, los
cuales presentan prohiedades inmunosupresivas y anti-inflamatorias y ante una
disminucion de zinc se induce una produccidon crénica de estos (Shirley C., 2001).

Hay evidencias que sefalan que la disminucién de las concentraciones de zinc
conduce a un dafio en el desarrollo inmune y reduce los niveles de la hormona
timica y la timulina (Cunningham S., 1996). Puede inhibir ademas algunas
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funciones de varios tipos celulares tales como plaquetas, células mastociticas,
granulocitos, células NK y macréfagos En estos ultimos . se . disminuye la
fagocitésis, la quimiotaxis y el estalhdo respxratorlo (Keen C., 1990). La falta de
este metal también afecta la memcna er\ Ia repuesta xnmune (Vallee B, 1993). La
deficiencia de zinc se 'asocia con anergla v varlos estudnos sugleren que este
estado afecta a las células T, pero no la funclén de las: celulas B, como se vié en
analisis directos de hnfocntos con depnvacné Wd ‘VZInc en ratones Sin embargo,
znc crea una. dlsmmucuﬁn en las

édula (ng L‘.’ 2000) y que

King demostré en ratas que la def‘cnenc

Toxicidad "

Componentes tales como piritionéto de zinc (usado como antimicotico capilar) y
diethyldithiocarbamato de zinc (usado en la manufactura de hule) ocasionalmente
causan alergia. Se ha reportado en varios estudios que la exposicion a particulas
de zinc metalico en procesos de galvanizacion y trabajo con soldadura ocasionan
problemas de asma (Guy R., 1999). También se observd que ia ingestion elevada
de zinc en ratas se asociaba con incremento en el colesterol (Cousing R., 1997).

Se han utilizado dosis de zinc para incrementar las funciones de los linfocitos T ¥y
del macréofago (Singh K., 1992), pero también se ha visto que altas
concentraciones de zinc inhiben la proliferacién de células T por un bloqueo en el
receptor tipo 1 de la IL-1 asociado con la cinasa (Wellinghausen N., 1997).




Estudios adicionales sugieren que una ingesta elevada del zinc en adultos y nifios
puede resultar en deficiencia del cobre, anemia, retraso del crecimiento,
inmunodepresion, asi como efectos adversos en neonatos (Shankar A., 1998).

Chandra R., 1984 demostré en 11 voluntarios a los cuales se les dieron 300 mg
de Zn/dia durante 6 semanas indices bajos en la funcién inmune (estimulacion de
linfocitos, mtgracnén qu:mlotactlca e |ngest|én de bacterias) al compararlos con los

valores obtenidos

es de/ a suplel entaclén

La falta de aci'dé“la membrana del macréfago y la

actividad ‘fa ) aunque también se ha observado que

una alta’ afecta las funciones del macrofago
Ha fagocxtosis, asi como el consumo de

977).

inhibiendo "
oxigeno po‘r'
Se ha difundido ] “efecto benéfico o estimulador del zinc y
escasamente SurtOXICIdad o efecto deletéreo, lo que ha propiciado su uso

|nd|scrlmlnado ne olo por ‘médicos sino por la poblacién, que lo ingiere sin
vigilancia y por la’ |ndustna alimenticia que lo incluye en un buen numero de

productos.

Con el objeto de analizar la accion de diferentes dosis de zinc sobre la dinamica
celular principalmente y de establecer diferencias entre las estirpes humana y
murina, realizamos el presente estudio.



EL HOMBRE ES LA MEDIDA DE TODAS LAS COSAS
Pitagoras

1I. HIPOTESIS

Si el zinc antagoniza o mterﬁere con la funcnon del calcio, es probable que altere la
polimerizacién de los lntegrantes del c:toesqueleto. lo que podria modificar la

dinamica celular.




CU:\NDO LLEGUES AL FINAL DE LO QUE DI-_BF.s §AULR
'ARAS AL PRINCIPIO DE LO QUE DEB!

Glbl“-lll Jalil

IV. OBJETIVOS

Observar el efecto que ejercen diferentes concentraciones de zinc sobre el

crecimiento, diferenciacidn y viabilidad celular.

Establecer las diferencias que ante un mismo estimulo (zinc) presentan
células de la misma estirpe, pero de origen diferente: a) Macréfagos
derivados de médula dsea de ratdon., b) Monocitos humanos y c) Células

premonocitica humana U-937
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LEL AMOR IS NhClAr\RIO LE DA SENTIDO A MI VIDA
A FUERZA NECESARIA PARA SEGUIR
LUCl 1ANDO EN CADA PASO QUE DOY

V. MATERIAL Y METODOS

5.1 REACTIVOS

Medios de cultivos

Medio RPMI-1640.

Medio D-MEM (Dulbecco's modificado).

Medic de Meédula Osea (DMEM+ Factor estimulante -de
granulocitos y monocitos, GM-CSF).

Soluciones y Reactivos

Azul tripano.

Cloruro de amonio.

Ficoll-Hypaque.

Gentamicina. .
Penicilina-estreptomicina.

Phorbol 12-My_ristate’1 3-acetate (PMA).
Solucioén salina de fosfatos (SSF).

Equipo

Autoclave. _

Balanza analiticé\;
Campana de flujo laminar.
Centrifuga. : ‘
incubadora para éulti\(os.
Microcentrifuga refrigerada.

colonias de
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«» Microscopio optico.
<+ Potenciometro.

< Refrigerador

Material

<+ Camarade Neubauer.

< Estuche de dlsecclén.

< Gradilla para tubos. . L‘ : .

«* Tubos de 0 1 (Félcon Labware, Franklin Lakes, NJ).
«» Tubos ep = n orff de 2 mI (Eppendorf geratebau Netheler and Hinz Hamburg,

Germany)

Poblacién en esh)dio.

<+ Células de médula 6sea de raton.

<= Ceélulas monociticas humanas.

< Células premonociticas humanas U-937.




pAnn b Ay

. .

5.2 DESARROLLO EXPERIMENTAL.

Obtencion de ceélulas de
medula ésea de raton

Obtencidn de cétulas
monociticas de sangre humana

l

L

Extraccion de células del
émur

l

Método de Béyum
(gradiente de densidad)

i

o

Preparacion detl paquete
celular con medio DMEM o de
Medula Osea (DMEM+GM-

F

I

Preparacién del paquete celutar
con medio RPMI-1640 con o sin
factor estimulante (PMA)

37

Desprendimiento celular con
Tripsina-EDTA

0.05, 0.1y 1.0 mM)

R

Colocar 5x10° cel/pazo + Zinc (ﬂ

)

Obtencidn de células
premonociticas humana U-937

1

Cultivo en medio
RPMI-1640 para obtener
confluencia celular

Preparacién del paquete celular
con medio RPMI-1640 con o sin
factor estimulante (PMA)

)

R

(g3)

Colocar 5x10° ce’lli.:ozo + Zinc
v (0.1 y 1.0 mM) .

)

hiimeda 5% CO;, durante

Incubar a 37°C en atmosfera j
once dias l

-

Adicién de medio de cultivo
dias tres, seis y nueve

|

f_Wﬁ

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Observacion 7
Célutas monociticas y de
meédula dsea de ratdén: dias
tres, seis. Nnueve y once.

Recuento y viabilidad celutlar
dias seis y once




R

< OBTENCION Y CULTIVO DE LLAS ESTIRPES CELULARES.

Células _monociticas humanas. Se obtuvieron a partir de muestras de 40 ml de

sangre humana de adultos joévenes, sanos y no fumadores (generosamente
donadas por el banco de sangre del CMNSXXI), heparinizada (10 unidades de
heparina de sodio/ml de sangre). Las células monociticas fueron aisladas por
centrifugacién sobre Ficoll® Hypaque® (FH) por el método de Béyum. Sobre 5 ml
de la mezcla con una densidad de 1.077g/ml se colocaron 10 ml de sangre diluida
1:2 (v/v) con medio de RPMI-1640 (L-glutérhina buffer Hepes 25mM, bicarbonato
de sodio y rojo de fenol) en tubos de pollesureno (Falcon Oxnard, CA., EEUU).

Posteriormente se centnfugaron a 400 a’ na temperatura de 20°C por 30 min

al cabo de los cuales las células d terfase fueron recogldas. lavandose 2
veces con RPMI-1640 suplementado Son *10% ¢ de suero fetal bovino (SFB, Gibco,
Grand Island, NY), los tubos fueroh centrlfugado§ a 200 x g por 10 min a 4°C. EI
paquete celular se resuspendlo e MI_1640 completo (10% SFB, 2 mM
glutamina, 1% piruvato, 100 Ut/mi de pemctllna 100 mg/ml de estreptomicina). Se
determind la viabilidad por exclusnén, ‘de“azul tnpano, las células obtenidas se
ajustaron a una concentraciéon de 5X10° cel/pozo en una microplaca de 24 pozos
(Costar, Cambridge) y su diferenciacién a macréfagos se realizd mediante la

adicion de PMA (10ng/ml).

Células de médula ésea. Se utilizaron ratones BALB/c de 6 a 8 semanas de
edad. Los ratones se sacrificaron por luxacidon cervical para obtener los fémures,
se realizé asepsia de la region y posteriormente un corte entre la cadera y la
rotula. Los fémures se colocaron en caja de petri estéril con medio minimo
esencial de Dulbecco (DMEM; L-glutamina, 110 mg/ml piruvato de sodio, 10%
SFB, 1% penicilina-estreptomicina). Para obtener las células de médula 6sea, se
cortd la cabeza del fémur y se eluyd el hueso con la ayuda de una jeringa con
aguja de insulina. El eluido se recolectd en tubo de poliestireno estéril y se hizo
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un primer centrifugado a 125 x g/2 min a 4°C, se recuperd el sobrenadante libre
de restos de hueso y nuevamente se centrifugd a 450 x g/10 min a 4°C. Las
células de médula 6sea se resuspendieron en medio DMEM (L-glutamina, 110
mg/ml piruvato de sodio, 10% SFB, 1% peniéilina-estréptomicina) carente del
factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF) o en medio
de médula ésea (medic DMEM, 20% SFB, 1% penicilina-estreptomicina, 0.01%
anfotericina, sobrenadante de células L-929 con GM-CSF) y se ajustaron a 5X1 o°

cel/pozo.

Células U-937 (premonocitica) La linea U-937 (aislada originalmente de un

paciente con linfoma esta clasificada como una linea celular monoblastica) fue
obtenida de American Type Culture Coliection (ATCC; Rockville, MD). Esta linea
celular fue cultivada en botellas de poliestireno con capacidad de 50 ml y 25 cm
de cuello angulado (Nun Brand Naperville, IL) en 5 ml de medio RPMI-1640
completo (10% de suero fetal bovino, 100 u/ml de penicilina, 100 pg/m! de
estreptomicina) a 37°C con 5% de COs,. Se dejaron hasta lograr una confluencia
de células, cambiando el medio de cultivo cada 48 horas. Cuando el numero de
células fue el adecuado, se colocaron en tubos de 50 ml, se lavaron dos veces
con RPMI-1640 completo con centrifugacién a 200 x g por min a 4°C. Las células
se ajustaron a 5x10° cellpozo y se estimularon con 10ul de PMA para

diferenciarlas a macréfagos.

s CULTIVOS CELULARES.

Las células se colocaron en microplacas de poliestireno de 24 pozos, con medio
de cultivo solo utilizado como control, o adicionado con el factor estimulante
senalado para la diferenciacién de cada estirpe, utilizando diferentes dosis de zinc
(0-1.0 mM). Los experimentos se realizaron por triplicado y se incubaron durante

35



once dias a 37°C, en atmésfera humeda con 5% de CO.. Se adicioné medio de
cultivo nuevo los dias tres, séis Yy nueve, colocando en cada pozo 250 ul del medio
‘observacion microscopica para analizar la

con o sin factor estimul‘arr’nt
morfologia celular se realizé o d[ s tres, seis, nueve y once para las células de
meédula osea de ratén y'rnono'citic'as hhmanas; las células U-937 se observaron
fos dias 6 y 11. La viabilidad y el recuento total de las células se registraron los

dias seis y once.

<+ DESPRENDIMIENTO CELULAR

El medio de cultivo de cada pozo se sustituyé totalmente con 1 mil de medio de
Tripsina-EDTA y la placa se incubd durante 15 min en atmésfera humeda con §%
de CO2. Una vez transcurrida la incubacion se desprendieron los macrofagos
cuidadosamente con micropipeta y se colocaron en tubos Ependorff. Se
centrifugaron a 450 x g/10 min a 4°C y el botén celular se lavd en 1 ml del medio
indicado para cada estirpe, repitiéndose el procedimiento de centrifugado. Se
obtuvo el botén celular")’lb con camara de Neubauer se determin® el nimero y la

viabilidad, mediante la tincién de azul tripano.
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- 4‘““7"“'11;/ TODO TIENEN SU TIEMPO YV TODO LO QUE SE
é QUIERE DEBA.JIO DEL SOL, TIENE SU HORA

Eclesiastés 3:1

e
V1. RESULTADOS

En los cultivos de las tres estirpes celulares suplementados con 1.0mM de zinc,

las caracteristicas morfolégicas iniciales no variaron durante el tiempo de’
incubacién (11 dias), observandose un aumento en el numero de células (Fig.'11-

16) y una disminucion en la adherencia.

CELULAS DE MEDULA OSEA DE RATON CON GM-CSF.

<+ Caracteristicas morfol6gicas

Diferenciacion (Grdfica 1a).
El niumero de células diferenciadas en los cuitivos (n=7) de control (sin zinc) fue
de 23% el dia tres (Figura 1a), de 55% el dia seis (Fig. 1b) y de 65% el dia nueve
(Fig. 1c); observandose el dia 11 (Fig. 1d) macroéfagos lisados y de los integros

solo el 44% con morfologia normal.

El dia tres, la dxferenctac;on celular (7%) en los cultivos suplementados con 0.05
r. (p<0 01) a la obtenida en el control. Las caracteristicas

'lulas ‘transformadas fueron similares en ambos cuitivos.
la cifra de células

mM de zinc.fue me
morfoléglcas,de !as
El dia seis ié diferencua fue significativa (p<0.01) entre
transformadas en:los cultlvos con el metal (21%) y la correspondiente (55%) al
|I|tud morfolégica entre las células de ambos cultivos (Fig.
ueve, el nimero de células fue similar al del control (66%),

control. Se observ
1b, 3a). El
mostrando
El dia 11 el
(p<0.01) difer
conservé su morfologia.

teristlcas de los macrofagos normales (Fig. 3b).
o e macréfagos se incrementé a 75%, cifra significativamente
te a la de los cultivos control, en los que solo el 44% de las células
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En los cultivos con 0.1mM de zinc el numero de células diferenciadas el dia tres
(6%) fue menor (p<0.001) a la de los controles (23%). En las figuras 1a y 4a
podemos observar una similitud morfologica entre las células de ambos cultivos.
El dia seis, la cantidad de células diferenciadas (13%) fue menor (<0.002) a la de
los cultivos control (55%). Las diferencias morfoldgicas entre ambos grupos se
acrecentaron (Fig. 1b, 4b),  observandose en los cultivos con zinc ausencia de
prolongaciones fibrilares en Qné péblacién celular disminuida.

di rencias (p<0 02) entre la transformacién celular de

El dia nueve se obServar_qn

de zmc. asi como entre los cultivos con 0.05 y

los cultivos control y cpn_ [o
0.1 MM de zinc. e
La cifra de células dlferenmada el dia- 11 en los cultivos con 0.1 mM de zinc
(17%) fue menor: (p<0.001) “la: del-control (44%) y la transformacién celular
entre los cultxvos con
(p<0.02). chro
asi en los ,c‘url

del metal mostrd diferencias importantes
d}e_:struccién celular en los controles, no
enlos que las células permanecieron
s,'pero integras (Fig 4c).

La cifra pdrcénti.:él de’la 7'célula's del cultivo control (sin zinc), determinada los
dias seis y once fue de 94 y 81 respectivamente.
Ias células incubadas con 0.05 y 0.1mM de zinc no mostraron

Los resultados d
diferencia sngmfcatlva respecto al control, en los dias sefalados,

En las celulas tratadas con 1.0 mM del metal, el valor porcentual fue de 44 el dia
seis y de 35£:’el ‘dia once; valores inferiores (p<0.001) a los obtenidos en los

cultivos control y con las dosis menores del metal.
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CELULAS DE MEDULA OSEA DE RATON SIN GM-CSF.

<+ Caracteristicas morfolégicas

Diferenciacion (Grifica 1b).

El dia tres se observé que tanto la cifra de células transformadas <4% como las
caracteristicas morfologicas (Fig 5a, 6a y 7a) fueron similares en todos los cultlvos

(0-1.0 mM zinc).
El dia seis la cifra de células transformadas en el cultlvo control (sm ;zinc),-fue de

47%, observandose macréfagos bien dlferenmados (F:g .5b); vy los. dias nueve vy
once de 65%. Los macrofagos emmeron prolongacnones cuy
entrecruzamiento, lo que se |nten5|ﬁcé el dla 1 1 (Flg 5¢)

ongltud permmé su

En los cultivos con:0. OSmM de znnc dla seis, se_ observo el 30% de ceélulas
transformadas, cifra menor (p<0 01) a Ia obtenlda en el control el desarrollo
fibrilar fue también menor al de las células control (Flg Sb)

Los dias 9 y 11 Ia dlferencuamén celular fue de 60 y 70% respectivamente cifras
similares a la del control. - ‘Las células con esta dosis al igual que las de control

maostraron pro pngaclones largas (Fig. 6c) con entrecruzamientos.

Con 0.1mM de zinc, la cifra de células diferenciadas a macréfagos el dia seis fue
de 42%, porceritajé superior (p<0.01) al obtenido con 0.05 mM y similar al control.
Algunas células no emitieron prolongaciones (Fig 7b).

El porcentaje de células maduras los dias nueve (50) y once (58) fue inferior
(p<0.01) al obtenido en los cultivos control y con 0.05mM. Las células mostraron
poco desarrollo de las prolongaciones fibrilares y escaso entrecruzamiento (Fig.

7c).



2 Viabilidad (Grdfica 2b).

La viabilidad de las células control fue de 92 a 96% (dias seis y once), con
0.05mM de zinc de 85 a 93% y con 0.1 de 92 a 80%, siendo esta ultima cifra
menor (p<0.01) a la del dia 11 del control.

Con 1.0mM se obtuv_ieron' valores de 31 y 45% ambos significativamente
(p<0.002) inferiores a los del control y a los del resto de las concentraciones de
zinc.

CELULAS MONOCITICAS HUMANAS CON PMA.

<+ Caracteristicas morfolégicas

Diferenciacion (Grifica 3a).

E! nimero de células transformadas el dia tres (<5%) y las caracteristicas
morfoldgicas fueron similares en todos los cultives (0-1.0 mM  zinc). El valor
porcentual de dichas células en los cultivos de control fue de 21, 36 y 51, para los
dias seis, nueve y once respectivamente.

A partir del dia seis las células empezaron a adquirir la forma tipica del macréofago
lo que se logré los dias nueve y once, observandose en este udaltimo dia
destruccion celular incipiente.

Las cifras de células diferenciadas en los cultivos con 0.05 mM de zinc fueron 16,
25 y 39% para los dias seis, nueve y once respectivamente. E! valor
correspondiente al dia 11 fue menor (p<0.002) al del control.

El dia seis se observaron células con forma de huso y no fibrilares, el resto
conservd su forma redonda y algunas de ellas no se adhirieron al pozo de cultivo.
Los dias nueve y once las prolongaciones fibrilares aumentaron su tamario, sin
igualar a las emitidos por las células sin zinc.
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Con 0.1 mM del metal las células transformadas disminuyeron en relacién con los
cultivos control (p<0.004) registrandose porcentajes de 5, 19 y 38 en los dias
sefalados. En el dia’ séis, las ceéiulas iniciaron la emision de prolongaciones
fibrilares (Fig. 8b), qué se incrementaron los dias nueve y once sin alcanzar el

tamafno de laskdel‘cohtfcil o

< Viabilidad (Grifica 4a). -

les en el cultlvo de control para los dias seis y once fue de

La cifra de célula
89 y 87% respect amente,_
obtenldas con'“OAOS mM de zinc 85y 82%) En las células con 0.1 (73 y 71 %) v
1.0mM de zinc (51 y 50%) la viabilidad fue menor (p<0.01 y p<0.001) a la del
control, para los dias seis y once, respectivamente. '

sm vanacxones significativas en relacion a las

CELULAS MONOCITICAS HUMANAS SIN PMA.

«<» Caracteristicas morfolégicas

Diferenciacion (Grifica 3b).

El dia tres la cantidad (4%) y las caracteristicas morfologicas de las células
transformadas fueron similares en todos los cultivos (0-1.0 mM de zinc).

Para el dia seis en los cuitivos control la diferenciacion celular fue de 18%, cifra
superior (p<0.01) a la obtenida con las concentraciones de 0.05 (6%) y 0.1(6%)
mM de =zinc, Con estas concentraciones, disminuyd el desarrollo de
prolongaciones fibrilares (Fig. 9b) respecto al control (Fig. 9a).

Los dia nueve y once los cultivos control tuvieron una transformacion celular de 29
y 34% respectivamente. E! dia nueve las células alcanzaron las caracteristicas
normales del macréfago y el dia 11 se observd destruccion celular y disminucion
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de las prolongaciones fibrilares.

Con 0.05mM de zinc la diferenciacion celular los dias nueve y once fue de 20 y
31%, respectivamente. La longitud filamentosa fué similar a la del control, sin
embargo en este cultivo no se observaron células destruidas. .
En los cultivos con 0.1mM de zinc el nﬂmero de células transformadas los dias
nueve y once fue de 1 1 3 27% respecnvamente C|fra |nfer|or (p<0 01) a la de los .
cultivos de control.. Las caracterisncas morfolégncas en. ambos dias muestran’
células menos dlferenCIa as que Co :

< anbzlzdnrl (Grfdfy:n 4b2

En las celulas control se observd una viabilidad de 87% en el dia 6 y de 81% en
el dia 11; con 0.05 fue de 75%, con 0.1 de 71% y con 1.0 mM de zinc'la viabilidad
disminuyd (560%) en forma significativa (p<0.002).

CELULAS U-937 (PREMONICITICA) CON PMA

B

2 Diferenciacion (Grifica 5a) y viabilidad celular (Grdfica 6a).

La diferenciacién celular en los cultivos control fue de 49 y 568% en los dias seis y
once respectivamente; en los cultivos con 0,1 mM de zinc la cifra fue de 27%
(p<0.004).

La viabilidad de las células del control o con 0.1mM de zinc fue de 95% para el
sexto dia y de 91% el dia 11. En los cultivos con 1.0mM de zinc, la viabilidad

disminuyd a 30 y 20% los dias sefalados.



CELULAS U-937 (PREMONICITICA) SIN PMA

<= Diferenciacién(Grifica 50) y viabilidad celular (Grifica 6b).

Para los dias seis y once la diferenciacién celular en los cultivos control fue de 22
y 33%, respectivamente, siendo el dia éptimo de crecimiento el Gltimo dia.

Con 0.1mM de zinc se observé un aumento en el dia seis y una ”dism'inucién en el
dia once del 10% respecto al control, con una p<0.01'(fotqgraffas ho mostradas).

La viabilidad de las células de control fue de 94% a 91% para los dias seis y once;
con 0.1 mMeldia 6 (95%) fue similar y disminuys (83%) el dia once.
Con 1.0mM.se obtuvieron valores de 41 .y 18% ambos significativamente

(p<0.004) inferiores a los del control.
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Figura 2. Cultivo de células de médula bsea de ratén con GM-CSF,
dla 9 de cultivo (macréfagos normales), 20x.

TESIS CON

Culiivo de céiulas de médula dsea de ratdn con GM-CSF+0.05mM de zinc. Fig. 3a-{40X) dia seis de cultivo {A. Macréfagos normales, B. Células en etapas
Iniciales de diferenciacion); Fig. 3b-(20X} dia nusve de cultivo (A. Macréfagos normales, B. Células no diferenciadas.
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Figura dc

Cultivo de células de médula dsea de ratén con GM-CSF+0.1mM de zinc. Fig. 4a-dfa tres de cultivo (A. Células en etapas da diferenciacion, B. Células no

diferenciadas}); Fig. 4b-dfa seis de cultivo (células carentes de prolongaciones fibrilares); Fig 4c-dia once (células redondas o fusiformes, que conservan su
integridad). 40X.




Figura Sc

Cultivo de céiulas de médula dsea de ratdn con medio DMEM {control). Fig. Sa<dla tres de cultivo (células redondas o fusiformes sin prolongaciones fibritares),
Fig. Sb-dia sels de cultivo (sé indica un macréfago normal); Sc-dia once de cullive (macréfagos con prolongaciones que permiten su entrecruzamiento). 40X.



Figura 6c

Cultivo de células de médula dsea de ratén con medio DMEM+0.05mM de zinc Fig. 6a-dia tres de cultivo (células redondas o fusiformes sin prolongaciones
fitrilares); Fig. 6b-dia seis da cultivo (A. Células en etapas iniciales de diferenciacion, B. Células sin diferenciacidn); Fig. 6c-dia once de cultivo (macréfagos con
filamentos unipolares y que forman solo en alguncs sitios un fondo trabeculado). 40X.
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Figura7a
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Figura7c
Cultivo de células de médula dsea de ratdn con medio DMEM+0.1mM de zinc. Fig. 7a-dia tres de cullivo (c8lulas redondas o fusiformes sin prolongaciones

fibrilares); Fig. 7o-dla 6 de cultivo (A. Macrfagos normales, B. Células que se empiezan a diferenciar, C. Células con aumento de tamafio sin diferenciacién); Fig.
Te-dia nueve de cultivo (células que forman una malla con prolongaciones fibrilares). 40X.



Figura 8a Figura 8b

Cultivo de monacitos de sangre humana con RPMI-1640+PMA, dia 6. Fig. 8a-0.05mM de zinc (A. Células sin prolongaciones fibrilares, B. Células con aumento de
tamafo , no diferenciadas}; Fig 8-0.1mM de zinc (inicia la formacién de prolongaciones fibrilares). 40X. _
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Figura9a Figura b

Cultivo de células de monocitos de sangre humana con RPMI-1640, dfa 6. Fig. 8a-en ausencia de zinc (A. Macrdfagos normales, 8. Células no diferenciadas);
Fig. 80-0.1mM de zinc (células con prolongaciones fibrilares cortas). 40X.

Figura 10. Cultivo de células U-837 con medio de RPMI-1640 + PMA, dfa

11 de cultivo, 20X
Prolongaciones fibrilares bien definidas.




TESIS CON \
FALLA DE ORIGEN

Figura 15 Figura 16

Figura 11 y 12. Cultivo de células de méduia dsea de ratén con medio de *medula ésea” (DMEM + GMCSF) suplementado con zinc

(1.0 mM), dias 3 y 11 de cultivo respectivamente (40X).

Figura 13 y 14, Cultivo de ¥ de gre humana ( o RPMI-1640 + PMA + 1.0 mM de zinc), dias 3 y 11 de cultivo

respectivamente (40X).

Figura 13 y 14. Cultivo de células U-937 (medio RPMI-1640 + PMA + 1.0 mM de zinc), dias 3 y 11 de cultivo respectivamente

(40X).

Las caracteristicas mor [ inici fueron i en las tres lineas con estimulo (PMA o factor estimulado de colonias de
i y if } o sin et (fig: no mostradas) y no se modificaron durante el periodo de observaciéon (11 dias). solo se

observd un aumento en et niumero de células.
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CELULAS DE MEDULA OSEA DE RATON

a) Diferenciacion celular.
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Grafica 1a. Células cultivadas con factor estimulante de colonias de granulocitos y
monocitos (GM-CSF) y diferentes concentraciones de zinc (0-1.0mM).

80 Zinc (mM)

70 - go
2 0.05
B 60 - =0.
g so- 0o.1
= : =10
= .
£ 40
£ 30-
=]
3 =20
e
= 10

o -

Dias de cuitivo

Grifica 1b. Células en medio de cultivo sin GM-CSF, suplementado con zinc
(0-1.0mM ).




CELULAS DE MEDULA OSEA DE RATON

b) Viabilidad de células totales.
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Graﬁca 2a Cumvo oelular con GM-CSF.
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Grafica 2b. Cul(-vo celular sin GM CSF
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MONOCITOS HUMANOS

a) Diferenciacién celular.
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Grafica 3b. Ceélulas con medio de cultivo sin PMA suplementado con
(0-1.0mM ).

Grifica 3a. Cultivo de células con acetato 13-formol-12 miristato (PMA) a diferentes

zinc
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MONOCITOS HUMANOS

b) Viabilidad de células totales.
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Grafica 4b. Cultivo celular sin PMA,
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% Células diferenciadas

% Células diferenciadas

a) Diferenciacion celular.
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CELULAS PREMONOCITICAS U-937

H

Griéfica Sa. Células en medio de cultivo con PMA, suplementado con zinc (0-1.0mM).

11

Grafica §b. Células en medio de cultivo sin PMA, suplementado con zinc (0-1.0mM).




b) Viabilidad de células totales.
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CONFIA EN ELTIEMPO, ES EL MAS
SABIO DE TODOS LOS CONSEJEROS
Plutarco

VIII. DISCUSION

Los resultados de la viabilidad, diferenciacion y morfologia celular, obtenidos en
el estudio comparativo de tres estirpes celulares con diferentes concentraciones
de zinc, mostraron variaciones dependientes no sdlo de la dosis utilizada, sino
del tiempo de interaccién metal-célula. Observandose ademas, algunas
discrepancias entre las lineas celulares utilizadas.

Al respecto, podemos sefalar que los resultados obtenidos con 0.05 mM de
zinc, mostraron variaciones en los tiempos sefalados, tanto entre las lineas
celulares de médula dsea de ratén y monocitos humanos como dentro de una
misma estirpe. Asi, al sexto dia de cultivo la diferenciacion de las células de la
médula dsea de ratdn estimuladas con CM-CSF se inhibié con el zinc, sin
embargo, el dia nueve ya no hubo diferencias entre éstas células y las del
control. Finalmente (dia once), el metal ejercié¢ en éstas células un efecto
estimulador, observandose un aumento significativo en la diferenciacién celular
y la conservacion de su integridad, en relacion con los cultivos control, que
mostraron los cambios degenerativos y la destrucciéon celuiar que sigue atl
noveno dia (Racoosin E., 1989), tiempo limite referido como utilizado para el
estudio de éstas células. Cabe sefalar que en el mismo lapso (once dias), el
metal ejercid el efecto opuesto, inhibidor, en los monocitos humanos
estimulados con PMA.

Definitivamente con ésta dosis se observaron todos los efectos, dependientes
principalmente del tiempo y de la sensibilidad de las células.

El efecto nocivo del metal, se observé en todos los cultivos con 0.1 mM de zinc,
ya que las células de las tres lineas mostraron en todos los periodos evaluados,
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una diferenciacion significativamente inferior a la de los controles y una
disminucion de la viabilidad hacia el dia once, principalmente en los cultivos de
monocitos humanos. Unicamente en los cultivos de la linea U-937 sin PMA y en
el sexto dia de incubacién, se estimulé la diferenciacion celular. El efecto nocivo
de ésta dosis, se observé también en células epiteliales (Chvapil M., 1977) y
difiere de lo observado por algunos autores que refieren el efecto estimulante de
la mlsma sobre’ Ios monocntos (Wellmghausen N., 1998, Lastra M, 2001).

Los efectosvsenalados para éstas dosis del metal, se manifestaron con menor
) Ios cumvos carentes de estimulo (PMA o GM-CSF), lo que nos
aserie de cambios generados en una célula activada para
dlferencl podrla potencializar la accién del zinc, posiblemente facilitando su
entrada y més atn su participacion (estimuladora o inhibidora) en algunos de los
mecamsmqs :involucrados en éste proceso, los que seran analizados

sugiere

posteriormente.

Con 1.0’va de zinc no hubo diferenciacidn, las células no modificaron su
morfolc'ngl’a inicial y en general tampoco sus dimensiones; sin embargo, auments
la cantidad total de células en todos los cultivos y disminuyd su adherencia a los
pozos de . cultivo. Todas las células en estudio mostraron el mismo patrén
durante el tiempo de incubacion con ésta dosis del metal, y la viabilidad
disminuyd sléniﬁcativamente registrandose cifras inferiores al 50%. EI efecto
deletéreo del metal con ésta dosis fue evidente, sin embargo se estimuld la
proliferacién ' celular, pero definitivamente las células generadas, no se
transformaron. Algunos estudios muestran como ante factores que resultan
toxicos para las células de la médula osea, los linfocitos que son los que primero
se afectan disminuyen, al incrementarse su muerte por apoptosis (Anuraj H.,
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1998). Ante la disminucion de ésta poblacidn celular, la médula compensa
aumentando el nuamero de granulocitos principalmente neutrdfilos y
frecuentemente el nimero de eritrocitos (Fraker P., 2002). En ratones con dietas
altas de zinc se observoé también un incremento en las ce¢lulas de las criptas,
pero Unicamente se concen aban en un segmento del terclo dlstal del intestino
(Duff, M. 2002). ’

Nuestros resultados la xnterpretacuﬁn que se puede dar a

los efectos de un f; spuesta wvaria de acuerdo al tiempo de
observacién (como lncluye habituaimente en los estudios de
macréfagos y en el q efectos importantes y diferentes a los obtenidos el
dia nueve) y deyi‘nénera ma '

En nuestro estudio pudimos ver que la célula humana

pdrtante. a la especie de la que provengan las

celulas en estudio
(monocito), es mas sensnble al zmc. que las células de la meédula dsea de ratén,
que denota el riesgo que se ‘deriva de extrapolar resultados de una especie a otra.

En la literatura existen documentos que enfatizan frecuentemente solo uno de los
efectos del metal y con frecuencia éste resulta ser el estimulante (Wellinghausen
N., 1996). Se ha visto ademas como algunos efectos nocivos atribuidos a la
deficiencia del zinc:(King L. 2000), pueden presentarse también con dosis
elevadas del metal (Cabaﬁas M., 2000). Asi, se ha observado en humanos, que
dosis cinco veces. superiores a la ingesta normal durante mas de ocho dias,
produce una disminucién en la quimiotaxis y la fagocitosis (Prasad A., 1988;
Chandra R., 1984). Mas tardiamente (15 dias) disminuye la proliferacién de las
células T (Chandra R., 1984).
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E! zinc estabiliza la estructura terciaria de proteinas y puede modificar su
funcién, participa en RNA y DNA polimerasas y es requerido durante la
transicion G1/S, lo que sugirie su. participacion en la regulacién de la
proliferacion celular (Chesters J., 1989, Paski C., 2001, Kanekiyo M., 2002).

Una variedad de genes son - répnda y transitoriamente activados cuando se
estimulan células con suero o factores de crecimiento. El zinc es requerido para
la expresién de mtuiltiples genes codificando para factores de transduccién como
NFk-B (Yang J., .1995) y los conocidos como dedos de zinc (Shankar A., 1998)
constituidos por secuencias de siete aminoacidos {2Ris, 2 Cis y 3 aminoacidos
hidrofébicos) que estan siempre en idénticas posiciones y que forman una asa
alrededor de un ién de zinc. Una familia de éstos genes incluye a los genes de
respuesta temprana de crecimiento (EGR) 1.2,3 y 4 (Kharbanda S., 1991) que
codifican para factores de transcripcion. Se ha visto que estos genes (EGR1 y
EGR2) se expresan en monocitos humanos activados por (M-CSF) y el efecto
de la adquisicion de EGR se asocid con un fenotipo monocitico mas
diferenciado. La disminucion o el aumento en su expresion puede contribuia a
una pérdida del control de crecimiento o de la capacidad de las células para
diferenciarse. Asimismo, en la linea U-937 estimulada con PMA se ha
observado la activacion de EGR1 que principalmente participa en la
transformacion. (Nguyen H., 1993). Nuestros resultados sugieren que el efecto
sobre éstos genes dependientes de zinc pudieran ser dosis dependientes, dado
que se expresaron efectos estimuladores o inhibidores de la transformacién

celular.

Los macréfagos tienen un citoesqueleto conformado por microtibulos y
microfilamentos. En lacara interna de la membrana celular se encuentran



filamentos de actina que intervienen en la morfologia y la formacion de
pseudopodos y receptores de superficie (Auger M., 1991). En el citoesqueleto, el
zinc ejerce un efecto directo sobre dichos filamentos (Kishna M., 1980), por lo
que alteraciones en su estructura podrian tener un efecto sobre la dindmica
celular, lo que ocas:onana una deficiencia en su func:onalldad Ademas un
aumento en la polnmenzacnén celular ocasnonada por el znnc le puede conferir a
la tubulina una establhdad tal que interfiere con 1a rephcac:én, proceso dinamico
que requuere para su progresuén de la pollmenzacién v despolnmenzacnén de la
proteina. Por otra ‘parte.Larsson, 1976 observé’ que la tubulina al polimerizarse
en presencia de zinc ‘forma lammas y no mlcrotubulos. lo que también podria
afectar la dlnémlca celular.

El zinc puede enlazarse con algunas de las protefnas que unen y/o transportan
calcio (Picello 1992) emre las que se encuentran: calregulina, calmodulina y
S-100 (Doﬁét 986 Estas proteinas pueden tener una afinidad mayor por
el metal’ qu or el' calcso (Chvapil M., 1976; Vega G.; 1997) y pueden

ademas, exhlblr sutuos ‘de unién para el zinc (Picello E., 1992). Esto alteraria la

actividad’ c_ie‘lb calcio y por ende la funcién celular.

Con los resultados obtenidos en éste estudio, podemos sefialar que los efectos
observados con diferentes dosis de zinc, varian no sélo entre especies, sino
también de acuerdo a los tiempos de interaccion con las mismas células. Esto
puede explicar las contradicciones y variaciones existentes en los resultados
obtenidos por diferentes grupos de estudio. Ante el riesgo de que una misma
dosis pueda resultar estimulante o inhibidora, se deben realizar ensayos en
diferentes estirpes celulares y a diferentes tiempos, para poder definir con
mayor certeza el efecto de oligoelementos sujetos a cualquier estudio. No
podemos dejar de mencionar que el comportamiento in vitro e in vivo conlleva
diferencias importantes y que dosis pequenas en estudios
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experimentales resultan estimuladoras de la respuesta inmune, efecto contrario
al observado en individuos con cifras normales de =zinc, en los que la
administracion prolongada del metal atin en dosis pequefias, va a ocasionar una

disminucion en la respuesta inmune.

Se ha difundido :ampliamente el efecto benéfico que tiene el zinc y
desafortunadamente ;l‘a' infbrm}a‘cién concerniente a sus efectos deletereos es
escasa o nula, lo que ha propiciado su uso indiscriminado por la poblacisn en
general y en forma |mponante en Ios lactantes para los que existe un nimero
cada vez més elevado de alnmentos 'suplementados con éste metal. Es
necesario por lo tanto, dx(undlr en ‘forma accesible ios efectos que puede
ocasionar. una dosis ‘elevada o sostenida de éste elemento, en los individuos

que no lo requieren.
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VII1. APENDICE

PREPARACION DE REACTIVOS

Medio de RPMI-1640 Suplementado (Sigma Chemical Co., St.

Reactivo comercial, seguir las instrucciones del proveedor.

Suero fetal 10% 50ml
Estreptomicina y penicilina 100 u/ug ml Srhl
Gentamicina 2mg/100 m! 1ml
Pruvato de sodio 1% 5Smil

Medio de Médula Osea.

Para 100ml

Medio DMEM - somi;
Suplemento (sobrenadante células L-929) “3omi.
Suero fetal bovino o e 20%", )
Penicilina-Estreptomicina : 1 0% ',

Anfotericina R 0.001%;

Louis, MO).

Esterilizar por filtracion al vacio utilizando filtro Millipore con membrana de 0.22

um.
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Medio D-MEM (Dulbecco’s modificado) (Gibco, BRL). Reactivo comercial,

seguir las instrucciones del proveedor.

Para preparar 1000ml.

Medio DMEM

Bicarbonato de sodio (NaHCOz3)
Penicilina-Estreptomicina
Suero fetal bovino

PMA (Phorbol 12-Myristate 13-acetate).

10g
3.7g
1.0%
10%

Usar el PMA a una concentracién final de 10ng/ml.

Reconstituir en DMSO en O0.1mg/mil.
Almacenar en alicuotas (20ul a —20°C).
Diluir la solucién Stock en PBS estéril.

Nota: La alicuota que se usa no se vuelve a congelar.
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