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J IA'I l,.JlJIEl"l.__"i Vl::N <.:USAS Y SE. J'KM..;UNTAN i.l'UK 
QUF.:!. PERO YOSUl':ÑOCOSAS QUE NUNCA llAN SIDO 

Y ME PREGUNTO i.POR QUlt NO?. 

l. RESUMEN 

El zinc es un oligoelemento esencial en la función y mantenimiento del sistema 

inmune, que además participa en la replicación celular, el crecimiento, la madurez 

sexual y el metabolismo de Ja vitamina A en el organismo. Su deficiencia provoca 

graves alteraciones en humanos, tales como. la acrodermatitis enteropática, 

anemia, trastornos renales, disminu'ción en la .réspU~;;;t~ i~~une y malfornlaciones 

congénitas. En el cit~esqueleto;FE!l .zinc' eje;ce; ¿~ efecto directo sobre los 

filamentos y sobre Ja po1ií'r;~~¡~;,;~¡~~ '.'·~,;; í~)¿~~,¡~~;' El zinc también estabiliza la 

estructura de muchas protei'iias e induce· é:~mbi.os en las membranas celulares y 
,•, . . . . . ··, ·' 

en el ciclo celul'."r. ·.Adicionalmente, se ha sugerido que el metal inhibe 

competitivar:nen.te ·algunos efectos del calcio, lo que puede deberse en parte, a 

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

La mayoria de los estudios realizados principalmente en murinos muestran las 

alteraciones resultantes de la deficiencia de zinc y el estimulo o la protección que 

induce el metal en algunos cultivos celulares; sin embargo, hay evidencias que 

demuestran que la suplementación de zinc in vitro o in vivo puede ocasionar 

alt1~raciones en el sistema inmune. 

Nuestro estudio tiene como finalidad el establecer cual es Ja influencia del zinc en 

la maduración y la viabilidad de diferentes lineas celulares (U-937, monocitos 

humanos y macrófagos de médula ósea de ratón), así 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 dP. individuos sanos 

por el método de Boyum. Las células de médula ósea se obtuvieron del fémur de 



ratones BALB/c de 6 a 8 semanas de edad y las células U-937 de allcuotas 

mantenidas en cultivo. 

Se colocaron 5X105 cel/pozo en microplacas estériles de poliestireno, se adicionó 

el medio requerido para cada estirpe en ausencia de o con el factor estimulante 

requerido para su diferenciación (sobrenadante de células L-929 con el factor 

estimulante de colonias de granulocitos y monocitos para las células de médula 

ósea de ratón, 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 

cultivo 11 dfas a 37ºC en atmósfera húmeda con 5% de C02 . Se realizaron 

observaciones microscópicas los dias tres. seis. nueve y once, para el análisis 

morfológico y •.de diferenciación celular; la viabilidad y el recuento total de células 

se determinaro!1 los dfas seis y once. 

La viabilidac:l'.cie'las·células de médula ósea de ratón, fagocitos mononucleares y 

células U-9~]'.~(piel°Tié>~ocitica) incubadas con 0.05 y 0.1 mM de zinc fue similar a la 

de los controiesº;sin :·zinc (90%); Con 1.0mM del metal, la viabilidad disminuyó 

considerabíe';ri~¡,i:;;'Fc'J~o.0006), 50% en células de médula ósea de ratón y 

fagocitos m'a'ri'ari;:j6¡.;;a·;es humanos, 80% en células U-937. El número de células 

aumentó ·y ·n·o hubo diferenciación celular ya que las caracteristicas morfológicas 

observadas· al inicio del cultivo (células pequeñas y redondas) no se modificaron 

durante el lapso señalado (11 dfas). El efecto deletéreo inducido con esta dosis de 

zinc, se observó en la tres estirpes celulares. 

Las variaciones en el número, el tamaño. la moñologia 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 interacción con las 

células. 



LO MAS BF.Ll.O DE MI VIDA: CONTEl\tt•LAR UN ATARDECER. 
DISFRUTAR DE LA MÚSICA Y HF~'iAR AL SER AMADO 

11. ANTECEDENTES 

2.1 HEMATOPOYESIS 

TESí.S CON 
FALLA DE ORIGEN 

El proceso mediante el cual las células sanguíneas crecen, se dividen y 

diferencian en la médula ósea 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 glóbulos rojos, tienen como función 

el transportar oxígeno; 2) Megacariocítica (plaquetas), cuya función principal es el 

control de la hemorragia; 3) Leucocitos:. a) _linfoide (linfocitos) y b) mieloide 

(granulocitos y fagocitos mononucleares) y (Roitt lvan, 1997). 

o 
' L~ . ----- ·-·-·---,.-. - ----:-:-: .. :~ .. -~ .... _________ __., 

L.~ 1 ·- ,'.~-.-~-;:;:.:;;.-_-.,_--_-_--_--~---,----
<:J; o '.-· .... 

_,,~;:-:·-· 

Figura 2.1 Hematopoyesis. 
Fuente: Janwey, Charles A. et al; lmmune Biology. 4 ed .. New York, 1999; p. 31. 



1 ). Linea Eritroide 

Son las células sangufneas qUe contienen hemoglobina. Esta molécula es una 

proteína con átomos de hierro que le otorgan el color rojo a la sangre (Freggíaro 

E., 2002). Se tiñe en rosa o anaranjado con el colorante de Wrigth a causa de su 

elevado contenido de la protelna acidófila, hemoglobina. La célula ha perdido sus 

mítocondrías, RNA residuales y también algunas enzimas importantes, por lo que 

los eritrocitos son incapaces de sintetizar proteínas o lipidos nuevos. Su vida 

medía normal es de 100 a 120 dias (McKenzíe S., 1991). 

2). Linea Megacariocitica 

Las plaquetas son células producidas en la médula ósea mediante el proceso de 

fragmentación cítoplásmica (Pulsomed, 2002), proceden de los megacaríocitos y 

se caracterizan por ser elementos finales sin núcleo, carecen de capacidad de 

división y poseen en su interior gran cantidad de substancias que se producen en 

los propios megacaríocitos (factor plaquetarío IV) o que adquieren en el plasma 

(serotonína), circulan por la sangre y tienen un papel muy importante en la 

coagulación, son no nucleadas y miden de 2 a 4µ, son poco densas y flotan en el 

plasma, son extremadamente frágiles y se adhieren muy fácilmente a otros 

cuerpos cercanos (linfocitos, eritrocitos, etc.), o se aglutinan entre ellas formando 

coágulos y obstruyendo pequeños 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 dlas las plaquetas 

permanecen en el torrente circulatorio y si no se destruyen en los lugares donde 

actúan, se mueren por apoptosis (Casals F., 1996). 

.¡ 



La activación de las plaquetas es el resultado de una cascada de señales de 

transducción mediada por varios estímulos (Chou T., 2000), entre los que se 

encuentran las reacciones mediadas por inmunoglobulinas (Orchard M., 1986). 

3). Leucocitos 

Leucocitos 

a) Linfoide 

TESE .:·or¡ 
FALLA DE ORlGEN 

{ 

Neutrófilos 

¡ Granulocftos o Eosinófilos 
Polimorfonucleares 

Basófilos 

60-70% 

3-5% 

0-2% 

{ 

Linfocitos 
Agranulocftos o 
Mononucleares Monocitos 

30% 

7º/o 

La línea 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 (memoria) 

frente a moléculas extrañas, de forma específica. Los linfocitos son células 

esféricas o ligeramente ovoides con un diámetro de 8 a 12p. El núcleo ocupa 90% 

de la célula. El citoplasma es muy delgado y se tiñe de color azul claro formando 

un anillo alrededor del núcleo (Freggiaro E., 2002), que es rico en RNA, por lo que 

se tiñe más (azul oscuro). 

s 



Los linfocitos se dividen en: 

Linfocitos 

Linfocitos B 
10% 

Linfocitos T 
75%.· 

{ 

Tc-CDa 

Th-CD• 

·Natural Killer . 
.:,·: 15%°'·.>.;>.· 

. , :t-~> .e~~~; , 

FALLA DE ORIGEN 

{
Th1} 
Th2 
Th3 

70o/o 

~~~~~B;i~itf i!IJi!~i~J~~::~~~:~:::::: 
La mayorla d"'· '':'.:".°.f'{~~.~E~~~~':'~~E> 'º:' linfocitos T (L T ) se originan en la MO y de 
ahl pasan al tim·o~.d~:ncie'"macforan; éstas células tienen un receptor de membrana 

(TCR). dé estru;;ti.lr~º~¡;:r;¡¡;;;?a' las. inmunoglobulinas, mediante el cual son capaces 

de identificar al ari1i9~,:;~·.:;;¡.;·f'r::.rma especifica. 
--, .. ; ·-~""-'": >" . -

Los li11focitos .T :. ciiotóxicos (L Te) son portadores de la molécula CD a en su 

membrana plasmática por lo que detectan los péptidos presentados por moléculas 

MHC 1, su función es lisar a las células que presentan antigenos extraños. 

Los linfocitos T cooperadores (Th, helper) expresan las moléculas co •. éstos 

reconocen a los péptidos cuando están unidos a moléculas MHC 11, su función es 

la de ayudar a que tanto los L Te como las células B y los fagocitos funcionen 

correctamente. 

6 



Natural killrr (NK) 

Son linfocitos con actividad citotóxica. a diferencia de los L Te estas células no 

expresan TCR, ni ninyún receptor de tipo de las inmunoglobulinas, las células 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 razón han perdido su capacidad de 

expresar moléculas MHC 1 en su superficie (Alfen J., 1g83). 

b). Mieloide 

Las células maduras de. la,.1111ea· Mi;>loide ·son células con un núcleo relativamente 

largo alrededor del. cltoplásma. con gránulos en su interior; en sangre hay de 

6000 a 9000 por ~ililit~b 6í:ibi6o, · 

Neutró(ilos. ., 

Es la pobla.ción 'celular principal en la respuesta inflamatoria aguda, y posee 

receptorés ·,para anticuerpos lgG y proteinas del complemento (Abbas A., 1999). 

Tienen una· vida corta a comparación de las células mononucleares (6 a 10h) y 

pueden morir por apoptosis (Pietarinen P., 2000). Según la forma de su núcleo se 

les puede clasificar como neutrófilos en banda (formas jóvenes) y neutrófilos 

segmentados. Presentan divisiones de sus núcleos en un número que va de 3 a 5. 

Los neutrófilos son células móviles que pueden ingerir y matar microorganismos 

invasores. utilizando componentes reactivos de oxigeno y proteínas microbicidas 

que almacenan en sus gránulos (Roitt l., 1992). Los gránulos se diferencian por su 

estructura y contenido enzimático: Jos primarios que son ricos en mieloperoxidasa 

(catalizadora del peróxido de hidrógeno), hidrolasas ácidas (lisozima y enzimas 

proteoliticas) o proteasas (colagenasa, elastasa y catepsina G). Los secundarios 

contienen lactoferrina (elemento básico quelante del fierro), fosfatasa ácida y 

alcalina, glucuronidasa y nucleasas (Cabello G., 1999). 

7 



- ··¡, 

Figura 2.2 Neutrófilos en banda 

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

Eosinófilos 

Tienen una vida de aproximadamente 13h en la sangre (Roitt l., 1992) y sólo 

presentan un tipo de gránulos citoplásmicos (McKenzi S., 1991), brillantes, de 

color rosado a rojizo y ricos en proteinas catiónicas que tienen acción citotóxica 

contra algunos parásitos. También poseen elementos antihistaminicos 

(histaminasa) y antiinflamatorios como catalasa que inactiva al peróxido de 

hidrógeno (Cabello G., 1999), por lo que aumentan cuando hay una reacción 

alérgica o en· parasitosis, expresando receptores para anticuerpos lgE (Abbas A., 

1999). 

La estimulación de los eosinófilos por receptores que se encuentran en su 

membrana •. inducen la liberación del contenido de sus gránulos, la activación del 

estallido respiratorio y la liberación asociada de matabolitos de oxigeno (Roitt 

1.,1992). 

8 
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Figura 2.4 Eosinófilos 
Fuente: Células inmunitarias: leucocitos. http://moral.uv.es/semarguz/leucocitos/leucocitos.html 

Bas6filos 

Son células que poseen un núcleo en forma de lóbulo o arriñonado (Freggiaro E., 

2002). Se encuentran en muy bajo número en la sangre y sus propiedades se han 

considerado semejantes a las de las células cebadas tisulares (mastocitos). 

Presentan gránulos citoplásmicos de color azul violeta intenso debido a su 

contenido en glicosaminoglicanos sulfatados (mucopolisacáridos), también son 

ricos en heparina, histamina y serotonina (Cabello G., 1999). Participan en la 

hipersensibilidad inmediata (alergia) y tardía y expresan receptores de alta 

afinidad para lgE (McKenzi S., 1991). La interacción de los antígenos con las 

moléculas de lgE unidas a las células, estimulan a Jos basófilos a secretar las 

sustancias contenidas en sus gránulos. (Abbas A., 1999). 
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Figura 2.5 Basófilos 

Fuente: Células inmunitarias: leucocitos. http://moral.uv.estsemarguz/leucocitostleucocitos.html 

Mo11ocitos 

Se desarrollan, de _células progenitoras pluripotenciales y formarán el linaje del 

macrófago _tis_~lar al diferenciarse (William E., 1993). La producción de los 

monocitos es:controlada por varios factores de crecimiento como la interleucina 3 

(IL-3) y el f.;';:,1;;~ estimulador de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF), 

que estimul.;,;,:_1:.._activiclad mitótica de sus precursores. La prostaglandina E (PGE) 

y los interfe~6;:{e.s .a. y 13 .(IFa. /13) inhiben Ja división de estas células (Patarroyo M., 

1992). 

Los monocitos están en circulación durante aproximadamente 60h, 

posteriormente pasan a Jos tejidos y se diferencian en macrófagos (Nelson D., 

1991), o se almacenan en compartimentos marginados localizados en MO 

(William P., 1993). Morfológicamente, Jos monocitos son las células de mayor 

tamaño en Ja sangre, con un diámetro de 15-22µm. En el núcleo, Ja cromatina se 

dispone a su alrededor y se tiñe de un color azul pálido (Nelson D .. 1991). Posee 

complejo de Golgi, reticulo endoplásmico y mitocondrial, asi como un número 

pequeño de gránulos (lisosomas primarios), con peroxidasa, lisozima, proteasas 

naturales, colagenasa y elastasa). Durante la fase inicial de la inflamación, los 

promonocitos se dividen rápidamente, con un tiempo de ciclo celular corto 
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(10.Sh) debido a la disminución en el tiempo de la slntesis del DNA pero ambos 

retornan a condiciones normales e~. 24t:'I(. por lo _que aumenta el número de 

monocitos. 

, ... ;''-·~ 
La interacción entre Ías mhié20:,1a;,¡ de adhesión LFA-1 C:::on .ICAM-1 e ICAM-2 o 

VLA-4 con VCA~:2:1t.Pr.~mú7ven· . la. ;;.dhe'sión de monocitos con células 

endoteliales. Esta:ÍnÍeri~iaciÓ~·es' seguida por la migración:de Jos monocitos sobre 

la superficie de Jas"células"'. ehdoteliáles. posteriormen"íE:i estas células pasan entre - - . -~ .. - -". - - . . . . . .. 
2 células endoteliales ·;a,d~':'ce,ntes~ ·atraviesan la· mémbrana de Jos vasos y entran 

al tejido o cavici~'ci '.·del "cúerpó. de esta forma i<:is monocitos se diferencian en 

macrófagos (Van f'.'·"· _1992)"; 

Los monocitos sori células : ·fágocrticas · con gran capacidad bactericida. Ante 

estimulas de sustancias·. q~fmic~;;; sig.uen . a los neutrófilos en las reacciones 

inflamatorias. 

Médula ó&e~ _ (6 dla~) _:_ 

Vida media 1 a 3 dlas 

Sangre periférica Tejido (meses) 

... ·.· ... ·. ·.· 1-1 -1·-~..,,., ....... 
0
:_=·· --i:I 

Q)-.. ~.@-.. @-~ 
CFU.(;M Monoblasto Promonoclto Monoclto Macrófago 

Figura 2.6 Secuencia del desarrollo de las células que comprenden el sistema fagocltico 
mononuclear. 

TESIS CCN 
FALLA DE OPJGE . ' 



J\lacrátil\!OS 

•!• Características generales 

Se describen como células del sistema fagocitico mononuclear. Se originan en la 

MO que contiene macrófagos residentes, asi como sus precursores: monocitos. 

promonocitos y monoblastos {Grattendick K., 1999). 

Los macrófagos :·son grande.;. de_a·p~~xir:nad;._mente 25 a soµm de diámetro y de 

superficie irreguia;: TiÉ;~.;~-: núcleo- de•- forma arriñonada y presentan un 

citoesqueleta"•'.ccmfonTlad6-pór •_ 'rTlic;~tÚbutos y microfllamentos que rodean al 

núcleo y se -~~~~.:i~~···J.;r~_adci .,;¡··cit~·s';,1.: En-ta cara interna de ta membrana celular 

se encuentran·• •filamentos -de actina que intervienen en ta formación de 

pseudópo·dc;;¡'~i·;;,·,:,': í.;\ ;;:;o~Uidad .· celular y en tos procesos de endocitosis. El 

citoptasma:¡>-~;,;~~;;ta 'un. complejo de Gotgi bien desarrollado, un número variable 

de vacuotas y_veslcutas pinocitarias, mitocondrias grandes y lisosomas asociadas 

a membranas {Auger M .• 1992). Los macrófagos maduros tienen forma alargada, 

con citoplasma granular. 

No todos tos macrófagos son iguales, ya que esto depende del tejido en et cual 

maduren, éstos difieren de acuerdo al tipo y nivel de factores de crecimiento y a 

ta interacción de moléculas de adhesión que son expresadas por tas células. Por 

ejemplo tos macrófagos alveolares se encuentran en et pulmón y son excelentes 

en la fagocitosis y secreción de óxido nítrico: sin embargo existen deficiencias en 

ta presentación antigénica. En contraste, tos macrófagos encontrados en et bazo y 

nódulo linfoide son mejores en ta presentación de antigenos. Et tiempo de vida del 

macrófago también depende del tejido en et cual reside. Las células de Kupffer 

pueden permanecer en et hígado durante meses {Grattendick K., 1999)_ 
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Tipos de Macrófagos 

Tejido de origen Nombre del macrófago 

Alvéolos del pulmón Macrófago alveolar 

Cavidad peritoneal Macrófago peritoneal 

Higado Células de Kupffer 

Tejido óseo Osteoclastos 

Tejido nervioso Células de microglfa 

Piel Células de Langerhans 

Bazo Células dendríticas 

Macrófaqos alveolares: contienen enzimas proteoliticas y constituyen alrededor 

del 13% de los monocitos en circulación. 

Células de Kupffer: están involucradas en la regulación de la respuesta de fase 

aguda. (Auger M., 1991). 

Células dendríticas: expresan altos niveles de protelnas de MHC 11 e interaccionan 

especialmente con las células T y B en las áreas linfoides. 

Célula de mícroglfa: es crucial en la presentación de antígenos en enfermedades 

inmunológicas del sistema nervioso. 

Osteoclastos: una de sus caracteristicas son sus multinucleaciones, éstos tienen 

una función clave en la reabsorción de minerales y componentes orgánicos de la 

médula (Unanue E., 1993). 
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•:• Funciones 

TESIS CON 
FALLA DE O?JGEN 

Los macrófagos activados pueden ejercer numerosas funciones diferentes: 

lnflamuci,)n y ficbn• 
IL-6. TNFc.t e IL-1 
Pr-ostaglandinas } f\r.lc<li:.u.Jurcs v 
Factor..::s del co111plcn1cnto pru1dnas · 
Fu..:torcs de cougulución sc..:rctoras 

Selección del n1ccnnisn10 a activ----ar t / 
IL-10 _.:r112 
IL-12 -.,:fJll 

Acti'"•nción de los linfocitos ,._ ~ 
Proccsumicnhl y pn:scntnción de ~ 

an1lgcmos, producción de IL-1 

Rcorgnnil"..11ción tisulur 
Faclurcs sccn:torcs, clusta..'iit. 
colascnasa. hialuronidnsa. 
factores estimulantes de los 

librohlnstos, foctorcs 
nngiogcni!ticos 

~ "'"Tª"" ------. 
Lesión tisular 

1120.2 
l lidrolásas ácidas 

C3u.. TNFu 

Figura 2.7 Funciones de los macrófagos 

Acth··nción 
antirnicrobiuna 

Dcpcndicnlc de oxigeno: 
11,0l. 01-1, 02-. NO 

Independientes de oxJscno: 
Lisozima. ácidos. hidrollesns 
ácitlas. protdnas cutiónicas 

Activución 
untitumoral 

Efectos citotóxicos. factores 
tóxicos 

11202. CJ~~~o~c!~::: nrginnsa. 

Fuente: Roitt, lvan, et al; lnmunologfa. 4 ed., Harcourt Brace, 1997; p. 9.6. 

Los fagocitos mononucleares intervienen en la inmunidad innata y especifica. 

Inmunidad Innata 

1. Los macrófagos fagocitan partículas extrañas como microorganismos, 

macromoléculas, entre ellas antígenos, e incluso tejidos propios que están 

dañados o muertos. También fagocitan partículas recubiertas por 
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proteínas del complemento, las cuales pueden ser producidas tanto en la 

inmunidad innata como en la especifica. Las sustancias fagociticas son 

degradadas dentro de los macrófagos. 

2. Los macrófagos producen citocinas que reclutan a otras células 

inflamatorias, especialmente neutrófilos y son responsables de muchos de 

los efectos sistémicos de la inflamación. 

Inmunidad Específica 

1. Actúan como células presentadoras de antígenos: los macrófagos 

muestran en su superficie antígenos extraños unidos a moléculas de MHC 

(complejo principal de histocompatibilidad), para que sean reconocidos por 

linfocitos T (L T). 

2. En la fase efectora de algunas respuestas inmunitarias mediadas por 

células, los linfocitos T estimulados por el antígeno, secretan citocinas que 

activan entre otras células a los macrófagos. Estos macrófagos activados 

son más eficientes en la realización de sus funciones. 

3. Los antígenos extraños como los microorganismos pueden ser recubiertos 

u opsonizados pci~ rrioléculas de anticuerpos y protelnas del complemento. 

Fagocitósis: es un- me·éSnismo importante para la remoción de agentes extraños 

y partlculas de células ·dañadas; la fagocitósis puede involucrar mecanismos 

inmunológicos y no inmunológicos. 

Este proceso puede considerarse en cuatro pasos: 

1. Ouimoitaxis: es la locomoción de células estimuladas por la presencia de 

ciertas susbstancias (quimioatractantes) en el medio. 
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2. Ingestión y Opsonización: la ingestión se inicia con un mecanismo de cierre 

(cremallera). Las partículas internalizadas van incluidas en un fragmento de la 

membrana plasmática, 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 destr_ucc_ión _de las partículas 
ingeridas. -:-"-. __ . ·-·,:: 

3. Digestión o procesamiento de antígenos: en ía fagoci.tÓsis de utilizan dos 

mecanismos para destruir e ingerir a los microo~~~~~~--~~~;: ~--·"::: 
a). Dependiente de oxígeno: implica la gener~·ció;:,·''.-; d~ anión superóxido, 

radicales hidroxilo y peróxido de hidrógeno, ·• que son tóxicos para los 

microorganismos. 

b). Independientes de oxígeno: consis~e 'en iina disminución del pH dentro del 

fagosoma, la fusión del fagosoma· con los liso;;omas y la síntesis de proteínas 

catiónicas, lactoferrina o lisozima. 

4. Presentación del antígeno: los péptidos derivados del antígeno procesado, se 

unen a la molécula de MHC (complejo principal de histocompatibilidad) y su 

expresión en la supeñicie celular, para establecer contacto con la célula T. 

(Cruse J., 1999) 
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2.2ZINC 
TESIS CON 

FALU\ .OE ORIGEN 

Conforme avanza la investigación, se tiene una idea más clara de la importancia 

que tienen algunos micronutrientes en las funciones orgánicas, como los 

oligoelementos o elementos traza, éstos se dividen en aniónicos y catiónicos. Los 

primeros se difunden más fácilmente a través de las membranas y se eliminan 

principalmente por la orina:.; Los cátiÓnicos se absorben a través de mecanismos 

de transporte activo y/o de difusión. son qulmicamente activos por lo que 

necesitan estar unidos a protelnas para circular en el organismo sin producir daño 

y se excretan principalmente por las heces (Vega G .• 1997). 

Oligoelementos 
o 

Elementos traza ¡ Ani6nicos 

Catiónicos 

{

Yodo (1) 

Selenio (Se) 

Fierro (Fe) 

Zinc(Zn) 

Cobre(Co) 

Manganeso (MR) 

Molibdeno (Mo) 

Cromo (Cr) 

Los elementos traza constituyen el 0.01 o/o de la masa corporal. tienden a ser 

reconocidos como participantes en interacciones quimicobiológicas, muchos de 

éstos son constituyentes esenciales en la dieta o componentes potencialmente 

tóxicos (Da Silva F .• 1991 ). tal es el caso del zinc (Cabañas M .• 2000). El zinc es 

uno de los elementos traza más abundante del cuerpo. es un ion con carga 2+. un 

ácido fuerte de Lewis (aceptador de electrones). sin una quimica redox. 
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Muestra un rápido intercambio de ligandos, factor importante para la función 

catalítica de las metaloenzimas (Kuvilbidila S.; 1993). 

1Jioq11í111ica , . , 

El zinc es un antioxidante, p~ote:ctorde>'.las~~Íulas,c()~ira algún daño efectuado 

por los radicales' d.;. oxlgen',.;, g~,:;~~ado~,.du~á;,t~,la'.acóti;,a~ión inmune. también 

::~~:id~:te~~;;r~.'.~fü'.·.:~JiM.i]r~~~t,::··\r.~/~W~~.:~~i· ••• ~f t~lotionina con actividad 

El zinc es un',•¿~~~;;tu~~·~{~·j:&~f~~t¡:r,~é·j~p·r~ximadamente 300 metaloenzimas, 

en mucha~- ':d.~~:·é'.~~~ii.S'?~:·e.-1.·;~;-~:i'~~;r~;T:~~~~Ü~rit~~:~~º~~r;,Q ión central para la actividad 

enzimática, p.;~ si:/; int~~;.'.~i~;, ·~~~~.;'~i;'.;;:'~j {dedo de zinc) y la modulación que 

ejerce. Partici~~ · .,i',;•·j~;.,'~i'C.,;,;;;~ bic:>qulmi;,,;,¡s (catalltica, estructural y de regulación) 
' ~ , .. -:._ . -.. , .. , :-- -- - - ' 

entre las que ::se·. invóluéran a iípidos, proteínas y Ja síntesis y degradación de 

ácidos nucleÍ~.~s·':,·,G¿y H., 1999). Inhibe además algunas enzimas como la 

caspasa-3, ·· iri.Ú:tuosa 1,6-bifosfatasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y 

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

El zinc tiene una alta afinidad por electrones y tiene capacidad de interacción con 

varias cadenas de aminoácidos. 

El zinc influye en los niveles básicos de la replicación y transcripción. esto incluye 

a Ja 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 regulación de la diferenciación y proliferación celular, (Bruce N., 

1992; Paskís C, 2001). Varios estudios indican el requerimiento del metal en la 

fase tardía de G1 (Prasad S., 1996) y otros menos definidos en la transcripción de 

la fase S (Shankar A., 1998). 
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El zinc está probablemente involucrado en la estimulación de la NADPH oxidasa, 

que actúa como cofactor de la fosfolipasa A2 y/o fosfolipasa C, también puede 

estabilizar al ácido araquidónico contra la oxidación y los complejos de fierro 

(Chandra K., 1991). 

Distri/J11ció11. Absorciá11 Melnbolis1110 11 Excreción 

El zinc está 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 Ja porción embrionaria de los cereales, por ejemplo, el germen de trigo. 

Otras fuentes menores del metal son: habas, remolacha trigo, malz, coles, 

lechuga, champiñón, tomate, zanahoria, espinaca, melocotón, naranja, nueces, y 

productos lácteos (Bloomfield M., 1992). Para sujetos normales la cantidad 

recomendada es de 12 mg Zn/dla para mujeres y para hombres es de 15 mg/dla. 

Los requerimientos nutriciona1eS. de Zinc son mas altos durante el periodo de 

crecimiento, el embarazo (1~_,.mg Zn/dla) y en la lactancia (19 mg Zn/dia). La 

leche materna contiene zi~,,;-e·¡:¡·'Coi1c0r11:raciones hasta 10 veces más altas que en 

la sangre, además este 's'.;,'':~~gue~tra en una forma qulmica que favorece una 
·"·<'1''''!'1.~---·-- ., 

mayor absorción por el .. niñ.e>.C':!loomfield M., 1992). 

El zinc es ese'ricfai en -humanos y está presente en todos los tejidos del cuerpo. El 

metabolismo· del· ·:zi~~. afecta. y es afectado por el sistema inmune, nervioso y 

endócrino (Wastney M., 1991). 

El zinc endógeno es movilizado del cuerpo y utilizado durante la slntesis de 

protelnas en respuesta a daño tisular e infecciones. Durante la inflamación 

particularmente en la artritis, el zinc es requerido tanto en el tejido dañado como 

en el hígado. Los corticoesteroides son hormonas que influyen en el control 

homeostático de ciertos metales como el zinc y el cobre (Guy H., 1999). 
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El zinc se absorbe en el intestino delgado, sobretodo en el duodeno y yeyuno. Los 

estudios realizados en el hombre sugieren que la mayor tasa de absorción .de este 

metal corresponde al yeyuno (Hardy R.~ 1 g91). esta absorción se ve au~~ntáda 
por factores de la dieta, incluyendo prote.rnas y algunos aminoácidos (gluta~ina e 

histidina) o disminuida por fitatos o etilendiamino tetra acetato, así como por 

alteraciones intestinales (infección, diarrea, inflamación) (Chesters J., 1991 ). 

Disminuye en la circulación por redistribución (estrógenos, stress, infecciones, 

etc.) y por alteración de moléculas transportadoras como transferrina o albúmina 

(Vega 

G., 1997). 

Los experimentos realizados para conocer la absorción del zinc. se dirigen al 

estudio de la captación por el borde en cepillo, de la difusión intracelular, del 

transporte basolateral y de las fases plasmáticas (corporales): se demuestra que 

en la absorción del zinc hay un componente mediado (saturable) y un componente 

no mediado (insaturable), que al parecer dependen de la concentración del 

elemento (Chesters J., 1991). 

La baja temperatura pÚede también reducir el transporte de zinc por cambios en la 

membrana biológica. (Bobilya D., 1992). El zinc recién incorporado desde la luz 

intestinal se .une a muchas especies moleculares distintas, de las cuales hay 2 

identificadas: metalotionelna (MT) y protelna intestinal rica en cisterna (PIRC). 

Aunque la asociación de zinc con PIRC es proporcional a la absorción no es 

probable que intervenga en el movimiento transcelular del mismo. Por el contrario 

la expresión del gen MT en el intestino es directamente proporcional a la ingesta 

alimentaria del mismo; así la absorción del zinc disminuye a medida que se eleva 

la síntesis de MT en respuesta al metal contenido en la circulación. 
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El cadmio inhibe competitivamente el transporte de zinc dentro de las células 

endoteliales: el magnesio y el cobre no, pero sí lo hacen dentro de los 

hepatocitos, se inhibe por el cadmio y el magnesio. 

El elevado contenido de zinc de determinados órganos o compartimientos se debe 

a las localizaciones intracelulares de alta afinidad de captación y a sistemas 

regulados de transporte de entrada-salida. La qulmica intracelular del zinc 

implica principalmente su·u·nié>~ ·a ligandos de tioles e imidazoles, lo que parece 

constituir un mecanismo important.;;de.regulación de los niveles intracelulares de 

estos micronutrientes. (Cousins R., 1997). La bilis y la secreción gastroduodenal 

contribuyen a la secreción del zinc endógeno, pero las secreciones pancreaticas 

son las más import~nt.;,s (James C., 20-00).;.E~ .e·I sudor; elpelo, la piel y la orina, 

solo se eliminan: pequeñas cantidades de.zinc (Linder M., 1991); el 90% de la 

excreción es. por 11.éces-y varia de acuerdo .... la dieta y a los estados de zinc en el 

individuo (Jamás c;,'2000). 

El zinc es ¿~:n-sp6rtádo en 71-plasma.'.~-ci'r la unión a protelnas, predominantemente 

la albúmin .. ·:_Y 'eri menor.· grado a la· a~macroglobulina y transferrina (Vallee, B., 

1993). . '. ::.•. ., 
~:·-~-:~--- - : ·--~)::.·.:.. 

La cantidad ~~t'31cl~í''.~¡~;~,e~;·e1 cuerpo humano es de 2 a 4 g. Más del 90% está 

localizado érl ·.·;,",,X~IT16•;J:Y::!'.'.nédula (Meryle E., 1991 ), asl como en el tejido 
"""" .. ;,.,·'/'i:."i;:;:.···•· .• , ... ·'' 

tegumentario (piel,'pelo y uñas), en Ja retina y órganos reproductores masculinos 

(Linder M., ·-1S91).' C..i;éoncentración en el fluido seminal en humanos y primates 

está en el rcin'go 'el.;. ·.·3· mM (Setchell, B., 1988) y alrededor del 88% de.1 zinc 

circulante está en las células sangulneas, en donde existe como parte integral de 

2 enzimas: la anhidrasa carbónica y la superóxido dismutasa (Meryle E.,1991). 
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La concentración de zinc en el plasma es de 12-16 ~tM (Wéllinhausen N., 1996). 

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

Contenido total de 
zinc en el organismo 

2a4g 

Circulación 

Ingestión 

Excreción 
4·5mg 

Depósitos 

Depósito en Tejidos Enzimas (90+) 

{~::¡~} 
2

~~.~el } 90% de Zinc 
unas (110-150 µg/g) 

Hueso 
Organos reproductores 
masculinos 

{ ~:~~~º 
MUsculo <4 0-SOµg/g) 

Páncreas 

Me!abohsmo de carbohidra!os· 
aldosa 
Metabohsmo de proteinas· 
proteasas, pept1dasas, slntesis 
de protelnas (piel). 

~ 
desh1drogenasa alcohóhca. 
anhidrasa carbónica, superóxido 
d1smutasa, fosfatasa alcalina 

Sangre total (9 µg/ml) 
aproximadamente el 88°/o 

PLASMA 

Mucosa Intestinal 

histidina, glutamina, .,,,,,.., 

Excreción 

Zinc en 
18 

dieta ____ clt_(_+_lº_ª ___ -<<Zinc disponible Heces fecales 

6-14 mg 
(·) 

fitatos, fibra, oxalatos, 
tanlnas, proteina de 
soya 

Excreción 
Zinc no disponible 

Modificado de Vallce B.L .• Thc biochemical basis ofzinc physiology. Physiology Rcvic·w. 1993: 73:79-118 
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Los efectos más importantes del zinc se observan en el metabolismo y 

mantenimiento de la piel, páncreas y órganos 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 en hombres infértiles, se encuentran bajas concentraciones del metal 

(Bruce N., 1g98). 

En el pánc'i-eas el·zinc está asociado con Ja secreción abundante de proteasas 

necesarias":.~ara Ja digestión, además juega un papel importante en la sintesis, 

almacenamiento y secreción de insulina, asi como en la integridad de la molécula. 

La ingestió~'Vc, .absorción inadecuada de este metal puede causar signos cllnicos 

de diabetes· (Cousin R., 1 g97). 
'.'.· ,~',--, ' . 

Entre otras·I)ropiedades el zinc. actúa como un antioxidante. protegiendo a las 

células del daño originado por Jos radic::iles de oxígeno generados durante Ja 

actividad inmune (Shankar A., 1988). 

Las enzimas en las cuales abunda más el zinc son la anhidrasa carbónica y la 

superóxido dismutasa, localizadas en el citosol de la célula y especialmente en 

eritrocitos. Al asociarse con deshidrogenasa, el zinc juega un papel no sólo en 

metabolismos intermediarios sino también en la destoxificación alcohólica y en el 

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

Los monocitos captan rapidamente y tienen una concentración intracelular alta de 

zinc. asi como mayor tolerancia a las variaciones extracelulares si se compara 

con las células T. 
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La importancia del zinc en la DNA y la RNA polimerasa sugiere un papel potencial 

de éste en la regulación de lél expresión del gen en la diferenciación y proliferación 

celular (Sherman A., 1 g92);" >:,, 

La influencia del zilic' en- e1 ·siStéfrná--inmune involucra una interacción entre los tres 

principales' m'ec~ni~';i.;f:;~\'J~'~J~f~rii:.a~ inmunidad celular, inmunidad humoral y 

fagocitosis. ÜrÍ~ 'cie')~;;''~~i~;;,'~;i~ bbserJaciones concernientes a la inmunobiologla 

del zinc fué':·s.:;'.:fuh'bíó',:i'~~";;;;',:;,.;·.;:;,itógeno de linfocitos T. Es fundamental en la 

función de ía'~'.i6éiJÍii'i(j'.G/~,'; 1.:'iormación de timulina activa (factor timico sérico 
, '''C(,1,'.;:''f·~~,.;_::·;;.--..:;,f,"t:°·)'<-=°-•:.:f<-:'·· ~- _:. · -

unido a zi.ncF:/;¡ puede.:; también actuar directamente en la producción de 

::::::~.=j~z:f i~:~=":::·:.M~.'.::~.,. d•• ooso•d•m a ••• '"'º='º"º"· 
ya que pue~~\~ct.~'i.'F.bo;,,o microbicida sobre algunos antigenos patógenos. La 

baja frecuerÍ'cia'cie i.rifecciones en el tracto urinario en el hombre puede ser debido 

en part~ a :i~:5.:;~¡t~~-.-~o~centraciones que se encuentran en el semen (Fair W .. 

1977). Tan'i'~j'¡¡;r;'·'59. ha· podido observar que el zinc afecta la funcionalidad de las 
·'···'''. 

amibas y el 'désarrollo del absceso hepático en el hamster dorado-Mesocricetus 

Auratus (Vega G., 199g¡_ 

El metal también altera el fluido de lipidos y la función de membrana 

estabilizándola 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 polimerización de la tubulina (Larsson H., 1976; Vega G., 

manuscrito en preparación). También se ha visto que el metal actúa 

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 proteínas unidoras de 

calcio tienen mayor afinidad por el zinc (Picello E., 1992). 



La determinación directa del zinc puede realizarse en el plasma, la orina, el pelo, 

los eritrocitos y la saliva (Linder M., 1991 ), pero existen muchos factores que 

pueden influir en las variables bioquímicas 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, afectarí ~·r:itre otras cosas por 

el stress, infecciones e inflamación (Allan A., 2000).: Otros factores dependientes 

del zinc incluyen a la timulina, fosfatasa alcalina y 5'-ectonucleotidasa los cuales 

son propuestos para el diagnóstico de la deficiencia.dél °zinc (Meftah S., 1991). 

Dcficie11cin · 

La deficiencia de zinc puede ocurr,ir por _la inadecuada ingesta y absorción asi 

como por daño en el riñón o•por incremento en la velocidad de eliminación 

corporal. Estudios en lo,;' 50 y 6·0;s revelan que lesiones en la piel y retraso en el 

crecimiento y desé>.rrollo ~~,;i.ia1\;;,n el adolescente, podrian deberse a esta 

deficiencia (Linder M .• 19S1).)EI requerimiento del zinc incrementa con el 

embarazo y una restricci6~·,;·~~V~ra e~ la dieta durante la embriogénesis, causa 

severas malformaciones c.;~·9é~itas y atrofia timica (Swanson C., 1987). En la 

senectud hay deficiencia dé zinc y algunas disfunciones inmunológicas como el 

decremento en la producción del IFN-a, que han podido restaurarse in vitro con 

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

El zinc disminuye en la circulación y aumenta en el higado durante la respuesta de 

fase aguda, que acompaña generalmente a infecciones. traumas o a otras causas 

de inflamación. Esto no necesariamente se interpretaría como una deficiencia del 

zinc, sin embargo, refleja una redistribución del zinc que va del suero al hígado, 

causada por un incremento en la producción de citocinas proinflamatorias, 

principalmente IL-1 e IL-6 (Linder M., 1991 ). 



Existen enfermedades que son causadas por una deficiencia nutricional. 

reabsorción o metabolismo inadecuado del metal, tal es el caso de Ja 
·-<~" 

acrodermatitis (Neldner K., 1975). En esta enfermedad el número de células Tasi 

como Ja actividad de la timulina'y el crecimiento corporal están disminuidos (Linder 

M .. 1991). 

En varios estudios er<·~Um.a·~.~s.Y animales con inflamaciones crónicas, pacientes 

con anemia, hipogon~dioimó (Sherman A., 1992) enfermedades autoinmunes y 

enfermedades por HIV, se ha_encontrado una disminución de los niveles de zinc 

plasmático (Bogden .J., 1990). La deficiencia del metal también se asocia con 

diversos agentes infecciosos;·tales como el Virus de herpes sirnplex, Salmonella . ·,. 
enteritidis, Mycobacteriurn tuberculosis, Tripanosoma cruzi, Toxoplasma gondii, 

Gandida albicans, Fasciol"!·¡¡~~ática y Trichinella spiralis (Wellinhausen N., 1996). 

Shirley y colaborad~res~:,·e·~.6.oritraron que la replicación celular, parece estar 

correlacionada con el 'efecto del zinc en Ja nutrición. El bajo aprovechamiento del 

zinc inducido por quel.ación reduce Ja timidina cinasa del RNAm y esta actividad 

resulta en disminución de la sintesis del DNA, aunque se ha visto que en 

eucariotes existe una reducción de varias enzimas asociadas con la síntesis 

del DNA y deficiencia en la fase S (Sherman A., 1992). Esta depleción inducida 

por quelantes causa también un retraso en G1/S. Existen otras causas que 

pueden alterar la replicación celular, tal es el caso de Jos glucocorticoides, Jos 

cuales presentan propiedades inmunosupresivas y anti-inflamatorias y ante una 

disminución de zinc se induce una producción crónica de estos (Shirley C .. 2001). 

Hay evidencias que señalan que la disminución de las concentraciones de zinc 

conduce a un daño en el desarrollo inmune y reduce los niveles de la hormona 

timica y la timulina (Cunningham S., 1996). Puede inhibir además algunas 
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funciones de varios tipos celulares tales como plaquetás. células mastocíticas, 

granulocitos, células NK y mac::rófé1gos. En estos últimos se disminuye la 

fagocitósis, la quimiotáxis y el estallido respiratorio (Keen C., 1 g9o). La falta de 

este metal también afecta la memoria e,.; .la r.,;puesta inmune (Vallee B, 1993). La 

deficiencia de zinc s~ ·asocia- ~~n _ a_ne~Q_ia -·y,,_.vari~-~-:-est~~ios sugie~en que este 

estado afecta a las células T, pero no.la.función de las:células B, como se vió en 

análisis directos de linfocitos con depri\/ación ,de zinc en ratones. Sin embargo, 

King demostró en ratas que la deficiencia·.de z.inc .. cirea una disminución en las 

células B precursoras que se desarrollan~'¡,>.~, la,:·mé.dula (King L .• · 2000) y qúe 

podría también inducir la apoptosis en el des':'rrollo temprano de dichas .células en 

la medula ósea (Garvy B., 1993). < :,·:.,.;f.: 
·, '!:-~~;: ',' - : . ";'-;~ .. ; ., < 

La deficiencia de zinc se ha as;ciado .ª1.:e:~E~~r~_es()fági~o en húní.;n·os y ratas. 

También puede alterar el desarr()llÓ y crecimient() del cerebro (Bruce N., 1998) y 

se ha asociado a la ~nfermedad'd'e .i\1zhf;ir.:ie,·r·(srústi' 1\i .. :Hí94). ' 

Toxicidad 

Componentes tales como piritionato de zinc (usado como antimicótico capilar) y 

diethyldithiocarbamato de zinc (usado en la manufactura de hule) ocasionalmente 

causan alergia. Se ha reportado en varios estudios que la exposición a partículas 

de zinc metálico en procesos de galvanización y trabajo con soldadura ocasionan 

problemas de asma (Guy R., 1999). También se observó que la ingestión 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 macrófago (Singh K.. 1992), pero también se ha visto que altas 

concentraciones de zinc inhiben la proliferación de células T por un bloqueo en el 

receptor tipo 1 de la IL-1 asociado con la cinasa (Wellinghausen N .. 1997). 
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Estudios adicionales sugieren que una ingesta elevada del zinc en adultos y niños 

puede resultar en deficiencia del cobre. anemia, retraso del crecimiento. 

inmunodepresión, así como efectos adversos en neonatos (Shankar A., 1998). 

Chandra R., 1984 demostró en 11 voluntarios a los cuales se les dieron 300 mg 

de Zn/dla durante 6 'semanas,, Indices bajos en la función inmune (estimulación de 

linfocitos, migración quimiotáctica e ingestión de bacterias) al compararlos con los 

valores obtenidos antes de_ la_ suplementación. 

La falta de'z;l1c;;af~ct~;1,;\¡:,'é~me,;biHdad de la membrana del macrófago y la 

actividad fa~obítÍc;;,·(Be;ttegei~W:';',1BS3), aunque también se ha observado que 

una alta. cÓnci.ii'tf~,'c:;¡¿;'m;ci~¡l;;;~t.ií\?f~,;;¡,;;c, afecta las funciones del macrófago 

~:~:~~:d;0;:1 w7f~f~1{~~{§f ~[i:\~;;~gocitosis, asi como el consumo de 

Se ha difu~did,~ -~i'.;,~¡;~',ri'~~~~'. el · efecto benéfico o estimulador del zinc y 

escasamente'' s'u' tri~icidad o efecto deletéreo, lo que ha propiciado su uso 

indiscriminado' no's61;;,'por médicos sino por la población, que lo ingiere sin 

vigilancia y por la industria alimenticia que lo incluye en un buen número de 

productos. 

Con el objeto de analizar la acción de diferentes dosis de zinc sobre la dinámica 

celular principalmente y de establecer diferencias entre las estirpes humana y 

murina, realizamos el presente estudio. 
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E.l. llOMURE. f-:S l..A MEDIDA DI:: TODAS LAS COSAS 
Pitágorus 

111. HIPÓTESIS 

Si el zinc antagoniza o interfiere con la función del calcio, es probable que altere la 

polimerización de los inte'grantes del · citoesqueleto, lo que podrla modificar la 

dinámica celular. 



CUAN~:r~~~~t~·R'1~~111;!Í~ g:t ~ 8~: g::;:;_t :.~~~I~ 
Gibr.in,Jalil 

IV. OB.IETIVOS 

•!• Observar el efecto que ejercen diferentes concentraciones de zinc sobre el 

crecimiento, diferenciación y viabilidad celular. 

•:• Establecer las diferencias que ante un mismo estimulo (zinc) presentan 

células de Ja misma estirpe, pero de origen diferente: a) Macrófagos 

derivados de médula ósea de ratón., b) Monocitos humanos y c) Células 

premonocitica humana U-937 
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ELA;'1.10R ES NECl,:SARI0, 1.E. DASEl'rf'Jl>O A l\11 Vll>A 
Y L,'\ FUERZA NE.CF.SARIA PARA SEGUIR 

LUCI IANDO EN CAl>A PASO QUE DOY 

V. MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1 REACTIVOS 

Medios de cultivos 

·:· Medio RPMl-1640. 

·:· Medio D-MEM (Dulbecco's modificado). 

·:· Medio de Médula Ósea (DMEM+ Factor estimulante de colonias de 

granulocitos y monocitos, GM-CSF). 

So/11cio11es 11 Reactivos 

•:• Azul tripano. 

·:· Cloruro de amonio. 

·:· Ficoll-Hypaque. 

•!• Gentamicina. 

•!• Penicilina-estreptomicina. 

•:• Phorbol 12-Myristate 13-acetate (PMA). 

•:• Solución salina de fosfatos (SSF). 

Equipo 

•:• Autoclave. 

·:· Balanza analítica. 

•:• Campana de flujo laminar. 

·:· Centrífuga. 

•:· Incubadora para cultivos. 

•:• Microcentrlfuga refrigerada. 
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•!• Microscopio óptico. 

•!• Potenciómetro. 

•:• Refrigerador 

Material 

·:· 
•!• 

•!• 

·:· 

Cámara de Neubauer. 

Estuche de disección. 

Gradilla para tubÓs. 

Matraz erleriri'.ie~er afÓrado, varios tamaños (Pyrex). 

Micropip.it~·de1ooó,'.100, 1oy1µ1 (Costar). 

Pipetas serolÓgi¿;~,; de ·.10y.5'.m1 (Pyrex). 

=~:i~:zfü~~~z~~~~~>_;··.'.'', · · · ·· · · 
Microplac~'ti~'l;1;;'r~~·24 pozos (Costar, Cambridge). 

• -- • • < -~' -- • ' • ., •• 

Tubos de:so'y'.10 mi (Falcon Labware, Franklin Lakes, NJ). 

•:• Tubos ep~nd·o·rff d.e 2· mi (Eppendorf geratebau Netheler and Hinz Harnburg, 

Germany): .. 

Poblacióu e11 estudio. 

•:• Células de médula ósea de ratón. 

•:• Células monociticas humanas. 

•:· Células premonociticas humanas U-937. 
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5.2 DESARROLLO EXPERIMENTAL. 

Obtención de células de 
medula ósea de ratón 

Extracción de células del 
fémur 

Preparación del paquete 
celular con medio OMEM o de 

Médula ósea (DMEM+GM­
CSF) 

Desprendimiento celular con 
Tripsina-EOTA 

Obtención de células 
monociticas de sangre humana 

Método de Bóyum 
(gradiente de densidad) 

Preparación del paquete celular 
con medio RPMl-1640 con o sin 

factor estimulante (PMA) 

Colocar 5x1 O:. cel/pozo +Zinc (O. 
O.OS, 0.1y1.0 mM) 

Incubar a 37•c en atmósfera 
húmeda 5% C02, durante 

once dlas 

Adición de medio de cultivo 
dlas tres, seis y nueve 

Recuento y viabilidad celular 
dlas seis y once 

Obtención de células 
premonociticas humana U-937 

Cultivo en medio 
RPMl-1640 para obtener 

confluencia celular 

Preparación del paquete celular 
con medio RPMl·1640 con o sin 

factor estimulante (PMA) 

Colocar 'sX1 O:,. cal/pozo +Zinc 
(0.1y1.0mM) 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

33 



.;. OBTENCIÓN Y CULTIVO DE LAS ESTIRPES CELULARES. 

Células rnonociticas humanas. Se obtuvieron a partir de muestras de 40 mi de 

sangre humana de adultos jóvenes, sanos y no fumadores (generosamente 

donadas por el banco de sangre del CMNSXXI), heparinizada (1 O unidades de 

heparina de sodio/mi de sangre). Las células monoclticas fueron aisladas por 

centrifugación sobre Ficoli® Hypaque® (FH) por el método de Béiyum. Sobre 5 mi 

de la mezcla con una densidad de 1.0779/ml se colocaron 1 O mi de sangre diluida 

1:2 (v/v) con medio de RPMl-1640 (L-glutamina, buffer Hepes 25mM, bicarbonato 

de sodio y rojo de fenal) en tubos de poliestire.no (Falcan Oxnard, CA., EEUU). 

Posteriormente se centrifugaron a 400.x g a una temperatura de 20ºC por 30 min 

al cabo de los cuales las células d.;,::1aJ,'.;i.;.rf.¡s.;. fU~ron recogidas, lavándose 2 

veces con RPMl-1640 suplementado: eón '10% .. de· suero fetal bovino (SFB, Gibco, 

Grand lsland, NY), los tubos fuer.ciñ c~rii;if~g~~os a 200 x g por 10 min a 4ºC. El 

paquete celular se resuspendio' eñ·º· R.PMl2.1640 completo (10% SFB, 2 mM 
--· '· .. · _ .... 

glutamina, 1o/o piruvato, 100 Ul/ml de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina). Se 

determinó la viabilidad por exclusión de azul tripano, las células obtenidas se 

ajustaron a una concentración de 5X105 cel/pozo en una microplaca de 24 pozos 

(Costar, Cambridge) y su diferenciación a macrófagos se realizó mediante la 

adición de PMA (10ng/ml). 

Células de médula ósea. Se utilizaron ratones BALB/c de 6 a 8 semanas de 

edad. Los ratones se sacrificaron por luxación cervical para obtener los fémures, 

se realizó asepsia de la región y posteriormente un corte entre la cadera y la 

rotula. Los fémures se colocaron en caja de petri estéril con medio mínimo 

esencial de Dulbecco (DMEM; L·glutamina, 110 mg/ml piruvato de sodio, 10% 

SFB, 1°/o penicilina-estreptomicina). Para obtener las células de médula ósea, se 

cortó la cabeza del fémur y se eluyó el hueso con la ayuda de una jeringa con 

aguja de insulina. El eluido se recolectó en tubo de poliestireno estéril y se hizo 
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un primer centrifugado a 125 x g/2 min a 4ºC, se recuperó el sobrenadante libre 

de restos de hueso y nuevamente se centrifugó a 450 x g/10 min a 4ºC. Las 

células de médula ósea se resuspendieron en medio DMEM (L-glutamina, 11 O 

mg/ml piruvato de sodio, 1 0% SFB, 1 % penicilina-estreptomicina) carente del 

factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF) o en medio 

de médula ósea (medio DMEM, 20% SFB, 1% penicilina-estreptomicina, 0.01o/o 

anfotericina, sobrenadante de células L-929 con GM-CSF) y se ajustaron a 5X105 

cel/pozo. 

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

paciente con linfoma está clasificada como una línea celular monoblástica) fue 

obtenida de American Type Culture Collection (ATCC; Rockville, MD). Esta línea 

celular fue cultivada en botellas de poliestireno con capacidad de 50 mi y 25 cm 

de cuello angulado (Nun Brand Naperville, IL) en 5 mi de medio RPMl-1640 

completo (1 Oº/o de suero fetal bovino, 100 u/mi de penicilina, 100 µg/ml de 

estreptomicina) a 37ºC con 5% de C02 • Se dejaron hasta lograr una confluencia 

de células, cambiando el medio de cultivo cada 48 horas. Cuando el número de 

células fue el adecuado, se colocaron en tubos de 50 mi, se lavaron dos veces 

con RPMl-1640 completo con centrifugación a 200 x g por mina 4ºC. Las células 

se ajustaron a 5x105 cel/pozo y se estimularon con 10µ1 de PMA para 

diferenciarlas a macrófagos. 

•:• 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 

señalado para la diferenciación de cada estirpe, utilizando diferentes dosis de zinc 

(0-1.0 mM). Los experimentos se realizaron por triplicado y se incubaron durante 
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once días a 37°C, en atmósfera húmeda con 5% de C02. Se adicionó medio de 

cultivo nuevo los días tres, seis y nueve, colocando en cada pozo 250 ~11 del medio 

con o sin factor estimularit0·;·:: ·1a -observación microscópica para analizar la 

morfologia celular se realizó los dlas tres, seis, nueve y once para las células de 

médula ósea de ratón y monciciticas humanas; las células U-937 se observaron 

los días 6 y 11. La viabilidad y el recuento total de las células se registraron los 

días seis y once. 

•!• DESPRENDIMIENTO CELULAR 

El medio de cultivo de cada pozo se sustituyó totalmente con 1 mi de medio de 

Tripsina-EDTA y la placa se incubó durante 15 minen atmósfera húmeda con 5% 

de C02. Una vez transcurrida la incubación se desprendieron los macrófagos 

cuidadosamente con micropipeta y se colocaron en tubos Ependorff. Se 

centrifugaron a 450 x g/10 mina 4ºC y el botón celular se lavó en 1 mi del medio 

indicado para cada estirpe, repitiéndose el procedimiento de centrifugado. Se 

obtuvo el botón celular y con cámara de Neubauer se determinó el número y la 

viabilidad, mediante la Unción de azul tripano. 
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TODo·rJENENSUTJEl\tPO y·1·000 LOQUE.st:: 
QUIERE DEBA.JO DELSOL,Tll~NESU llORA 

El,:Jc.~j¡Jstés 3: 1 

VI. RESULTADOS 

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

las caracteristicas morfológicas iniciales no variaron durante el tiempo de 

incubación (11 días), observándose un aumento en el número de células (Fig. 11-

16) y una disminución en la adherencia. 

CÉLULAS DE MÉDULA ÓSEA DE RATÓN CON GM-CSF. 

•!• Características morfológicas 

Difere11ciació11 (Gráfica 1 a). 

El número de células diferenciadas en los cultivos (n=7) de control (sin zinc) fue 

de 23% el dla tres (Figura 1a), de 55% el dla seis (Fig. 1b) y de 65% el día nueve 

(Fig. 1c); observándose el dla 11 (Fig. 1d) macrófagos lisados y de Jos Integras 

solo el 44% con morfologla normal. 

El dla tres, la diferenciación celular (7%) en los cultivos suplementados con 0.05 

mM de zinc. fue ménor~·(p<0.01) a la obtenida en el control. Las características 

morfológicas de las células transformadas fueron similares en ambos cultivos. 

El dla seis la drf~~¿ncia fue significativa (p<0.01) entre la cifra de células 

transformadas:.e~'.16;'-:cultivos con el metal (21%) y Ja correspondiente (55%) al 

control. Se. óbserv'5:5;r:Timtud morfológica entre las células de ambos cultivos (Fig. 

1 b, 3a). El .o:dr~\.nu~v~. · el número de células fue similar al del control (66%). 

mostrando la~ .• ·c~r'acterlsticas de los macrófagos normales (Fig. 3b). 

El dla 11 el 'riúmeró.de macrófagos se incrementó a 75%, cifra significativamente 

(p<0.01) dif~,~~;.¡f:'.,; ·.,; la de los cultivos control, en los que solo el 44% de las células 

conservó su morfologla. 
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En los cultivos con 0.1mM de zinc el número de células diferenciadas el día tres 

(6%) fue menor (p<0.001) a la de los controles (23%). En las figuras 1a y 4a 

podemos observar una similitud morfológica 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 morfológicas entre ambos grupos se 

acrecentaron (Fig. 1 b, 4b),· observándose en los cultivos con zinc ausencia de 

prolongaciones fibrilares en una población celular disminuida. 

El dfa nueve se observaron di.ferencias (p<0.02) entre la transformación celular de 

los cultivos control y con 0.1 ,rñ_M ·de_ zinc, asi como entre Jos cultivos con 0.05 y 

O. 1 mM de zinc. 
"'>: <"·.''·'.··· .· .. ·: 

La cifra de células diferenciadas~eLdia 11 en los cultivos con 0.1 mM de zinc 

(17%) fue menor (p<o:óo1T:>t1.:l;'de'i:·cÓntrol {44%) y la transformación celular 

entre los cultivos coñ:'o .. ()S'~;{\o?1'.·~Í\.1':del metal mostró diferencias importantes 

(p<0.02). Microscópi-.,arri~gt_;;.;~Eij~e;i~~~Ó destrucción celular en Jos controles, no 

::~o~:e::a:u~t:~~~~f~~1~~~1~~~~~füt~·.·::r~~~te:~:s l~;g ':~~-las permanecieron 

-·· ~-~:{r~7;'.·~~f:}~}}:':~: . ·~·; 
•!• Viabilidii(t (Grii'ficá 2aV'.· 

La cifra porceiiiüa_l __ d•;>\las ~células del cultivo control (sin zinc), determinada los 

días seis y on'é:é.fúe cié·:g4 y 81 respectivamente. 

Los resultados"ci;.··:1a~··.,é¡·ulas incubadas con 0.05 y 0.1mM de zinc no mostraron 

diferencia significativa· respecto al control, en los dfas señalados. 

En las células tratadas con 1.0 mM del metal, el valor porcentual fue de 44 el dfa 

seis y de 35:·el ·día once; valores inferiores (p<0.001) a los obtenidos en los 

cultivos control y con las dosis menores del metal. 
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CÉLULAS DE MÉDULA ÓSEA DE RATÓN SIN GM-CSF. 

•!• Ca;raclcrísticas morfológicas 

Di(cre11ciació11 <Gráfica 1 b). 

El día tres se observó que tanto la cifra de células transformadas <4% como las 

características morfológicas (Fig 5a, 6a y 7a) fueron similares en todos los cultivos 

(0-1.0 mM zinc). 

El dfa seis la cifra de células transformadas en el cultivo co.ritrol (sin;~ii.\c),,fúe de 

47%, observándose macrófagos bien diferenciado.; (Ffg. s,b)i'.\i:1C>s' dfai;, nueve y 

once de 65%. Los macrófagos emitieron prolongaciones éuya'longitud permitió su 

entrecruzamiento, lo que se intensificó el di.a .1.1 (Fig. Se).'.'.'~·{';:.->;'· 
. -. ' _:··'."··-·.·:-<"-_: 

En los cultivos con 0_.05mM .de .zinc dfa seis, se observó el 30% de células 

transformadas, cifra menor. (p<0.01) a la obtenida en el control, el desarrollo 
-. -,· ··. - . -

fibrilar fue también menor al de las células control (Fig. 6b). 

Los dfas 9 y 11 la. diferenciación celular fue de 60 y 70% respectivamente cifras 

similares a las.del control. Las células con esta dosis al igual que las de control 

mostraron prolongaciones largas (Fig. 6c) con entrecruzamientos. 

Con 0.1mM de zinc, la cifra de células diferenciadas a macrófagos el dfa seis fue 

de 42%, porcentaje 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 dfas 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). 
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•:• Viabilitlnd (G,-ñ(icn 2b). 

La viabilidad de las células control fue de 92 a 96o/o (días seis y once). con 

0.05mM de zinc de 85 a 93% y con 0.1 de 92 a 80°/o, siendo esta última cifra 

menor (p<0.01) a la del dla 11 del control. 

Con 1.0mM se obtuvieron 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. 

CÉLULAS MONOCITICAS HUMANAS CON PMA. 

•:• Características morfológicas 

Difere11ciació11 (Gráfica 3a). 

El número de células transformadas el dla tres (<5%) y las características 

morfológicas fueron similares en todos los cultivos (0-1.0 mM zinc). El valor 

porcentual de dichas células en los cultivos de control fue de 21, 36 y 51, para los 

días seis, nueve y once respectivamente. 

A partir del dla seis las células empezaron a adquirir la forma tlpíca del macrófago 

lo que se logró los dias nueve y once, observándose en este último dia 

destrucción celular incipiente. 

Las cifras de células diferenciadas en los cultivos con 0.05 mM de zinc fueron 16, 

25 y 39% para los días seis, nueve y once respectivamente. El valor 

correspondiente al día 11 fue menor (p<0.002) al del control. 

El día seis se observaron células con forma de huso y no fibrilares, el resto 

conservó su forma redonda y algunas de ellas no se adhirieron al pozo de cultivo. 

Los dias nueve y once las prolongaciones fibrilares aumentaron su tamaño. 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 relación con los 

cultivos control (p<0.004) registrándose porcentajes de 5, 19 y 38 en los dias 

señalados. En el día seis, las células iniciaron la emisión de prolongaciones 

fibrilares (Fig. 8b), que se incrementaron los días nueve y once sin alcanzar el 

tamaño de las del control. 

•!• 

La cifra de célúlas ·viables en el cultivo de control para los dlas seis y once fue de 

89 y 87%c;1,::.;~¡;e;;;ti~-;;;:;,.;;,i~. si.:i variaci~nes significativas en relación a las 

obtenidas c;~;rí o:i:Js mM d;,, zinc (85 y 82%). En las células con 0.1 (73 y 71 %) y 

1.0mM de zinc (51 y 50%) la viabilidad fue menor (p<0.01 y p<0.001) a la del 

control, para los días seis y once, respectivamente. 

CELULAS MONOCITICAS HUMANAS SIN PMA. 

•!• Características morfológicas 

Di(ere11ciació11 (Gráfica 3b). 

El dia tres la cantidad (4o/o) y las características morfológicas de las células 

transformadas fueron similares en todos los cultivos (0-1.0 mM de zinc). 

Para el día seis en los cultivos control la diferenciación 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, disminuyó el desarrollo de 

prolongaciones fibrilares (Fig. 9b) respecto al control (Fig. 9a). 

Los día nueve y once los cultivos control tuvieron una transformación celular de 29 

y 34°/o respectivamente. El día nueve las células alcanzaron las características 

normales del macrófago y el día 11 se observó destrucción celular y disminución 

.. , 



de las prolongaciones fibrilares. 

Con 0.05mM de zinc la diferenciación celular los días nueve y once fue de 20 y 

31 o/o, respectivamente. La longitud filamentosa fué similar a la del control, sin 

embargo en este cultivo no se observaron células destruidas. 

En los cultivos con 0.1 mM de zinc el número de células transformadas los dlas 

nueve y once fue de 11 ·y 27%, respectivamente, cifra inferior (p<0.01) a la de los 

cultivos de control.. Las caracté~ísticas · m;,rfológicas en . ambos días muestran 

células menos difere_nciadás.que"~n .eli:::orifrol. . 

•:• Viabilidad (Grfáfica 4b) 

En las células control, se observó una viabilidad de 87% en el día 6 y de 81% en 

el dla 11; con 0.05 fue de 75%, con 0.1 de 71 % y con 1.0 mM de zinc la viabilidad 

disminuyó (50%) en forma significativa (p<0.002). 

CÉLULAS U-937 (PREMONICITICA) CON PMA 

•:• Di(ere11ciació11 (Gráfica Sa) 11 viabilidad celular (Gráfica 6a). 

La diferenciación celular en los cultivos control fue de 49 y 58% en los dlas 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 O. 1 mM de zinc fue de 95% para el 

sexto día y de 91 % el dia 11. En los cultivos con 1.0mM de zinc, la viabilidad 

disminuyó a 30 y 20% los días señalados. 
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CÉLULAS U-937 (PREMONICITICA) SIN PMA 

•:• Di(ere11ciació11(Gnífica 5/J) Jf via/Jilida,I celular (Gráficti 6b). 

Para los días seis y once la diferenciación celular en los cultivos control fue de 22 

y 33%, respectivamente, siendo el día óptimo de crecimiento el. último día. 

Con 0.1 mM de zinc se observó un aumento en el día seis y una disminución en el 

dia once del 10o/o respecto al control, con una p<0.01(fotograflas no mostradas). 

La viabilidad de las células de control fue de 94% a 91%. para' los días seis y once; 

con 0.1 mM el día 6 (9So/o) fue similar y disminuyó (83%) el día 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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~ Flgura3a 

Figura 2. Cultivo de células de médula ósea de ratón con GM.CSF, 
dla 9 de cullivo (macrófagos normales), 20x. 

TESrn CON -
FALLA DE OPJGEN 

Cultivo de células de médula ósea de ralón con GM-CSF+O.OSmM de zinc. Fig. 3a~40X) dla seis de cultivo (A. Macrófagos normales, B. Células en etapas 
Iniciales de diferenciación); Fig. 3b-(20X) dla nueve de cultivo (A. Macrófagos normales, B. Células no á1ferenciadas. 



Flgura4a Figura 4b 

Figura 4c 

Cultivo de células de médula ósea de ratón con GM-CSF+0.1mM de zinc. Fig. 4a·dla tres de cultivo (A. Células en etapas de diferenciación, B. Células no 
diferenciadas); Fig. 41>-dla seis de cultivo (células carentes de prolongaciones fibrilares); Fig 4c-dla once (células redondas o fusiformes, que conservan su 
integridad). 40X. 
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Cultivo de células de médula ósea de ratón con medio OMEM (control). Fig. Sa-Ola tres de cultivo (células redondas o fusiformes sin prolongaciones fibrilares): 
Fig. 5b-Ola seis de cultivo (se indica un macrófago normal); 5c-Ola once de cultivo (macrófagos con prolongaciones que permten su entrecruzamiento). 40X. 
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Cultivo de células de mjdula ósea de ratón con medio OMEM+0.05mM de zinc Fig. 6a-dla tres da cultivo (células redondas o fusiformes sin prolongaciones 
fibrilares); Fig. 6b-dla seis de cultivo (A. Células en etapas Iniciales de diferenciación. B. Células sin diferenciación); Fig. 6c-dla once de cultivo (macrófagos con 
filamentos uripolares y que form1n solo en algunos sitios un fondo trabeculado). 40X. 
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Cultivo de células de médula ósea de ratón con medio DMEM+0.1mM de zinc. Fig. 7a-dla ~es de cultivo (células redondas o fusiformes sin prolongaciones 
fibrilares); Fig. 7b-dla 6 de cultivo (A Macr6fagos normales, B. Células que se empiezan a diferenciar, C. Células con aumento de tamaño sin diferenciación); Fig. 
7c-dla nueve de cultivo (células que forman una malla con prolongaciones fibrilares). 40X. 
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Cultivo de monocitos de sangre humana con RPMl-1640+PMA, dla 6. Fig. Ba.0.05mM de zinc (A. Células sin prolongaciones fibrilares, B. Células con aumenlo de 
!amano, no diferenciadas); Fig Bb.().1mM de zinc (inicia Ja formación de prolongaciones fibrilares). 40X. 
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Cultivo de células de monocitos de sangre humana con RPMl-1640, dla 6. Fig. 9a-en ausencia de zinc (A. Macrófagos normales, 8. Células no diferenciadas); 
Fig. 9b-0.1mM de zinc (células con prolongaciones fibrilares cortas). 40X. 

Figura 10. Cultivo de células u.937 con medio de RPMl-1640 + PMA, dla 
11 de cultivo, 20X 
Prolongaciones fibnlares bien definidas. 



Figura 11 

Figura 13 

Figura 12 

Figura 16 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Figura 11 y 12. Cultivo de células de médula ósea de ratón con medio de .. medula ósea" (DMEM + GMCSF) suplementado con zinc 
(1.0 mM), dias 3 y 11 de cultivo respectivamente (40X). 
Figura 13 y 14. Cultivo de monocitos de sangre humana (medio RPMl-1640 + PMA + 1.0 mM de zinc), dfas 3 y 11 de cultivo 
respectivamente (40X). 
Figura 13 y 14. Cultivo de células U-937 (medio RPMl-1640 + PMA + 1.0 mM de zinc). dias 3 y 11 de cultivo respectivamente 
(40X). 
Las caracterlsticas morfológicas iniciales fueron similares en las tres lineas con estimulo (PMA o factor eslimulado de colonias de 
granulocitos y monocitos) o sin el (figuras no mostradas) y no se modificaron durante el periodo de observación (11 dfas). sok> se 
observó un aumento en el número de células. 
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CELULAS DE MEDULA OSEA DE RATÓN 

a) Diferenciación celular. 
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Gráfica 1a. Células cultivadas con factor estimulante de colonias de granulocitos y 
monocilos (GM-CSF) y diferentes concentraciones de zinc (0-1 .OmM). 
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Gráfica 1 b. Células en medio de cultivo sin GM-CSF, suplementado con zinc 
(0-1.0mM). 
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CELULAS DE MEDULA OSEA DE RATÓN 

b) Viabilidad de células totales. 
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Gréfica 2a. Cultivo celular con GM-CSF. 
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Gráfica 2b. Cultivo celular sin GM-CSF. 
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MONOCITOS HUMANOS 

a) Diferenciación celular. 
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Gráfica 3a. Cultivo de células con acetato 13-formol-12 miristato (PMA) a diferentes 
concentraciones de zinc (0-1.0mM de zinc). 
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Gráfica 3b. Células con medio de cultivo sin PMA suplementado con zinc 
(0-1.0mM). 
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MONOCITOS HUMANOS 

b) Viabilidad de células totales. 
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Gráfica 4a. Cultivo celular con PMA. 
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Gráfica 4b. Cultivo celular sin PMA. 
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CELULAS PREMONOCITICAS U-937 

a) Diferenciación celular. 
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Gráfica Sa. Células en medio de cultivo con PMA, suplementado con zinc (0-1.0mM). 
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Gráfica Sb. Células en medio de cultivo sin PMA, suplementado con zinc (0-1.0mM). 
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CELULAS PREMONOCITICAS U-937 

b) Viabilidad de células totales. 
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Gráfica 6a. Cultivo celular con PMA. 
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CUNFIA l~N EL TIEMPO, ES EL MÁS 
SAHIO DE ·1uoos LOS CONSE.JEROS 

Plutarco 

VIII. DISCUSIÓN 

Los resultados de la viabilidad, diferenciación y morfología celular, obtenidos en 

el estudio comparativo de tres estirpes celulares con diferentes concentraciones 

de zinc. mostraron variaciones dependientes no sólo de la dosis utilizada. sino 

del tiempo de interacción metal-célula. Observándose además, algunas 

discrepancias entre las líneas celulares utilizadas. 

Al respecto, podemos señalar que los resultados obtenidos con 0.05 mM de 

zinc, mostraron variaciones en los tiempos señalados, tanto entre las líneas 

celulares de médula ósea de ratón y monocitos humanos como dentro de una 

misma estirpe. Así, al sexto día de cultivo la diferenciación de las células de la 

médula ósea de ratón estimuladas con CM-CSF se Inhibió con el zinc, sin 

embargo, el día nueve ya no hubo diferencias entre éstas células y las del 

control. Finalmente (día once), el metal ejerció en éstas células un efecto 

estimulador, observándose un aumento significativo en la diferenciación celular 

y la conservación de su integridad, en relación con los cultivos control, que 

mostraron los cambios degenerativos y la destrucción celular que sigue al 

noveno día (Racoosin E., 1989), tiempo límite referido como utilizado para el 

estudio de éstas células. Cabe señalar que en el mismo lapso (once días), el 

metal ejerció el efecto opuesto, inhlbidor, 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 observó en todos los cultivos con 0.1 mM de zinc, 

ya que las células de las tres líneas mostraron en todos los períodos evaluados, 

59 



una diferenciación significativamente inferior a la de los controles y una 

disminución de la viabilidad hacia el día once, principalmente en los cultivos de 

monocitos humanos. Únicamente en los cultivos de Ja linea U-937 sin PMA y en 

el sexto día de incubación, se estimuló la diferenciación celular. El efecto nocivo 

de ésta dosis, se obsenió t'ambién en células epiteliales (Chvapil M., 1977) y 

difiere de lo obseniado por algunos autores que refieren el efecto estimulante de 

la misma sobre'los monocitos (Wellinghausen N., 1998, Lastra M, 2001) • . . . . · 

Los efect;;,s ~-efi.~lados para éstas dosis del metal, se manifestaron con menor 

inténsidacfen los cultivos carentes de estimulo (PMA o GM-CSF), Jo que nos 

sugiere . qi:.e'/j;¡ _.serie de cambios generados en una célula activada para 

diferenciarfi~.'podría potencializar la acción del zinc, posiblemente facilitando su 

entrada y ·má'i. aún su participación (estimuladora o inhibidora) en algunos de los 

mecanismos involucrados en éste proceso, los que serán analizados 

posteriormente. 

Con 1.0 mM de zinc no hubo diferenciación, las células no modificaron su 

moñología inicial y en general tampoco sus dimensiones; sin embargo, aumentó 

la cantidad total de células en todos los cultivos y disminuyó su adherencia a los 

pozos de cultivo. Todas las células en estudio mostraron el mismo patrón 

durante el ti~mpo de incubación con ésta dosis del metal, y la viabilidad 

disminuyó significativamente registrándose cifras inferiores al 50o/o. El efecto 

deletéreo del metal con ésta dosis fue evidente, sin embargo se estimuló Ja 

proliferación celular, pero definitivamente las células generadas, no se 

transformaron. Algunos estudios muestran como ante factores que resultan 

tóxicos para las células de la médula ósea, 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 disminución de ésta población celular, la médula compensa 

aumentando el número de granulocitos principalmente neutrófilos y 

frecuentemente el número de eritrocitos (Fraker P., 2002). En ratones con dietas 

altas de zinc se observó también un incremento en las células de las criptas, 

pero únicamente se concentraban en· ,un. segmento del tercio distal del intestino 

(Duff, M. 2002). 

';·',' 

Nuestros resultados son 'un éJárc; ejempÍo':cle la irlterpretación que se puede dar a 

los efectos de u;; fáctor'~fr·~~iu~ik;.fb°'.:Jy~;,i;;.'~puesta varía de acuerdo al tiempo de 

observación (~om;; éi~r.:.'ó~;;¡,/~:~:.;*6·~~~Í~~luye habitualmente en los estudios de 

macrófagos y e~' el q;:..;;·~¡6{c;~·.;f~ctos ·;;:;,portantes y diferentes a los obtenidos el 

día nueve) y de manera má.s importante, a la especie de la que provengan las 

células en estudio. En"-. n·;_;e'stro estudio pudimos ver que la célula humana 

(monocito), es más sensible al zinc, que las células de la médula ósea de ratón, lo 

que denota el riesgo que se deriva de extrapolar resultados de una especie a otra. 

En la literatura existen documentos que enfatizan frecuentemente sólo uno de los 

efectos del metal y con frecuencia éste resulta ser el estimulante (Wellinghausen 

N., 1996). Se ha visto además como algunos efectos nocivos atribuidos a la 

deficiencia del zinc (King L. 2000), pueden presentarse también con dosis 

elevadas del metal (Cabañas M., 2000). Asi, se ha observado en humanos, que 

dosis cinco veces superiores a la ingesta normal durante más de ocho días, 

produce una disminución en la quimiotáxis y la fagocitosis (Prasad A., 1988; 

Chandra R., 1984). Mas tardíamente (15 días) disminuye la proliferación de las 

células T (Chandra R., 1984). 
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ZINC 

El zinc estabiliza Ja estructura terciaria de proteínas y puede modificar su 

función, participa en ANA y DNA polimerasas y es requerido durante Ja 

transición G1/S, lo que sugirie su participación en Ja regulación de Ja 

proliferación celular (Chesters J., 1989, Paskl C., 2001, Kanekiyo M., 2002). 

Una variedad de genes son rápida y transitoriamente activados cuando se 

estimulan células con suero o factores de crecimiento. El zinc es requerido para 

la expresión de múltiples genes codificando para factores de transducción como 

NFk-B (Yang J., 1995) y los conocidos como dedos de zinc (Shankar A., 1998) 

constituidos por secuencias de siete aminoácidos (2His, 2 Gis y 3 aminoácidos 

hidrofóbicos) que están siempre en idénticas posiciones y que forman una asa 

alrededor de un Ión 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 transcripción. Se ha visto que estos genes (EGR1 y 

EGR2) se expresan en monocitos humanos activados por (M-CSF) y el efecto 

de la adquisición de EGR se asoció con un fenotipo monocítico más 

diferenciado. La disminución o el aumento en su expresión puede contribuía a 

una pérdida del control de crecimiento o de la capacidad de las células para 

diferenciarse. Asimismo, en la línea U-937 estimulada con PMA se ha 

observado la activación de EGR1 que principalmente participa en la 

transformación. (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 Ja transformación 

celular. 

Los macrófagos tienen un citoesqueleto conformado por microtúbulos y 

microfilamentos. En Ja cara interna de Ja membrana celular se encuentran 
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filamentos de actina que intervienen en la morfología y la formación de 

pseudópodos 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 podrían tener un efecto sobre la dinámica 

celular, lo que ocasionaría una deficiencia en su funcionalidad. Además un 

aumento en la polimerización celular ocasionada por el zinc, le puede conferir a 

Ja tubulina una _estabUidad tal que interfiere con la replicación, proceso dinámico 

que requiere para su progresión de la polimerización y despolimerización de la 

proteína. Por_ otra parte Larsson. 1976 observó que la tubulina al polimerizarse 

en presencia de zinc forma laminas y no microtubulos. lo que también podría 

afectar la dinámica celular. 

El zinc puede __ enlazarse con algunas de las proteínas que unen y/o transportan 

calcio (Picello-E.; __ 1992); entre las que se encuentran: calregulina, calmodulina y 

S-100 (Doriél.ib'-'R>19s6); Estas proteínas pueden tener una afinidad mayor por 

el metal <:¡u~Y~or: ~1- calcio (Chvapil M.,1976; Vega G.; 1997) y pueden 

además.exhibir sitios de unión para el zinc (Picello E.. 1992). Esto alteraría la 
-•ºe°' '. 

actividad d_el calcio y por ende la función celular. 

Con los resultados obtenidos en éste estudio, podemos señalar que los efectos 

observados con diferentes dosis de zinc. varían no sólo entre especies. sino 

también de acuerdo a Jos tiempos de interacción 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 pequeñas 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 

administración prolongada del metal aún en dosis pequeñas, va a ocasionar una 

disminución en la respuesta inmune. 

Se ha difundido ampliamente el efecto benéfico que tiene el zinc y 

desafortunadamente Ja información concerniente a sus efectos deletereos es 

escasa o nula, Jo que. ha propiciado su uso indiscriminado por Ja población en 

general y en forma importante en Jos lactantes, para Jos que existe un número 

cada vez más éJevado de alimentos ·suplementados con éste metal. Es 

necesario por lo tanto, difundir en forma accesible Jos efectos que puede 

ocasionar una dosis elevada o sostenida de éste elemento, en Jos individuos 

que no Jo requieren. 

64 



NO PODEMOS COIUlEGIH. EL PA.SAIJO, 
Plm.o QUl:i"..ÁS PODIU':MOS CAMUJ,\H. El4 FUTUH.O 

VIII. APÉNDICE 

PREPARACIÓN DE REACTIVOS 

Medio de RPMl-1640 Suplementado (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). 

Reactivo comercial, seguir las instrucciones del proveedor. 

Suerofetal 10% 

Estreptomicina y penicilina 100 u/ug mi 

Gentamicina 2mg/1 00 mi 

Pruvato de sodio 1 o/o 

Medio de Médula ósea. 

Para 100ml 

Medio DMEM 

Suplemento (sobrenadante células L-929) 

Suero fetal bovino 

Penicilina-Estreptomicina 

Anfotericina 

50111/ 

Sml 

1ml 

Sml 

50ml 

30ml. 

20% 

1.0°/o 

0.001% 

Esterilizar por filtración al vacío utilizando filtro Millipore con membrana de 0.22 

um. 
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Medio 0-MEM (Dulbecco's modificado) (Gibco, BAL). Reactivo comercial, 

seguir las instrucciones del proveedor. 

Para preparar 1 OOOml. 

Medio DMEM 

Bicarbonato de sodio (NaHC03) 

Penicilina-Estreptomicina 

Suero letal bovino 

PMA (Phorbol 12-Myristate 13-acetate). 

109 

3.7g 

1.0o/o 

10'Yo 

Usar el PMA a una concentración final de 1 Ong/ml. 

Reconstituir en DMSO en 0.1 mg/ml. 

Almacenar en alícuotas (20µ1 a -20ºC). 

Diluir la solución Stock en PBS estéril. 

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