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RESUMEN

El zinalco es una aleacidn de Zn, Al y Cu que se pretende utilizar como un material
potencialmente biocompatible por lo cual es necesario que se lleven a cabo varias pruebas
antes de utilizarlo como biomaterial. Para verificar que sus componentes no sean t6xicos,
en este trabajo se investigd el efecto citotdxico y genotdxico del zinalco en cultivo de
linfocitos humanos “in vitro”, mediante el analisis del indice mitético, intercambio de
cromdtidas hermanas (ICH), cinética de proliferacién celular (CPC) y el indice de
replicacion (IR).

En los primeros cultivos, 1a aleacién zinalco se utilizé en polvo de 4um de diametro
a una concentracion de 0, 5, 50, 200 y 500 pg/ml de medio de culiivo, fos resultados
mostraron que no hubo diferencias significativas en el IM, en el ICH, en la CPC, ¢ IR con
respecto al testigo.

Antes de llevar a cabo los experimentos de agitacion en presencia de polvo de
zinalco, se realizd una prueba para ver si existia algin efecto de la agitacidon sobre los
linfocitos durante su cultivo, para esto se realizaron dos tipos de caultivo, uno en
condiciones de agitacién constante y otro sin agitacién, los resultados mostraron que no hay
diferencias significativas en la frecuencia del IM, ICH, CPC ¢ IR entre los cultivo agitados
v los no agitados.

La disolucidn por agitacién del metal se llevé a cabo para conocer qué tanto se
corroia, en este caso también se empled polvo de 4pum de didmetro a las concentraciones de:
A} 25, B) 27.5, C) 30, D) 32.5 E) 37.5, F) 42.5 G) 50, H) 60, I} 75, 1) 100, K) 150 y 0.00
pg/ml de medio de cultivo, éstas se colocaron en agitacion dos dias antes y durante el
cuftivo, al final se midid la concentracidn de iones liberados al medio a través de la técnica
de espectroscopia de absorcidn atémica (EAA), los resultados mostraron que no hay
diferencias significativas cn el IM, ICH, CPC e IR de los diferentes lote con respecto a! lote
testigo, excepto para las dos concentraciones mas altas en las cuales no se produjo
proliferacién celular debido a que se elevo ¢l pH del medio de cultivo.

Con la finalidad de simular una corrosién “in vitro™ de la aleacién, ademas para

oblener concentraciones mas altas de los iones de los metales que a componen, un cilindro



de zinalco de I cm de didmetro x lem de altura fue disuelto electroquimicamente en medio
de cultivo celular RPMI 1640. Se midié la concentracion de iones en el medio por EAA,
obteniéndose las siguientes cantidades: iones zinc 2930 pg/l, Al 586 pg/l y Cu 58 pg/l, de
estas concentraciones se hicieron diluciones para Hevar a cabo los cultivos. Los resultados
mostraron que no hubo diferencias significativas entre la frecuencia promedio del IM, ICH,
CPC, ¢ IR de las diferentes concentraciones con respecto al testigo excepto para la
concentracion mayor en la cual no hubo proliferacion celular también debido a que se elevo
¢l pH en el medio de cultivo.

En el trabajo se utilizé la combinacidn de los metales que forman la aleacién zinalco
(Zn, Al y Cu) los cuales pueden estar interactuando de diferentes formas, porque tienen
diferentes caracteristicas tanto de peso molecular como de electropositividad, siendo los
més parecidos ¢l cobre y el zine.
Las concentraciones de estos no rebasan las consideradas como normales en sangre. La
concentracidn de cobre es muy pequefia ya que es el metal que esta en menor proporcion,
mientras fa del Zn es la mayor por que es el componente principal del zinalco. De acuerdo
con esto, los resultados obtenidos en este trabajo, muestran que las concentraciones usadas,
no provocaron problemas genotdxicos ni citotdxicos (excepto en la de mayor concentracion
en los experimentos de agitacién y de disolucién electroquimica) donde no hubo
proliferacion celular.
Por lo tanto, los resultados de la prueba de IM , ICH, CPC ¢ IR con el Zinalco (78% en
peso de Zn, 20% en peso de Al, 2% en peso de Cu) no se detectaron dafios genotéxicos ni

citotoxicos.



INTRODUCCION

Un biomaterial es un producto requerido para ayudar en un tratamiento médico y

tiene contacto con tejidos de los pacientes por un periodo de tiempo significativo para que
. . . , . . i
la interaccién entre el tejido y el material sea un factor importante en el tratamiento

El énfasis de la definicidn es sobre el tiempo de contacto entre el material y los
tejidos del paciente, por eso hay que distinguir entre un biomaterial de algiin otro material
usado solo transitoriamente por un cirujano o médico, la definicion excluye todos los que
tiene contacto con los tejidos por un periodo de tiempo muy corto, pero incluye a todos fos

que tengan una interfase con los tejidos aunque estén mas de unas horas en contacto con
. 1
éstos (~24 horas).

Algunas lineas dentro de los biomateriales se relacionan con substancias
usadas en medicina. Por ejemplo, éstos pueden ser distinguidos de las drogas y
generalmente son excluidos de los productos farmacolégicos, sin embargo existen pocas
excepciones donde las dreas se sobreponen.

Habitualmente es aceptado que los biomateriales son productos sintéticos, hechos de
metales, polimeros y cerdmicas ~. De nuevo esto es una afirmacion amplia y es esencial

distinguir entre este tipo de materiales y los transplantes de 6rganos, ya que hay algunas
areas que se sobrelapan. Hay numerosos cjemplos de tejidos naturales y especialmente los
de coldgena, que son apropiados para la implantacién. En ciertas situaciones, éstos se
incluyen en la categoria general de biomateriales.

En general la definicién de biomaterial abarca todos los materiales no vitales que
son usados médicamente dentro, sobre o casi en todo el cuerpo y que estin en contacto con
tejidos diferentes a 12 epidermus.

Los aparatos o protesis totalmente implantados constituyen la categoria més obvia
de biomateriales. Entre éstos hay algunos usados en la boca para los tratamientos dentales Y
estdn localizados dentro del esmalte, en la dentina de la pulpa, o simplementc se dejan en la
mucosa oral. De manera similar ciertos dispositives anticonceptivos son colocados dentro

del utero y los lentes de contacto en la comea. Varios tipos de aparatos penetran la piel y



residen tanto fuera come adentro del cuerpo; otros son usados extracorporalmente en
instrumentos de asistencia como oxigenadores y equipo de hemodidlisis.
La biocompatibilidad es el término usado para describir el estado de los

acontecimientos cuando un biomaterial existe dentro del ambiente fisioldgico, sin que éste
afecte al cuerpo . Hay, seguro, una variedad de grades de interaccion v esta definicién

puede ser interpretada tan ampliamente como la de biomaterial. El término es interpretado

en un sentido amplio y zlguna interaccidon que se lleve a cabo es considerada como un
. . . o 3
factor potencialmente importante para biocompatibilidad ™.

Como ya se indico hay dos amplios aspectos de la biocompatibilidad: los efectos
sobre el material y los efectos sobre el tejido. Existe, mucha interrelacidn entre ello, por eso
a menudo un efecte adverso sobre el material por los fluidos fisiolégicos, provoca la
liberacién de particulas o substancias solubles que pueden ser Ia causa de una respuesta
desfavorable de los tejidos.

La biocompatibilidad es en gran parte debida al conjunto de interacciones quimicas
que se llevan a cabo entre el material y los fluidos corporales v la respuesta fisiolégica a
estas reacciones. Asi, la biocompatibilidad de los materiales metalicos es controlada per su
naturaleza quimica, o mas precisamente por las interacciones electroguimicas que resultan

de Ia liberacidn de iones metilicos, o en algunos casos, por particulas insolubles dentro del
tejido y el potencial toxico de éstas 4

La forma fisica de los implantes es un factor muy importante en la
biocompatibilidad. En el contexto de la carcinogénesis, por ejemplo, los materiales de los
cuales se desprenden particulas influencian la susceptibilidad al cédncer e infecciones

. . s . .
durante el tiempo que permanecen implantados ~. Las reacciones son dominadas per los

eventos iniciales a nivel molecular y ¢n la interfase material tejido, de modo que las
propiedades de superficie de un biomaterial son todas importantes. Asi por cjemple, la
naturaleza quimica de un material en el caso de los metales proporcionara cierios tipos de
oxido en su superficie que los protegera de la corrosion (capa de pasivacién)

En la biocompatibilidad de los metales, pueden intervenir muchos factores entre

cllos las reacciones anddica y catédica en cl proceso de corosién que involucra el



movimiento de electrones, por lo cual serd fundamental el estado eléctrico de un implante
qien 1
metalico
El potencial téxico de los iones metilicos es importante para Ia biccompatibilidad

de los metales implantados, ya que éstos liberan una cantidad de ellos que puede ser en
. 5 . . .
mayor 0 menor grado dafifna . Se sabe que cuando estos iones son [iberados por implantes

ortopédicos pueden afectar el buen funcionamiento de algunas actividades biolgicas.

También c¢s conocido que cualquier material a altas dosis puede ser nocive para el

3,6

orgamismo, en particular cuando se trata de iones metalicos

La corrosion de los implantes metalicos es el principal causante de la liberacién de

iones, los cuales se concentran en el tejido alrededor del implante o pueden dirigirse a la

. P N |
circulacion sistémica

Los tejidos humanos contienen pequefias cantidades de varios metales que son
esenciales para ciertos procesos fisiologicos y, si los metales implantados rebasan [a
concentracién local, sus iones pueden ejercer un efecto toxico. A menudo esta toxicidad es
producida por la interferencia de procesos enzimaticos, ya que el control homeostitico de
estos metales se puede saturar y es dificil eliminarlos, provocando una alta concentracion;
ademas trae como consecuencia competencia entre los metales esenciales y algunos elevan
su concentracidn, produciendo cambies en 1z polaridad de la membrana celular y por lo
tanto un desajuste fisiolégico que lleva 2 lz muerte de Iz célula (citotoxicidad). Por otro
lado, otros iones metalicos pueden cruzar la membrana nuclear Hegando hasta la molécula

de ADN, trayendo como resultado un desequilibrio en su replicacién y transcripcién,
generando células o tejidos con algin defecto a nivel genético (genotoxicidad) ~.

Se sabe que muchos iones metalicos liberados de implantes ortopédicos, pueden
afectar algunas actividades bioldgicas, como las funciones del sistema inmune o procesos
en los cuales estan involucrados los dcidos nucléicos que, generalmente requieren de la
participacion de iones metalicos para llevar a cabo la duplicacién del ADN y ARN. Estos
son esenciales para las funciones biolégicas a una concentracién, pero pueden ser daiiinos

6,

en otras concentraciones



EL ZINALCO

El zinalco {(aleacion de 76-82% Zn - 18-23% Al - 1.5% Cu) fue desarrollado por el
Dr. Gabriel Torres durante la década de los setentas y surge como resultado de varios afios
de investigacién 10

Las investigaciones sobre zinalco se iniciaron alrededor de 1973 en el Insututo de
Investigaciones en Materiales de la UNAM (IIMUNAM). Tenian por fin contribuir al
conocimiento del zinc y del cobre, materias primas nacionales con las que se realiza la
aleacién. Los estudios basicos de esta aleacién se mantuvieron con fondos del {IMUNAM
hasta 1979, afio en que el [nstituto recibi6 recursos provenientes de la Organizacién de los
Estados Americanos (OEA) para ¢l desarrollo de aleaciones basadas en zinc gue pudieran
usarse en substitucién del aluminio, del cual México carece y tiene que importar. Los
fondos que alcanzaron los 80 mil dolares por afio, permitieron avanzar rapidamente. En
1980 se expusieron los primeros resultados en un congreso sobre materiales y energia en
Reston Virginia EU, en el que se pudo apreciar que la idea de la nueva aleacidn era
novedosa y que no habia sido explotada hasta ahora. El proyecto prosiguié y para 1983 se

tenia un disefio del material que reunia las propiedades adecuadas para competir con el
.11
alurminio

De acuerdo a las propiedades fisicas del zinalco (ver tabla 1) esta aleacidn tiene un

intervalo de punte de fusién bastante amplio que va de 421 °C 2 480 °C, lo que permite
2
inyectar el material en los moldes en un estade cuasiliquido (en forma de liquido) 2

También esta aleacion funde casi con ¢l doble de rapidez que el aluminio y Lres veces mas
pronto que el bronce. La densidad de la zleacidn la coloca en una posicidn intermedia entre
el acero y ¢l aluminio, su coeficiente de expansién térmica es muy similar al del aluminio.
El bajo punto de fusién del zinalco, en comparacién con el aluminio, latén y bronce
permite ahorros considerables de energia, ya que éste requiere de 150 whikg mientras que

un mismo volumen de aluminio requiere de 400 whikg,



Tabla 1. Propiedades Fisicas del zinalco

Temperatura de fusion 420ad81°C

Densidad 5.4 glee
Madule elistico 110-130 G Pa
Conductivided eléctrica . 37 %
Conductividad térmica 37%
Coeficiente de expansion 25 pm/mm k
Color blanco grisdceo

El estudio de esta aleacién como biomaterial ha sido de gran interés debido a las
caracteristicas fisicas que presenta comno son la alta resistencia mecanica y a la corrosién
debido a la capa de dxido que se forma en su superficie, en la tabla 2 se muestra una

comparacién de las propiedades mecinicas del zinalco, el huso de fémur humano y

. . . . 13
diferentes aleaciones usadas como biomateriales,

Tabla 2. Propiedades mecinicas del hueso, zinalco y otras aleacicnes de uso
L. 13
ortopeédico

Cedencia  Esfuerzo miximo  Limite a Is fatige Modulo de Elongacién
En compresidn a la tensién 107 cycles fractura

Materiat

Nimm? Nimm® Nfmm?® GNm'* (%)
Fémur humano ase 13% - i7 23-34
Zinalco de fundicidn 350 410 - o 30-35
Co-Cr-Mo de fundicién 515 725 300 - -
316 LVM tetnplade 242 553 283 220 10
Co-Ni-Cr-Mo templado 316 898 340 - -
Co-Ni-Cr-Fe-Mo templado 276 600 - - -
TisAl-V tempiado 829 838 - - -

El zinalco usado para las pruebas de biocompatibilidad tiene 78 % de zinc, 20 % de
aluminio y 2% de cobre sus caracteristicas lo hacen apto para la elaboracién de una amplia
gama de productos mediante procesos convengionales de transformacién, incluso
biomateriales 12

La aleacién zinalco ha sido sometida a pruebas bioldgicas, tanto “in vitro” en
cultivos celulares como “in vivo™ implantdndolo en animales como ratas y perros. En las
primeras, la aleacidn zinalco se sometid 2 una prueba de citotoxicidad en linfocitos

humanes y los resultados no mostraron efectos téxicos, ya que el indice mitético en



presencia de las diferentes concentraciones de polvo de la aleacidn (5, 50, 200 pg/ml) fue
- C e , . 4
similar al de los linfocitos que no fenian polvo de zinalco ! .
También se han llevado a cabo pruebas de genotoxicidad en larvas de la mosca de
la fruta Drosophila melanogaster, a las que se les administrd en su alimento polvo de
i - . 15
zinalco, los resultados no mostraron efecto genotdxico en éstas

En ofros estudios “in vivo” realizados con ratas, la aieacion fue implantada y se
evalué dafio en los tejidos alrededor de los implantes a diferentes tiempos, para observar si
existia algin rechazo; los resultados mostraron que el implante fue tolerado y no hubo

16,17
sintomas de rechazo 5 }

§]



LOS IONES METALICOS EN EL METABOLISMO CELULAR
Elzinc

El zinc es un ion muy pequefio, tiene un radio de 0.65 A una carga electroquimica de
dos, se une a los aniones como carboxilatos y fosfatos atn si en el medio existen otras
especies. Los iones metalicos tienen alta afinidad por los electrones, el zinc difiere del
Mg?'+ ¥ Ca®* va que su afinidad electrénica es mucho mdés grande. Es considerado como un
acido fuerte de Lewis, por lo cual pueden unirse fuertemente a domadores, como por
ejemplo tiolatos y aminas.

Es el mejor catién bivalenie disponible para las funciones bioldgicas, debido a que

¢stas requicren de reorganizacion de 4tornos v reacciones rapidas, estos eventos pueden ser
. g s .18
llevados a cabo mas facilmente por el zinc ~ . Cuando se une a una enzima favorece su

actividad catalitica permitiendo unién al substrato mds rapido (en el caso de enzimas
digestivas); también tiene una gran carga localizada y alta afinidad electronica v es, por
consiguiente, un buen enlazante de grupos. Por esta razdn las enzimas con zinc pueden ser
usadas para unjr substratos con una selectividad mayor o menor, esto es de gran
importancia en los dedos de zinc que interaccionan con el ADN,

Dentro de los cationes bivalentes el zinc se parece mucho al calcio, tiene las
propiedades requeridas para regular o controlar jones uniéndose e intercambidndose
rapidamente, sus funciones son paralelas va que ambos son controlados tanto dentre como
fuera de la célula. Se encuentra a una concentracién mis baja que el calcio pero se une mis
fuertemente a proteinas y puede por lo tanto, ser usado como un control homeostatico en

muchos sistemas de reacciones, es simultineamente utilizado como un catalizador o
19
controlador

El ion zinc tiene las siguientes caracteristicas: Es el catalizador mas frecuente en el
citoplasma debido a que las enzimas que contienen zinc estin involucradas en una gran
variedad de reacciones enzimaticas como degradacién, transportacién, maduracion de otras
proteinas y sintesis de nucledtidos. Las enzimas digestivas de zinc son muy activas fuera de

las células o en vesiculas por ejemplo en ¢l caso de 1a regeneracion de la piel.



El papel estructural del zinc se extiende desde los microfilamentos hasta la organizacion

de cromosomas. El uso de este metal en las funciones reguladoras del ADN esta confinado
. 20 . C .
a los eucariontes ~ , se encuentra ampliamente distribuido dentro de los compartimentos

celutares donde podria ser un vinculo entre muchos controles v reguladores del
metabolismo.

Los diferentes usos del zinc en el espacio biolégico y sus posibles vias de ingreso y
expulsién en la célula se muestran en la figura 1, las cuales al parecer son reguladas por
diferentes proteinas que utilizan este metal para su funcién o para algunas funciones

metabdlicas.
Disponibilidad y concentracicn de iones de zinc libres

Los sistemas biolégicos son consumidores de energia. La economia energética es tal
vez el factor que mas determina cudles de los elementos disponibles sean empleados por los
sistemas biolégicos. El zinc estd parcialmente libre ain en agua marina y es considerado
entre los elementos traza de mayor disponibilidad, ain mis que el cobre, hierro, cobalto o
cadmio. La concentracién relativa de los iones zine dentro de la gran variedad de células
varia en condiciones normales desde casi 10° M en el citoplasma de muchas de ellas hasta
casi 10® M en algunas vesiculas. Se puede establecer que existe un mecanismo de bombeo
para mover los elementos en los compartimientos y las concentraciones elevadas de Zn se

ponen en movimiento tal vez junto con el calcio ya que se han encontrado evidencias de
. 21
que se regulan mutuamente (ver Figura 2) =,

Estas bombas, requieren unidn selectiva al zinc. Fn los fluidos extracelulares, este
metal puede ser bombeado adecuadamente hasta un nivel mas bajo que el intracelular 107
M pero, debido a que puede ser liberado de vesiculas, el nivel puede ser muy elevado
localmente por corto tiempo 18. En realidad, las concentraciones de zinc son altas en una
variedad de vesiculas de terminales nerviosas del cerebro y en particular en las fibras
Mossy del hipocampo. No se conoce por que el zinc estd presente en este lugar, pero una

interesante posibilidad es que su liberacién sobre estimula ayudando a la produccién de

. . 22
memeona por un periodo largo .



Seales
Membrana ZnP, de digestidn
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Mitocondria

ZnMT — Excrecién

1
Figura 1. Esquema de las diversas vias de estrada ¥ salida del ion zine 8.

Tipos de proteinas asociadas con zinc

Las enzimas son proteinas que tienen sitios activos, generalmente su estructura se
apoya en la forma B- plegada, la rigidez de estas estructuras ayuda a mantener la
especificidad de unién y la direccionalidad de ataque por centros Acido-base o redox. La
estabilidad del plegamiento también previene intercambios de iones metilicos de una
proteina a otra.

Hoy en dia debido a los andlisis de estructura cristalina de las proteinas, se sabe que
las enzimas con zinc estdn basadas en grandes extensiones de B- plegada excepto por una o

dos proteinas. La fuerza del plegamiento de esta estructura genera geometrias particulares
.. . . . . 23
en el sitio activo del ion metélico en estas enzimas

EI pliegue impone una geometria espacial al metal, la tensién e una enzima que

contiene cobre en vez de zinc crea una geometria rombica, mientras la que tiene zinc es un
. . b .. 18
tetraedro convencional. Por lo tanto el zinc en un componente de estabilizacién =~ (ver

tabla 3),



Metales en
soluciones fisiolégicas

el
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Figura 2. Muestra las diferentes interacciones que pueden Hevar a cabo los iones zinc
y aluminio en una bemba de calcio; en los puntos a y b el zinc se une al calcio para
dejar pasarlo o en su defecto pasar el propio zinc, el aluminio puede bloquear estas
interacciones ¢ incluso desestabilizar 1a membrana y las proteinas de membrana

22
puntoscyd .

Tabla 3. Principales pliegues de algunas proteinas que contienen zinc 18

»54’

Insulina, Zn A Anhidrasa carbénica, Carboxipeptidasa, A Metalotioneina a3,
$-100, Zn, Ca Zn. Zn. Cu, Zn, Cd,
Fosfolipasa ¢, Zn A Superoxidodismutasa, Apartato transcar-  o-factor 1A, Zn
Zn,Cu. A Bamilasa, Zn.
Alcohol dehidroge-
nasa, Zn.

B-lactamasa, Zn
*El sitio activo esta siempre asociade intimamente con B-plegada.
A Entrecruzamiento por el ion metilico o puentes disulfuro $-5.
© Plegamiento solo con 1ones metalicos unidos.

Cuando los grupos de enzimas atacan, el zinc puede tener una movilidad local
considerable en el sitio activo, a diferencia de las proteinas que transfieren clectrones, la

relajacion de la estructura iocal permite un mejor encendido y apagado de las reacciones de

. . . ., 24
substratos y productos, para que el flujo de la reaccién sea facil ~ .




Gracias a los datos cristalogrificos, se sabe que los metales en los sitios activos
actian como agenfes de entrecruzamiento de grupos tioles, usualmente cuatro, el zine
generalmente se puede unir a los grupos tioles de dos histidinas y dos cisteinas dando una
combinacion de cuatro ligandos. Esto es un doble entrecruzamiento o nudo y es encontrado
en proteinas intracelulares, por ejemplo alcohol deshidrogenasa. El entrecruzamiento puede

ser en parte, un reemplazamiento para los puentes disulfuro (S-S) ya que estos son
inestables por la reduccién Is. En este caso el zinc unido (entrecruzado) controla la

cantidad de proteina en la célula al estabilizarla de modo que permanece sin hidrolizar.
Hasta aqui, todo el zinc tiene una unién fuerte con una constante de unién = 10° M. En los

complejos de la msulina, el zinc es enirecruzado a esta proteina helicoidal en dos diferentes
4
formas, cada una a través de cadenas laterales de histidinas 2

Las proteinas descritas hasta aqui son altamente selectivas al 2inc, pero esto no es
verdad para las metalotioneinas las cuales son una especie de recogedor de iones metéilicos
pesados y Ia estructura de la proteina se adapta por si misma al ion metalico en particular en
la ausencia de estos ia proteina tienen un enroflamiento al azar. Las metalotioneinas, las
cuales solo se unen al zinc, cadmio o cobre formando una serie de vueltas hasta atrapar los

iones metilicos en dos tipos de unidades My y M; respectivamente formadas por un

. 25,26
tetraedro regular, tioles y donadores ' © .

El anélisis de las proteinas que no tienen actividad enzimitica llevan a cabo un
papel regulador de ciertas estructuras como por ejemplo el ADN, en especial ¢l de las
proteinas llamadas dedos de zinc, las cuales han sido encontradas cn eucariontes, en la tabla
4 se muestran algunas funciones de este tipo de proteinas que contienen zinc. Algunas de
estas proteinas se unen a sitios promotores de]l ADN pero otras son parte de enzimas
criticas y parece que tienen un papel estructural o de control, estas se unen a los Brupos
fosfatos de los nuclesdtidos que forman el ADN. El zinc estd en asas repetidas de proteinas

de algunos 30 aminoacidos, cuando la proteina esta libre del ADN, los dedos no estdn bien
estructurades y el zinc es ripidamente expuesto 27,18 (ver figura 3).

El ADN unido a los dedos de zinc presenta compuesto de residuos juntos en

secuencias, el cual probablemente altera los pliegues localmente y es requerido como un

27
control ~ ',



Tabla 4. Proteinas dedos de zinc 18

L L
IRy i
DAPRRA B A

Muchas unidas a
Regiones promotoras de ADN

Aspartato transcarbamilasa

Kinasa C

Receptoras de kormonas (Steroles, tiroxinas
etc.)

Sintesis de bases nucleotidicas

Seiialamiento critico sobre todo el ciclo

celular

Existen otras enzimas que tienen uno o més iones metalicos con diferentes
funciones como la fosfatasa alcalina en hueso, o las proteinas degradadoras de col4gena en
el tejido conjuntivo y piel, la 5 nucleotidasa y la fosfolipasa C, 1a primera requiere de dos

iones de zinc y uno de magnesio, la segunda dos iones de zinc v la Gltima de tres iones de

. 18,21
zine .
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Figura 3. Representacibén esquemitica de la proteina dedos de zinc 18

El zinc es probablemente uno de los principales iones reguladores del metabolismo
celular, debido a la naturaleza de su molécula y ala forma en que actia dentro de los
dedos de zinc, ya que al estar unido al ADN tiene ciertas propiedades, que hacen que éstas

proteinas logren un enlace estable y una dindmica apropiada con el ADN. Esto también se



logra en las proteinas que llevan a cabo la sintesis de aminoacidos, nucledtidos v del grupo
P .27
hemo las cuales también tienen zinc

El papel regulador del zin¢ intracelular depende de Ia concentracién de sus iones, ya
que es necesario para poder unirse a las proteinas, por ejemplo en los factores de
trans&:ripcién los cuales requieren de por lo menos 10 dtomos de zinc v, dependiendo de la

unién, desactivan o activan, este papel regulador incluso también se da en las proteinas que
. - 24
se unen en las regiones promotoras del ADN (ver tabla 5) .

Los dedos de zinc llevan a cabo oftra funcién muy importante, se asocian a
hormonas relacionadas con los procesos del desarrollo (tiroxinas y hormonas esteroides),
por eso una carencia de zinc afecta el crecimiento v la salud de varios tejidos (tejide dseo,

o . . 24,29
conjuntivo, reproductor, sistema inmune, etc.) .

La concentracion de los iones 25112+ s de gran valor en la homeostasis, debido a que
el control de ésta depende en gran medida del poder de la concentracién de los ipnes
metalicos, ademis de que la cantidad del zioe, asi como, la del cobre y cadmio, son
reguladas por las proteinas llamadas metalotioneinas, estas se pliegan de diferente forma de

acuerdo al metal al que se unen. Reconocen en especial a estos tres metales, cuentan con

. . . . 25,26
dos series de receptores para cobre y zinc y uno para cadmio .

Lo anterior da la pauta para considerar al zinc como control o controlador, como se
menciona anteriormente las metalotioneinas actiian en presencia de una concentracién alta
de iones metilicos, esto quiere decir que la presencia elevada de zinc provoca la sintesis de
esta proteina, asi como de los dedos de zinc. Esto ocurre al determinar la constante de unién
de iones zinc a las proteinas. Como se observa en la figura 4, el zinc se une a una proteina
en un estado inicial en que existe un determinado plegamiento (F1) y que puede ser
reversible. En la segunda etapa, donde la proteina ya tiene anclado el ion, el plegamiento es

més fuerte e ireversible (F2), esto sucede con la metalotioneinas, dedos de zinc yla

‘ . . . . . 18
aspartato transcarbamilasa que controla la sintesis de las bases para la sintesis de ADN .



ADN +Zn <> Zn proteina ADN {regulacion)

T
Sintesis - Proteina + Zn <> proteina pliegue (F1)Zn —» proteina pliegue (F2)Zn
i 4
Degradacion Incremento de estabilidad

- 4

Estabilizacién enzimatica

. R . . , 28
Figura 4. Diferentes etapas que pasa el zinc para unirse a una proteina

Con el descubrimiento del zinc en los factores de transcripcién, su papel en el
niicleo de proteinas cromosémicas (durante el proceso de la divisién), en la transcriptasa
reversa y en las ADN y ARN polimerasa, se observa que determina las velocidades de
reaccién de estas proteinas comprobindose su alto valor biolégico en las enzimas que

. . e oo 18,25
requieren velocidades de reaccion rapidas ~ .

El zinc debido a su caracteristica de 4cido de Lewis puede unirse a los enlaces

fosfodiester estabilizando a la molécula de ADN (ver figura 5), ademas también se asocia a
grupos polisacérido y péptido 9. En estas ultimas es importante para que las proteinas
peptidasas de zinc puedan ligarse a las hormonas péptido que destruyen o degradan ence-
falinas y otras hormonas dentro del cerebro, especialmente en la regién del hipocampo 22'

Son importantes las funciones intracelulares como las extracelulares llevadas a cabo
por hormonas para la fisiologia de todo el organismo(control homeostatico) via conexisn al
ADN, en especial todas aquellas que requieren unirse a proteinas que contienen los dedos

de zinc, los cuales conectan las hormonas al ADN, en la figura 6 se observan diferentes
: : . , 18
tipos de proteinas en las cuales el zinc actita como control y regulador .

El zinc también es usado en la sintesis de 4cidos nucleicos, en 12 enzima aspartato
transcarbamilasa, poniendo en evidencia que este metal estd involucrado en pasos

fundamentales en la sintesis biolégica de los polimeros como €l ADN.

14



Los dedos de zinc tipo C2H2 contienen un complejo de dos pares de cisteinas con

un ion zine, actilan como enlazadores de 4cidos y al parecer representan las mas amplias

. . - , . .30
proteinas moduladoras involucradas en el reconocimiento de los 4cidos nucleicos
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Figura 5. Estabilizacién gel ADN por cargas metalicas positivas que se unen 2 los
grupos fosfato ~.

Estudios de la interaccion de proteinas con el ADN por medio de cristalografia de
rayos X, seleccion genética y métodos computarizados han ayudado en el entendimiento de

como las proteinas reconocen sitios especificos sobre la doble hebra de ADN y como se

. T 1
unen las proteinas que regulan la expresion génica

Activadarar . Sinlesix de honmonas Polimerara (FRA]
\ @
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. . 18
Figura 6. Tipos de proteinas dende participa el ion zinc
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Los dominios de los dedos de zine contienen 30 aminoacidos, estos son otras de las

llaves para asociarse al ADN y son encontrados en una amplia familia de proteinas
. 27
regutadoras en eucariontes

Con la resolucién de la estructura de los dedos de zinc y su refacion con et ADN se
encontrd que contenia tres dedos de zinc, esta estructura reveld que cada dedo hace su
primer contacto con tres pares de bases en un subsitio del ADN. También se dilucidé la
estructura del complejo que contenia cinco dedos de zine en el gen humano de
glioblastoma. Esta estructura confirma la naturaleza modular de] zinc en las interacciones
de éstos con el ADN, pero también revela que las vardaciones en el acoplamiento de los
dedos pueden permitir diferentes contactos con las bases, ya que estin organizados de

forma modular y tienen ain desarrollo para reconocer diversas series de secuencias del

ADN 27, 31_

Los genes de la familia de los dedos de zinc codifican proteinas que contienen
unidades repetidas con una secuencia “concensus” caracteristica. Cada unidad plegada
alrededor de un ion zinc coordinado tetraédricamente p'or dos cisteinas o por dos pares de
cisteinas e histidinas. Los genes de los dedos de zinc (DZN) representan una de las mas
grande y diversas familias de genes encontrados en el genoma humano que codifican
reguladores transcripcionales los cuales se cree que juegan un papel en el desarrollo y
diferenciacion celular. Por lo tanto algiin problema en las mutaciones de estas proteinas

pueden provocar diversas enfermedades como transformaciones neoplasticas, rearreglos

. L 32,33
cromosomales, anomalias en la transcripcion ete. .

Velocidades de intercambio del zinc

Las velocidades de intercambio de los iones metdlicos de los complejos de las
proteinas, no son una caracteristica intrinseca de la fuerza de unién de su ion metélico, pero
son dependientes de la energia de plegamiento de la proteina. En el caso del zinc es muy
conocide que muchas enzimas que contiencn a este metal puedan ser separadas de las
células sin una pérdida significante del ion metilico, esto puede ser debido a la presencia de

al menos 107'° M de zinc libre en solucién, pero también se han encontrado proteinas en las



cuales el zine tarda mucho en intercambiarse, sobre tode en enzimas con estructura B-

plegada/hélice (ver tabla 5).

Tabla 5. Velocidades de intercambio de proteinas con zinc 18

Carbexipeptidasa N0,
Fosfatasa alcalina
sitio A N»0O3 80 84
sitio B N,0, 8.0 24
Proteina gen 32 SN 7.8 12
Galalctosidasa 4 Ss 7.8 12
S 7.8 1
Ss 78 0.75
Metalotioneina S, 70 ~1
Dedos de Zine S; H, 7.3 ~10

El zinc como un grupo catalitico en enzimas

En quimica orgénica e inorgénica el ion zinc es considerado como un buen aceptor
d{a electrones o acido de Lewis, con sus grupos polarizados se une v aumenta el poder de
ataque sobre una base o incrementa la probabilidad de ataque sobre el grupo unido al actuar
como un 4cido. Un ejemplo de este primer caso es la unién a la molécula de agua con la
cual llega a tener una unién efectiva con los grupos OH a un pH, que generalmente es de 9,
como en el siguiente modelo: Zn** (H,0) — Zn2+(OH') +H 34, lo cual significa que el
zinc como 4cido puede localizar y atrapar a los iones hidréxido (base), los cuales
posiblemente puedan atacar otras moléculas bioldgicas. Esta reaccién se lleva a cabo a pH

35,36
7 .

Enfermedades producidas por deficiencia o exceso de zinc

Este clemento es importante en 1a curacién de heridas. También funciona como un
antioxidante. Apresura la curacién de ilcera péptica y quemaduras. La dosis diaria

recomendada ¢s de 100 mg 37, 38.

17



Una deficiencia de zinc provoca anorexia; depresién del crecimienito; inmadurez
sexual; hipogonadismo, lesiones en la piel, hiperqueratosis, depresién de Ia respuesta
inmune, acrodermatitis enteropatica; efectos teratogénicos. Como se ha mencionado las
enzimas que contienen zinc estdn involucradas en la regeneracién de la piel, en la expresion

37,38,39

génica, en la recepcidn de hormonas, etc. -El zinc es relativamente toxico, a altas

dosis puede ser letal. El nivel normal del zinc en la sangre es de 7 mg/ml (0.1 M)y es

. . 539, 40
considerado t6xico cuando esta entre 150 a 600 mg/ml (2.24-9.17 M) 139 .

El cobre

{.a principal caracteristica del cobre dentro de las reacciones bioquirnicas, es que es

uno de los iones divalentes que se unen mejor a moléculas organicas debido a su afinidad

electrénica, tiene un radio aproximado de 0.65 A 18.

El uso mis comin del cobre es la transferencia de electrones, especialmente

asociado a enzimas oxidantes. Estos sistemas de transporte de electrones estin formados
- . Lo 41
por pequetias proteinas que transfieren electrones a los centros de reaccion —, algunas de

las proteinas de este tipo se enlistan en la tabla 6. El cobre también participa en muchas
funciones bioquimicas sobre todo en el exterior de las células, por ¢jemplo en la

finalizacion del tejido comjuntivo entrecruzando proteinas (ver tabla 7). Este metal esta

involucrado en la produccion de algunas hormonas, acarreador de O3, metabolismo de N/O
41

. 18
Tabla 6. Substratos de las enzimas que contienen cobre

s 2SR

Oxiﬁasas simples O, mis foleé, ;minas, ascorbto, iones ferrosos,
ete.

Citocromo oxidasa O; més citocromos ¢, a y a3.

Enzimas dxido nitrégeno NO, NO;-, N2O + agentes que oxidan y reducen.

Oxidasas especiales O; + protefnas o polisacaridos para entrecruzar.

18



Transporie y homeostasis

La deficiencia de cobre provoca un tejido conectivo muy fragil y participa en el
enfrecruzamiento de las proteinas del tejido conjuntivo.

El transporte del cobre que entra a circulacién sanguinea es controlado por la
albimina, la cual distribuye el cobre hacia el higado, en este sitio se une a cuatro donadores
nitrogenados uno de ios cuales es un péptido ionizado, por esta razén el higado es la fuente

L. . . 1
principal de muchas oxidasas que circulan en la sangre 8.

Dentro de la célula el cobre es mantenide a muy bajos niveles en el citoplasma, el
exceso es manejado por ligandos especiales: las metalotioneinas (MT), las cuales se pueden
unir a 7 dtomos de cobre en un complejo tiol y, a diferencia del zine, el complejo Cu-MT
puede ser excretado a través de vesiculas, mientras el complejo de Zn-MT puede
permanecer come amortiguador en el citoplasma. Al igual que el zinc, el cobre también
regula la produccion de 1a MT como ya se explicd anteriormente. La constante de union de

la metalotioneina zl cobre es muy alta de modo que el cobre no exceda una concentracién

de 10°"°M en las célutas %,

Velocidades de intercambio del cobre

Las velocidades de intercambio del cobre son generalmente muy bajas debido a su
fuerza de unidn a los ligandes, del orden de 10ls M, ademas éste se encuentra concentrado
prnncipalmente a nivel extracelular, en las proteinas transportadoras de electrones en la
superficie extemna de a2 membrana citopldsmica y es dificil que se pueda intercambiar. El
cobre se une en general fuertemente dentro de una proteina, que por lo regular p- plegada;

por lo tanto el intercambio es inhibido por la fuerza del plegamiento de la proteina, cxcepto

para la metalotioneina en la cual ¢l intercambio es rapido 18.
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Tabla 7. Enzimas de matriz externa que contienen cobre 18,41

Oidcmn |
Lisin oxidasa Entrecruzamiento de colagena y elastina.
Lactasa Entrecruzamiento via fenoles
Feno oxidasa Entrecruzamiento via fenoles
Amino exidasa Remueve aminas

Enfermedades producidas por deficiencia y exceso de cobre

Importancia: Necesario para la absorcién de hierro, ayuda a oxidar a Ja vitamina C,
trabaja también en conjunto con ésta para producir a la elastina, principal componente de
las fibras musculares de todo el cuerpo, ayuda 2 la formacién de eritrocitos; ayuda a la
creacidon y mantenimiento del hueso.

La deficiencia de cobre provoca en general: debilidad, deterioro de la respiracién,
inflamaciéon de la piel, amemia, ataxia, produccidn defectuosa de melanina ¥
queratinizacién, dafios en la estructura de la piel, todo esto debido a que el cobre participa

en las enzimas oxidantes involucradas en la sintesis del grupo hemo, y en el
entrecruzamiento de }a elastina y la colagena en el tejido conjuntivo 18

Por el contrario un exc‘eso provoca necrosis del higado, enfermedad de Wilson e
hipertension, esto debido a que el higado es el receptor principal del cobre 40. Su njvel

normal en la sangre de humanos es de 1.01 mg/ml (0.015 M) y es considerado téxico

cuando se rebasan los 250 mg/ml (3.93M). La dosis diaria recomendada en 1a dieta es de

0.5a0.6 mg 1,18, 40.

El Aluminio

El aluminio es considerade un elemento no esencial. Al parecer 1a tnica funcién de
éste se encuentra en el metabolismo de la accién de la succinil deshidrogenasa y en la Y-

: . . s . 40
aminolevulnato dehidrasa (involucrada en la sintesis de porfirinas) ~ .
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Quimicamente los altos estados de oxidacién de los elementos pesados son a

menudo anfotéricos, una propiedad que generalmente es ilustrada con este elemento en el

. . . - 18,22
estado trivalente y asociado con el cambio quimico de metal a no metal > -,

AP+ 40H & [Al (O]

En la reaccién anterior el aluminio puede actuar como catién o anion, apareciendo
como AP* en iones complejos con muchos donadores organicos dependiendo del pH.
Existe la posibilidad de que el AP o el [AIOH]2+, pueda ocupar varios sitios del Mg2+ en
vatias clases de células. Esto ocurre en los sitios de Ia fosforilacién de las tubulinas,
algunos creen que esto es la causa de la enfermedad del sistema nervioso llamada
Alzhetmer, pero evidencias recientes no apoyan esto. Mas bien la enfermedad se da por
cuestiones genéticas.

Se conoce poco del aluminio ya que al no ser un elemento esencial puede interferir
con procesos bioquimicos “in vivo™ interaccionando con moléculas que contienen fosfatos.
Por lo se contreola, para evitar que entre a los sistemas bioldgicos, aunque existe la
posibilidad de que esto no suceda. La toxicidad se presenta solo a altas dosis. Ademas la
asociacion del aluminio con la enfermedad de Alzheimer es mas bien, debido a un defecto

genético preexistente en la barrera macroencefilica que deja pasar preferencialmente este
13
metal .
La forma idnica del aluminio tiene una alta afinidad por el ADN, ARN y muchos
. 43 - .
mononucleotidos . Un excese de .Al3+ puede elevar la probabilidad de que éste

interaccione con los grupos fosfatos del ADN o ARN y con el entrecruzariento de
proteinas. Se puede esperar que los cambios en la fosforilacién de las proteinas produzean
tubulina aberrante.

La absorcién y distribucién del aluminio es lenta y se va acumulando
principalmente en hueso y en células reticuloendoteliales. El nivel normal de aluminio en
la sangre es de 0.39 mg/ml (0.014 M) se considera téxico cuando alcanza una

concentracién de Sg/ml (0.18 M). La dosis recomendada en la dieta diaria es de 2.45 mg/ml
1,18,40
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EVALUACION DE LA CITOXICIDAD (INDICE MITOTICO Y CINETICA DE
PROLIFERACION CELULAR)

Ciclo celular

Una célula eucarionte no puede dividirse en dos y estas a su vez en cuatro, etc. al
menos que lleve a cabo dos procesos alternos: duplicar su genoma (ADN) en la fase S (fase

de sintesis) del ciclo celular y dividir en dos este genoma durante [a mitosis (fase M), El

periodo entre M ¥ S ¢s llamado G1; y entre S y M es G2 44,45

Asi, el ciclo celular consiste de:
Gl=crecimiento y preparacién de los cromosomas para la replicacién, S= sintesis de ADN

(y centriolos), G2= preparacion parz la mitosis y M= mitosis

Control del ciclo celular

El paso de una célula a través del ciclo celular es controlado por proteinas en el
citoplasma. Las principales en células animales son: Las ciclinas, de las cuales hay tres
grupos: ciclinas G1, ciclinas de fase § y ciclinas de fase M. Su nivel en ta célula se
incrementa o decrece de acuerdo al estado del ciclo celular. Existen otras proteinas
llamadas ciclinas dependientes de kinasas (CDKs) donde también hay tres grupos: CDKs de
G1, CDKs de fase S y CDKs de fase M Su nivel en la célula permanece muy estable, pero
cada una puede unirse a una ciclina apropiada (de las cuales fluctiian su nivel) para ser
activadas afiaden grupos fosfato a una variedad de substratos de proteinas que controlan el
proceso del ciclo celular. Existen ademds los complejos promotores de anafase (APC) y

olras enzimas proteoliticas, las APC degradan ciclinas mitdticas 46_

Pasos del ciclo celular

Un incremento del nivel de la ciclina Gl indica a la célula que se prepare para la

division de los cromosomas (replicacién), mientras un aumento en los niveles de los
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promotores de la fase S preparan a la célula para duplicar su ADN y sus centriolos. Al
tiempo que continua la replicacion del ADN, una de las ciclinas compartida por las CDKs de

la fase G1 y § (ciclina E) son destruidas y comienza a incrementarse el nive! de las ciclinas

mitoticas legando a su maximo en G2 47 (ver figura 7).

()= Cichna

Figura 7. Regulacién del ciclo celular s,

Transcutrida la fase G2 el factor promotor de fase M (el complejo de ciclinas
mitdticas con las CDKs de fase M) inician el rompimiento de la envoltura nuclear y el
ensamble del huso mitdtico en la profase, la condensacién de los cromosomas en la
metafase celular dentro de la etapa de mitosis (M), en este punto, los factores de promotores
de fase M activan al complejo promotor de la anafase, el cual separa a las cromitidas

hermanas en la placa metafasica y destruye las ciclinas de la fase M, ademas enciende la

6, 4

. . - Co . 46, 47 .
sintesis de las ciclinas Gl para el siguiente ciclo celular . Muchas veces una célula

puede dejar el ciclo, temporal o permanentemente, existe este ciclo en G1 y es llamado GO.
Una célula en GO es a menudo Hlamada quiescente, con frecuencia las células en GO son

nombradas diferenciadas y nunca entran de nuevo al ciclo celular pero Hevan a cabo sus
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funciones normales dentro del organismo hasta que mueran, Para otras células GO puede ser
continuacion para reentrar en el ciclo celular. Muchos de los linfocitos en la sangre humana
estan en GO, sin embargo, con una apropiada estimulacion “in vitro™ pueden ser activadas e

ingresar al ciclo (en G1) y seguir las diferentes etapas, las cuales se pueden llevar a cabo

. 15,47, 48
varias veces .

Replicacion del ADN

Antes de que una célula pueda dividirse, debe duplicar su ADN. En eucariontes esto
ocurre durante la fase S y se llevan a cabo los siguientes pasos: una porcién de la doble
hélice es desenrollada por una helicasa, una molécula de ADN polimerasa se une a una

hebra del ADN y comienza a moverse en direccién 3'a 5, uséndola como molde para

ensamblar una hebra principal o conductora de nucledtidos que reforman Ia doble hélice 3

debido a que la sintesis del ADN solo puede ocurrir 5°a 3°, una segunda ADN polimerasa es
empleada para unirse a la otra hebra patron que lleva la direccién contraria 3'a 5° (la hebra
retrasada), esta polimerasa sintetiza segmentos discontinuos de polinucledtidos (llamados

fragmentos de Okasaki). Otras enzimas como la ligasa pegan estos fragmentos (ver figura 8)
44, 45

Velocidad de la replicacion

El promedio de pares de nucledtidos que contiene el cromosoma humano es de 150 x
10% los cuales son copiados a una velocidad de 50 nucledtidos por segundo, este proceso
podria tomar un mes pero debido a la caracteristica de que el genoma humano tiene muchos
origenes de replicacién se lleva a cabo aproximadamente en una hora. La replicacion
comienza al principio de la fase 3 donde sclamente existen algunos origenes de replicacion y
estos van incrementandose conforme avanza la fase. Los diferentes origenes de replicacion

también son llamados replicones o burbujas de replicacion las cuales a medida que avanzan
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se encuentran unas con otras y se fusionan formando finalmente dos moléculas de ADN de

doble hélice (ver figura 9) 45 4°.

DNA polizasvaza

Figura 8 Horquilla de replicacién durante )a fase S, esta es la zona donde se generan
45
los ICH .

Mitosis

Cuando una céhila encarionte se divide en dos, cada célula hija o progenitora puede
recibir una seric completa de genes (para células diploides, esto significa 2 genomas
completos, 2n), también recibe un par de centriolos, algunas mitocondrias y algunos
ribosomas, mds una porcidn de reticulo endoplasmico y tal vez otros organelos esto a veces
no requiere de gran precision, pero para asegurarse que cada célula obtenga dos series de
genes iguales requiere de ésta, debido a la gran cantidad de ADN compactado en los
cromosomas, el cual se tiene que replicar sin errores para no crear dafio. Esto lo resuelve la
célula condensando los cromosomas en estructuras compactas v distribuir esta igualmente

entre las dos células hijas. Estas tareas son acompaiiadas por la mitosis que es el proceso
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que distribuye uno de cada cromosoma duplicado a cada célula hija, es conveniente

considerar al proceso en 4 fases {(Profase, metafase, anafase y telofase) 44,45, 48.

Replicones ‘

Figura 9. Se muestran zonas de replicones que es la forma que utiliza el ADN
para replicarse mas rapido y son zonas de probable generacién de ICH 45.

Control del ciclo celular

Existen genes que codifican componentes para los puntos de controt dei ciclo celular,
los cuales son posiciones que aseguran el orden de Jos eventos en el ciclo celular e integran
la reparacién del ADN con Ja progresion del ciclo. La realizacion del ciclo celular requiere
de la coordinacidn de una variedad de sintesis, ensambles, movimientos de macromoléculas

50 .
. Los cromosomas deben ser replicados, condensados, segregados y descondensados

El huso polar debe ser duplicado, separado y migrar a los lados puestos del nucleo. La

coordinacion de estos procesos complejos se piensa que son llevados a cabo por una serie de
cambios (transiciones de fase) en las ciclinas dependientes de kinasa (CDKs) 5]. La forma

activa de las CDKs son complejos de al menos dos proteinas, una kinasa y una ciclina y a
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menudo contienen otras proteinas que todavia no se comprenden con exactitud su funcion.
Estos complejos sufren cambio en fos componentes de kinasa y ciclina que se cree que
manegjan el ciclo de un estado a otro. De acuerdo a esto el estado del ciclo celular es

determinado por la constelacion de proteinas activadas o desactivadas por fosforilacion

como resultado de la actividad de las CDKs durante este estado 46, 51.

El paso de un estado a otro del ciclo celular es regulado fuertemente por la
abundancia de los controles que actilan sobre la transcripcion de los genes de ciclinas, la
degradacién de proteina ciclinas y la modificacion de las subunidades de kinasa por
fosforilacion. Un nimero de curvas de reaccién positivas y negativas contribuyen al avance
del ciclo celular. Los controles negativos sobre el progreso del ciclo celular son ejercidos
durante el desarrolio, diferenciacion, senesencia y muerte celular. Estos controles juegan un
importante papel en la prevencién de tumores. En muchos casos, el amesto de la
proliferacion celular toma lugar bajo circunstancias en las cuales la integridad del genoma ha

sido dafiada y falla el arresto de la proliferacion liberando células con una alto grado de
inestabilidad de su genoma que a la larga pueden producir cancer 46. Como se ha

determinado el ciclo celular involucra muchos factores en los cuales puede ser dafiado y para
determinarlo indirectamente, ademas de la prueba de microniicleos, aberraciones
cromosémicas e ICH, existe la medicién del indice de replicacion y mitotico, la cinética de
proliferacion celular, los cuales pueden ser medidos simultineamente con Ja prueba de ICH,
ya que gracias a su técnica de tincion se puede detectar células que han llevado a cabo uno,
dos o hasta tres ciclos de replicacion y al mismo tiempo hacer el conteo de células en
interfase o mitosis,

Las pruebas a la que son sometidos los materiales que se pretenden usar como

biomateriales deben proporcionar un mejor entendimiento de la interfase entre o bioldgico y
. . . - 52 ,
el biomaterial (hospedero-implante) generalmente evaluando dafio celular ™, esto se evalia

por medio del indice mitdtico y la cinética de proliferacién celular o indice de replicacion

celular,
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EVALUACION DE LA GENOTOXICIDAD (ICH}

En las sociedades actuales, los seres humanos estamos expuestos a una gran
cantidad de agentes fisicos y quimicos que potencialmente pueden interactuar con su ADN
provocando mulaciones, es decir, cambios estructurales o numéricos en esta molécula. Si
estas alteraciones se producen en células germinales v existe la posibilidad de que la
descendencia de los individuos afectados manifieste anomalias hereditarias. Por otro lado,
st las células afectadas son las somaticas es probable que las personas directamente
expuestas desarrollen algiin tipo de céncer.

Las evidencias més directas para detectar agentes mutagénicos y/o carcinogénicos
provienen de estudios epidemioldgicos. Sin embargo, este tipo de investigaciones son muy
costosas y los resultados que se obtienen son retrospectivos, ya que, se observan solamente
después de que las poblaciones han estado en contacto con un agente determinado. Por esto
desde hace algunos afios se han buscado sistemas biolégico§ que, “in vive” o “in vitro”,
sean capaces de predecir el potencial mutagénico y/o carcinogénico de agentes fisicos o

quimicos a los cuales los seres humanos estan expuestos accidental, ocupacional o
- 43 4 . L. . . . .
terapeuticamente . Los métodos citogenéticos para identificar la accién de agentes qui-

micos sobre los cromosomas pueden involucrar la medicién de alteraciones cromosdmicas,
intercambio de cromatidas hermanas (ICH) o micronécleos.

Para detectar ios efectos genotéxicos provocados por la gran variedad de mutigenos
tanto fisicos como quimicos con los cuales interactua el hombre y evaluar el resgo que
representan para la salud de éste, se han desarrollado diversos sistemas de prueba que
incluyen bacterias, hongos, plantas y animales. Uno de los mas dtiles para determinar ¢l
efecto tanto "in vivo" come “in vitro” es el cultivo de células humanas v de éstos, el de

linfocitos de sangre perifénca es uno de los mdis usados, debido a que tiene ventajas como
., . 33 . . . .
la obtencién de poblaciones numerosas ~ . Ademéas son células esenciales en la fisiologia

del sistema inmune. Una caracteristica comim para la mayoria de los linfocitos es la
activacion, la cual es necesaria para que lleven a cabo su proliferacién ya que estos

permanecen en estado GO sin dividirse, por consiguiente si tiene alguna lesién o dafio en su

, . . 10 cpp
ADN este pemanece por dias e incluso mas tiempo . La sangre periffrica humana
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contiene una fraccion grande de linfocitos (aproximadamente 1- 4.5 X 10%/mm?). Son
células mononucleadas con una estructura y un nimero estable de crormosomas, ficilmente

pueden ser estimulados para que proliferen al agregar al medio de cultivo un agcnte'mito-
génico apropiado como por ejemplo: la fitohematoglutinina 54. El tiempo del ciclo celular

de los linfocitos es similar enire diferentes individuos, ademas de ser ficiimente obtenidos.
Por todas estas razones, la prueba con linfocitos proporciona un buen modelo experimental

. . e - . 54,55
para analizar el posible dafio celular y genético inducido por un agente dado .

El intercambio de cromatidas hermanas ([CH) ha resultado ser una prueba de
genotoxicidad rapida y sensible, puesto que se induce con concentraciones hasta diez veces
menores gue las requeridas para producir alteraciones cromosdmicas y ofrece un método
adecuado para la deteccion de los mutdgenos ambientales 56, 57. En ia tabla 8 se muestran
las ventajas y desventajas de este método. El ICH puede ser estudiado tanto “in vitro™ como
“in vive™, para detectar dafio cromosomiceo inducido por concentraciones bajas de agentes
quimicos, la cual revela la induccién de alteraciones en el ADN o en la cinética de
proliferacién celular. Esta prueba es usada como un indicador de posibles efectos o dafios
mutagénicos; facilmente detectable cuando es incorporade un analogo de la timidina la 3-
bromodesoxiurudina (BrdU) en el ADN 58. La técnica de ICH basada en el empleo de la
bromedesoxiuridina permite identificar inequivocamente los cambios en las cromatidas
hermanas en metafase que han tenido dos ciclos de replicacién del ADN en la presencia de

esta substancia. En varios laboratorios se ha demostrado que los ICH, son indicadores

. , . . 9
sensibles y reproducibles del dafio al ADN provocado por agentes quimicos o fisicos 3

Significado Biologico de los ICH

Desde el punto de vista molecular el ICH es un fendmeno que implica trans-
posiciones simétricas de ADN de doble cadena equivalentes entre las dos cromatidas de un
mismo cromosoma. Los estudios que se han llevada a cabo han mencionado que ¢l proceso

de ICH requiere de que la célula pase por la etapa de sintesis (S) del ADN y se ha sugerido
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que es durante o inmediatamente después de que se ha formado Ja horquilla de replicacion

cuando se Heva el intercambio de doble banda entre las cadenas de ADN 60.

Tabla 8. Las ventajas y desventajas de usar {a prueba de ICH

% S i

a) Es excelente para detectar agentes que producen aductos a) Poco sensible para mutigenos que inducen rupturas dobles
en el ADN. b) El desconocimiento de su significado biokigico.
b) Es muche mds seasible para determinar mutigenos C) El d
quimices que € métedo basado ca €l anilisis de

5
aper &r

de la correlacién de ICH con el mimero
de lesiones.

d) Et efecto sinérgico o aditive que puede temer la BrdU

Wi vive™ Win  vitro®
0) Hay ensayos tanto “in vivo™ como “in vitro” para respecto 8l mutigeno.

evidenciar tanto mutigenos directos come indirectos, €
decir, gue requieran o no de activarion metzbdlica.

d) Es un método relativamente ripido.

e) Los sistetnas “in vivo” permiten el anilisis en tejidos
diversos incluyeado células germinales.
f) Existen sistemas en organismos diversos incluyendo plantas

¥ animiales no mamiferos, los cuafes pueden ser usados
como itores ambi les de toxi

g) Este ensayo puede ser usado en poblaciones humanas.
h) Existea pocos falsos positives,

Si bien, aiin no se conoce el significado bioldgico de los (CH, el hecho de que se
hayan visto en las células de todos los organismos estudiades, sugiere que estos son un
fendmeno comun y fundamental en las células o1 Puede ser posible que el fendmeno de
los ICH sea la consecuencia de un proceso que permite a la célula dividirse, ain en
presencia de lesiones en su ADN; de ser asi puede existir alguna correlacién entre el
fenémeno y la mutacién 62

La replicacion y segregacion del ADN es semiconservadora v cada cromosoma
eucaridntico estad compueste por un diplex sencillo de ADN. En consecuencia, la incor-
poracion de [a BrdU en el ADN es exitosa y esta se va incorporando cada vez mas confor-
me pasan més ciclos de replicacién y se puede observar al microscopio dptico nsando las
técnicas de coloracién apropiada en esta caso la técnica que se utiliza es la de fluorescencia
mas Giemsa (FPG) 63. Cuando se emplea Giemsa para tefiir cromosomas que estuvieron en
contacto con BrdU se ve una débil diferenciacin entre las cromatidas hermanas. Ademas el
contraste con Giemsa, se incrementa mds si la tincidn con este colorante es precedida por

33258 Hoeschst, ¢l cual ofrece una imagen Gptica que se desvanece con rapidez v obliga a
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la observacién reiterada, seguida posteriormente de iluminacién con luz UV por distintos

periodos ya que produce una reaccidn de fotélisis en el ADN doblemente sustituido con
63 .. . ,
BrdU . La BrdU afectz el decaimiento de los fluorocromos por lo menos cinco veces, ésta

aumenta la afinidad de union del colorante con el ADN. Las cromatidas menos substituidas
{0 sin substituir} se colorean fuertemente en comparacion con las mas substituidas, esto se
observa cuando las células han pasado por un ciclo de replicacion donde los cromosormas
en ambas cromifidas estdn unifilarmente substituidas, por el contrario cuando pasan dos
ciclos los cromosomas se encuentran con una cromatida unifilarmente substituida y la otra
bifilarmente, observindose la heteropicnosis (tincidén diferencial), para un tercer ciclo se
encucntran cromosomas parecidos a los de segundo ciclo, pero ademds se ven otros
totalmente substituidos, tal como se ve en las fotografias obtenidas en este trabajo (ver
figuras 10, 11, 12). Mientras que en la figura 13 se muestra la forma en la que se produce
un JCH en los cromosomas.

Desde el descubrimiento de los ICH se han propuesto varias hipdtesis para explicar
los mecanismos de su formacidn, el mas aceptado hasta el momento estd explicado en la
hipétesis propuesta por Painter 64. Este modelo se basa en la posibilidad de que los
rompimientos de doble hebra de ADN ocurran frecuenternente en las conexiones de zonas
de duplicacién o replicones adyacentes durante la replicacion 6 (ver figura 8 y 9). Este
principio estd apoyado por la evidencia de que ciertas enzimas, las topoisomerasas, inducen
y reinen fragmentos rotos. Agentes como la mitomicina-C (MMCY), el benzo (a) pireno y la
luz ultravioleta inhiben la sintesis de ADN, por bloqueo de la elongacion de la cadena y sus
efectos se encuentran en varios estadios de la duplicacién, de modo que estos agentes, que
reducen la velocidad de desplazamiento de la horquilla de replicacidn (ver figura 8), pueden
generar una disposicién en donde existan cuatro extremos libres {dos nacientes y dos
paternos) de un grupo de replicones completamente duplicados. Estos pueden estar

opuestos a los dos extremos libres (ambos patemos) del replicdn adyacente que se

. . 64
encuenira parctalmente duplicado
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Figura 7. Metafase de primer ciclo, ambas cromédtidas estin unifilarmente
substituidas y por eso se tiften fuertemente

i S 4

Figura 8. Metafase de segundo ciclo, se observa perfectamente la heteropicnosis y2
que una de Ias cromitidas esta doblemente sustituida, [a cual se observa
con una fincién mas débil, 1as flechas indican algunos intercambioes.

Figura 9. Metafase de tercer ciclo, aqui se observan cromosomas que tienen ambas
cromitidas bifilarmente substituidas.
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NORMAL CON INTERCAMBIOS

Primer ciclo de replicacién en presencia de S-Bratl!

i
il .

M

Segundy ewlo de replicacion en presencia de 3-Brd

Gl

Bitilarmente sustityida S

Unifilarmente sustitulda
a-m
IR o
Irtercamblo intersticial
H H M lmcwnmbiodiuml\H "

Figura 13. Mecanismo de 1a produccion del ICH durante el ciclo celular y Ia
replicacion del DNA, durante dos ciclos de divisién en presencia de 5-BrdU.
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Esto conduce a la conexién entre grupos de replicones en los cuales un segmento
duplicado se encuentra al lado de un segmento no duplicado. Se sugiere que los

rompimientos de la doble hebra de ADN en estas conexiones son formados y reunidos por
la accidn de las topoisomerasas I y 11 que existen en las células de mamiferos &

Ocasionaimente, en lugar de una reunion normal, ¢l rompimiento es sellado por la
reunidn de bebras hijas de una molécula replicada a la molécula no replicada (ver figura
14). Por lo tanto, el ICH es iniciado cuando las hebras hijas nacientes de un grupo de
replicones duplicados se combina con hebras paternas de un grupo parciaimente duplicado
y €l ICH se termina de crear cuando estos dltimos grupos completan la duplicacion. Este
imtercambio requiere de un solo evento: el rompimiento de la doble hebra; esto es

consistente con los datos que sugieren que la formacidn de los ICH es una funcién lineal

56, 62

con la dosis del agente

Ongenes, de & 20
/ \ QEK' DNA
i P —T 3
Zona dafiada ’

* Zona con intercambio

Figura 14. Forma en que probablemente se produce un ICH cuando existe un daiio
en ¢l ADN 45.



CITOTOXICIDAD ¥ GENOTOXICIDAD DE LOS [ONES METALICOS.

El modo de accidn de los metales a nivel celular es diverso. Pueden afectar el
sistema de membranas, cambiando la permeabilidad de 1a merabrana celular o mitocondrial,
lo cual puede perturbar el mecanismo energético de la célula, decrecer la estabilidad de la
membrana lisosdmica, 10 cual dafiaria la funcién 'celular al liberar las hidrolasas acidas. A
escala molecular, los metales pueden interactuar con proteinas provocande su desna-
turalizaci6n, precipitacién, efectos alostéricos o afectar en la sintesis de éstas.

Alternativamente los metales pueden unirse a los dcidos nucleicos y alterar la

conformacién nucleoproteica: ambas actividades pueden afectar la division celular y la

. . 9212
estructura y comportamiento del aparato genético 52129

Los efectos citotéxicos de los metales han recibido y siguen recibiendo considerable
atencién debido a que algunos de éstos se han identificado como carcinogémicos y
teratogénicos. Los metales que cansan dafios genotoxicos son a menudo carcinogénicos.

La aceion sobre el ciclo celular y la induccién de anommalidades cromosémicas
forman importantes criterios para la identificacion de dafio en sistemas genéticos 5 Las
alteraciones en la divisién celular pueden llevar a un incremento en la mitosis, una accidn
mitogénica 0 mas frecuentemente una reduccion en la frecuencia de division ¥ También

esto estd relactonado con un efecto sobre el huso mitético, provocando que se retrase la
divisién o un desbalance en la separacion de los cromosomas. Los cambios en los
cromosomas pueden involucrar alteraciones en el nimerc de ellos, en su estructura o en
ambos, Los agentes que causan rompimientos o intercambios de segmentos de cromosomas
son Hamados clastogénicos.

Los efectos clastogénicos de los metales pueden ser modificados por factores
externos, como la nutricion, presencia de otros metales o otras substancias quimicas tdxicas
en ¢l medio ambiente. La actividad clastogénica también es alterada grandementc, cuando

s¢ usan combinaciones con otros metales, ya que pueden provocar efectos antagénicos,
L o . 67
sinérgicos, aditivos, depresivos, etc.

Los dafios sobre los cromosomas pueden o no ser directos debido a la interaceidn

con ¢l ADN o no, pero pueden crear condiciones que favorezcan el dafio mitdtico. Los
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metales pueden interactuar con los ligandos de azufre en el citoplasma y cambiar la
viscosidad del plasma, provocando anormalidades como dafio en el huse mitético. Los
metales también pucden formar complejos quelantes con grupos ciclicos u otros metales.
De acuerdo a algunos datos disponibles sobre los efectos clastégenicos de los
metales y sus compuestos sobre los organismos superiores, se indican algunas tendencias
generzles, por gjemplo: la exposicién a dosis crénicas o subcrénicas decrece el indice
mitdtico e incrementa ¢l mimero de aberraciones cromosdmicas, estos efectos son

directamente proporcionales a Ia dosis y a la duracién del tratamiento, ademas afectan como
. vl ; .
agentes S dependientes 7 Los efectos dependen de ciertos factores, incluyendo el modo y

vehiculo de administracién, la forma de administracion, ¢l sistema de prueba usado, la
velocidad de desintoxicacion, distribucion y retencidn en los diferentes tejidos, interaccion
con sustancias enddgenas o exiernas al organismo, asi como el modo de accidén con las
macromoléculas biolégicas 67,66

En los marmiferos, 1a actividad clastogénica de los metales dentro de cada grupo de
la tabla periddica es directamente proporcional al mcremento del peso ardmico,
electropositividad y solubilidad de los catibnes metilicos en agua y lipidos. El efecto
dafiino de los metales sobre los organismos vivos puede ser observado en el ambito
histoldgico, celular y subcelular, o a escala molecular y son modificados por un nimero de
factores variables, incluyendo el estado de salud del organismo §

Acerca del control homeostatico para los distintos metales zine y cobre se sabe que
su concentracion es controlada por las metalotioneinas que son proteinas que tienen sitios
especificos para unir zinc y cobre, de esta forma son expulsados de la célula 1826 En el
cas¢ del cobre este debe ser eliminado fuera de la célula ya que, no es comin en el interior
de estas y en caso de entrar hasta el nicleo puede provocar desordenes en |a replicacion del
ADN al unirse a los puentes de hidrégeno que constituyen los nucledtidos ® Para el caso de
zZinc este puede tener varias vias una es que sca tomado por las metalotioneinas y que
permanezea en el interior celular para que se utilice en alguna funcién o puede ser

. . - . N £
expulsado a través de vesiculas si este rebasa la concentracion permitida . Para el caso del

aluminio la concentracién normal como se obscrva cn la {abla 18, es mas baja que parz el
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cobre y el zinc, esto debido a que no estd involucrado en ninguna via metabdlica y no es un
elemento esencial, ademds de que su velocidad de absorcidn es muy lenta, su tnica funcién
se encuentra en el metabolismo de la accién de la sucinil deshidrogenasa y en la Y -
aminolevulnato deshidrasa {involucrada en la sintesis de porfirinas) 9

Se han descrito resultados contradiclorios acerca del dafio provocado por el zinc,
aluminio y cobre tres metales que son importantes analizar debido a que la aleacién
utilizada en este trabajo esta compuesta por estos tres.

Por ejemplo se ha demostrado que el ion zinc induce proliferacion de linfocitos T de
tatén, al estimularios entrar al ciclo celular a una concentracion de 100 pM (0.1 x 1o M), a
la cual se ha demostrado que recuperan su crecimiento y longevidad. Esto es debido a que
los linfocitos tienen un sitio receptor de zinc en una proteina de membrana llamada Thy-
1.2+ y probablemente existen varias de estas en humanos™ . Por otra parte también en la
literatura se encuentran datos en los cuales se deseribe que ¢l zinc 2 una concentracion de

0.03 mg/mi (0.461 x 107 M) en cultivo de linfocitos humanos induce huecos cromatidicos,
rompimientos y decrece el indice mitdtico de manera dosis dependiente 8,

El acetato de zinc (7.0-21.0 pg/ml) induce aberraciones cromosémicas y poliploidia
en linfocitos humanos expuestos durante la fase G,. El clorure de zinc fue téxico para el
cultivo de linfocitos humanos 2 una concentracion de 3 x10° M. Asimismo fueron
reportados cromosomas dicéntricos a bajas concentraciones (3 x 10° M) de ZnCl,

agregadas al tiempo cero, permaneciendo durante todo el tiempo de cultivo 87 Con respecto
al ion zinc, se menciona que en cultivo de linfocitos humanos a una conceniracion de 0.03
mg/ml (4.16 x 10 puede formar huecos cromatidicos, rompimientos y decrece el indice
mitotico de manera dosis dependiente.

En las aberraciones numéricas estd involucrada la perturbacién en el huso, indicando
la estrecha afinidad del metal a los grupos tiol, ya que el zinc es el metal mas efectivo para
despolimerizar ARN. Los iones zinc pueden roraper las uniones fosfodiester, ademas de ser
sclectivo, ya que se une a las uniones fosfodiester de los nucleétidos de citocina y uracilo,
esta especificidad tiene una aplicacién en la determinacion de la secuencia nucledtidica, ya

que tanto la ARN polimerasa y la ADN polimerasa son metaloenzimas que requicren de
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zine v si este es substituido por otro, causa un error en la incorporacion de las bases tanto de

.. . . ., 0
desoxiribonucleotidos como de ribonucleotidos .

Con respecto al Aluminio se ha encontrado que en células linfoides el cloruro de

aluminio a una concentracién de 4.8 X 10° M inhibe Ia sintesis del ADN en linfocitos de
nifios °%. En estudios con sulfato de aluminio en linfocitos humanos se encontré que a una

concentracidn de 20 pg/ml de medio provoca un incremento significativo del indice de
replicacion, ICH, aberraciones cromosémicas y microndcleos comprobandose aue tiens una

alta afinidad por el ADN y ARN 43,

Por otra parte del aluminio s¢ menciona que es un metal que forma complejos
coordinados y sales. Sin embargo, sus sales experimentan hidréhisis en agua y fluidos

Y .. .. . s s 18
bicldgicos, previniendo su completa absorcion a través de membranas biolégicas .

La poca informacion acerca del aluminio, en cuanto citotoxicidad se ha descrito en
estudios del cerebro donde reduce la cortiente en los canales de calcio pero no en las

. . Py
bombas sodio potasio de neuronas

Una administracidn oral crénica de sulfato de aluminio Y sus complejos con potasio
y sulfato férrico inducen dafio en el huso mitético “in vivo” en ratones ¢'.In vivo se ha
encontrado que el aluminio ingerido por ratas a dosis de 0.2 a 0.8 mM/peso se elimina via
bilis y se puede concentrar en tejidos suaves de las ratas 6,

Se sabe que los iones metdlicos se pegan a la superficie del ADN en los grupos
fosfatos provocando una estabilizacién de la doble hélice, este fendmeno se debe a que los
grupos fosfato proporcionan una carga negativa a la superficie del ADN y al unirse los
iones positivos neutralizan su carga dando como resultado una estabilizacion de éste,
también pueden unirse a las bases nitrogenadas compitiendo en las uniones de puente de
hidrégeno ocasionando problemas durante la replicacion del ADN como es en el caso del
cobre'? {(ver figura 15).

El cobre es un agente mutagénico potencial ya que provoca una deficienice sintesis

de ADN *“in vitro™. En la forma de sulfato ¢l cobre induce desinlegracion de la cromatina y

N Y
decremento del indice mitético *.
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Figura 15. Ilusira la forma de como interaccionan los iones cobre sobre el ADN .

Dentro del area de los biomateriales ia citotoxicidad y genotoxicidad toma como
parametros a la composicion quimica y el tamafio de las particulas metalicas, ya que éstas
influencian el tipo de respuesta que van a provocar en un tejido, y sobre todo el tamafio de

particula puede ser el causante de cancer, muerte ¢ iitacién celular alrededor de los tejidos
donde son implantados los metales que forman parte de una protesis 71 Ademas cuando los

fragmentos estan en contacto con fluidos corporales o soluciones similares de acuerdo al

tipo de ion metalico estos reaccionaran y sufyiran corrosion o formardn en su superficie una

L . . . sy 4 .
capa de pasivacion, que impedira que este siga disolviéndose . Una tamafio de polvo

. Lo 2 .
metdlico menor a 1um puede provocar mds dafio celular que uno mayor ? Hoy en dia se

conoce que los tejidos y fluidos alrededor de los implantes pueden contener una cantidad

significativa tanto de particulas y iones, las primeras han sido implicadas en el desarrollo de

. e e . . . 72,713,714
inflamacion ¢rénica, reabsorcién dsea, infeccion y neoplacia '™ ™ 7,

Las mejores aleaciones que se utilizan hoy en dia en implantes avoque tengan
propiedades mecanicas excelentes y alto grado de biocompatibilidad, debido al proceso de
corrosién vy desgaste hace que estas liberen pequeiias particulas (entre 0.1-5 pm) y iones
solubles que permanecen en el cuerpo, esto ha preocupado por la posibilidad de una gran

exposicion a los productos de la degradacion por un large periodo de tiempo, ya que se sabe

o o 6TTLTY
que numerosos metales han mostrado ser carcinogénicos y citotéxicos .
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En uno de los primeros estudios que se llevaron a cabo con particulas Pappas et al.
! describe trabajos en que se¢ probaron particulas de zinc, cobre, vanadio y aluminio de 4 -

0.01 pm en cultivo de fibroblastos de conejo y en una linea celular de carcinoma humano
{KB) a concentraciones de 3.3, 33 y 330 pg/ml, y se encuentro que sobre las particulas de
aluminio y vanadic €l crecimiento es satisfactorio, en carnbio sobre las de zinc hubo un 60
% de inhibicidn del crecimiento de ambos tipos celulares y el cobre lo inhibe

completamente.

S . 4 . . :
En un estudio mas reciente de Doran gt al. ? investigd y comparo la capacidad de

los metales mds cominmente usados en implantes ortopédicos para inducir toxicidad y
neoplacia en una linea celular de fibrobiastos de ratén. Fueron probados ocho metales
{cobalto, cromo, niquel, hierro, molibdeno, aluminio, vanadio y titanio) y sus aleaciones
{(acero inoxidable, cobalto-cromo v titanio-aluminio-vanadio), tanto en forma de particulas
menores a 25 um a una concentracién de 5 a 500 pg/m! y sales solubles (cloruros) a 1 a 500
pg/ml. Las sales metalicas provocaron mas transformacién que las particulas debido a que
las células tienen una velocidad de fagocitosis para las sales mas alta gue para las particulas
metélicas, las sales menos tdxicas fueron las de titanio y aluminio, va que solo a
concentraciones altas (500 pg/ml) produjeren dafio. Con respecto a las particulas las menos
toxicas fueron también de los mismos metales incluso a concentraciones altas de 500
pg/ml

Por otra parte, los metales que son implantados en el cuerpo son afectados por ¢l
medio fisicldgico de éste, por lo cual el proceso de corrosion es el que més causa liberacidn

1,4

de iones Los iones metalicos liberados de los implantes pueden ser diseminados a

nodos linfaticos locales y regionales o también a sitios mas distantes. Estos representan una
reserva potencial de iones solubles, los cuales pueden ser liberades localmente o en la
circnlacidén sistémica. Las complicaciones potencialcs de estos iones metalicos pueden
incluir toxicidad, rcacciones alérgicas, desordenes neuroldgicos y enfermedades
metabélicas del hueso.

Muchas veces algunos iones metdlicos en medio acuoso forman hidréxidos

dependiendo de su concentracién y del pH. Para el caso del Zn(OH)}) es formado a partir de

Zn" cn solucién acuosa, la reaccion se puede llevar a cabo aproximadamente entre un pH
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de 7-9.5, su acumulacién gleva el pH de la solucion acuosa, esto puede pasar con ofros
metales como el Fe™, AI"™™ y Cu"™, con la inica diferencia de que el Zn(OH) es neutro
eléctricamente, mientras que las de los demds no 3 Como se sabe todos los hidréxidos u

oxidos existen en soluciones acuosas y pueden sufrir hidrélisis y formar cationes, aniones o

especies neutras, de este fenémeno depende la absorcién de metales esenciales a nivel
N -
fisiologico

La absorcién de Zn' a pH 7 se puede dar ya que es un punto de equilibrio donde se
pueden formar varias especies, si se incrementa el pH este zine formarda Zn{OH) v

precipitard en la solucidn. Se puede decir que 2 pH 7 la concentraciones de Zn™" esta en
equilibrio con 1a del Zn{OH), y este puede ser cambiado drasticamente al cambiar Ia

temperatura o ¢l pH def medio (ver figura 16) 36,
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Figura 16. Distribucién de especies idnicas de zinc en un sistema de 4acido glucdaico,
en esta figura se puede observar que los iones Zn®" estan disponibles en diferentes
cantidades dependiendo del pH. Existe una fraccién de estos a pH fisioldgico,

. A .35
rebasando este as especies que se forman son hidroxidos de zinc.

El modo de exposicién de un metal, ya sea en solucién acuosa de iones, como
hidréxido, sales o como placa metalica, provoca diferentes respucstas celulares, esto debido

a que la variedad de reacciones es muy grande a escala molecular y es importante tener en

- 75
cuenta las formas en que se utiliza un metal .
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En un trabajo se expusieron cultivos de osteoblastos (cepa ROS) a los elementos
que forman a la aleacién titanio-aluminio-vanadio tanto como iones como sales (cloruros) a
concentraciones subtéxicas y téxicas (195-3120 uM/1 de medio), los resultados mencionan

que ¢l aluminio no reprimié la expresién del ARN mensajero de la fosfatasa alcalina y tiene

poca citotoxicidad comparada con el titanio y el vanadio 7

En el trabajo de Maurer et al. sometié a osteoblastos y fibroblastos 2 diferentes
modos de exposicién a diferentes metales (Ti, Cu, AL, Zn), como soluciones de iones,
como Sxidos y como placa metilica. Los resultados en osteoblastos con las soluciones de
metales disueltos electroquimicamente no presentaron inhibicion del crecimiento por parte
del Al (4 puM), Ti (0.2 M), con respecto a los 6xidos de ALOy y TiO,, tampoco mostraron
inhibicién del crecimiento de estas células. Con respecto a los osteoblastos cultivados sobre
placas metélicas de Cu™", Zn™, AI"™™ y Ti"", solo las placas de zinc y cobre inhibieron
totalmente el crecimiento de estas células, el titanio y aluminio solo débilmente. Con

Tespecto a los fibroblastos estos fueron sembrados sobre placas metalicas de Cu®™ v T, v

se observo que el cobre inhibid el crecimiento de estas células °.

En estudios “in vivo” en ratas a las cuales se les implanté placas de la aleacion
zinalco de aproximadamente 1 cm de didmetro por 1 mm de altura tanto subcutanea como
intramuscularmente durante 120 dias se encontrd que los niveles en sangre de los metales
que componen esta aleacién no varié con respecto al testigo el cual no fue i:ﬁp!amado. La
concentracién maxima de los metales que componen el zinalco fue determinada por medio

de EAA y se obtuvieron las siguientes cantidades: el zinc fie de 5.94, aluminio 0.18 y del
cobre 1.23 pg /ml 7

Los datos encontrados en cuanto a concentracién normales y minimas téxicas de los

iones Zn, Al, y Cu en sangre humana se muestran en la tabla 9.



Tabla9. Valores de Concentraciones normales y téxicas de Zn,Aly Cuen

sangre humana

1, 18,40

Elemento

Concentracion Normal

Concentracién minima téxica

Zn

7 mg/ml (1 x 10" M)

150 mg/ml (2.29 M).

Al

0.39 mg/ml (145 x 10° M)

500 mg/ml (1.85 M).

Cu

1.01 mg/ml (1.59 x 10° M)

250 mg/mi(3.9 x 10" M)
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ZINALCO COMO BIOMATERIAL

El proyecto de zinalco como biomaterial lleva seis afios de investigacién; los
estudios de tipo bioldgico realizados hasta ahora con esta aleacién no han concluido y se
sigue investigando acerca de las respuestas celulares al interaccionar con este material. Esto
ha reunido varias 4reas del conocimiento como la fisica, la quimica, la biologia celular y
molecular, la medicina e ingenieria porque el &rea de biomateriales es multidisciplinaria.

El zimalco se ha sometido a pruebas "in vivo" a través de implantaciones en rata,
pruebas de citotoxicidad y pruebas de genotoxicidad empleando larvas de Droshophila
melanogaster y cultivos de linfocitos humanos. En este trabajo se realizaron prucbas de
citotoxicidad y un ensayo de genotoxicidad en linfocitos humanos "in vitro" que, junto
con los llevados a cabo por Aguilar et al. ¥, seran de gran utilidad para el conocirniento de

la biocompatibilidad "in vitro” de la aleacién zinalco.

OBJETIVO: El objetivo del trabajo fiie determinar el posible efecto citotéxico y
genotéxico de la aleacion zinalco y sus productos de corrosién a través del {ndice mitotico,
la frecuencia de ICH, la cinética de proliferacién celular y el indice de replicacién.

HIPOTESIS: Si el zinalco y lo productos de corrosién son biocompatibles se espera que
los valores promedio de los biomarcadores seleccionados en los cultivos expuestos a la

aleacidn no difieran significativamente de los testigo.



METODOLOGIA

CULTIVO DE LINFOCITOS.

Se obtuvo sangre venosa periférica con una jeringa previamente heparinizada; a
cada tubo de cultivo (Nunc) estéril se le agregd 4 ml de medio RPMI 1640 con L-
glutamina {(GIBCO} esterilizado por filtracién a través de una membrana millipore de
0.45pm, 100 pi de fitohematogiutinina (GIBCQ) para estimular lz divisién de los linfocitos
y 8 gotas de sangre periférica; los cultivos se incubaron a 37 °C

A las 24 horas, a todos los cultivos se les adiciond Spg/ml bromodesoxiuridina
{BrdU) (Sigma) que es un andlogo de la imina 2 una concentracion de 6.5 x 10° M. Una
hora antes de la cosecha, se agrn-agé a los cultivos 100 pl de colchicina para detener a las
células en metafase. Después de 72 horas de incubacién, los cultivos fueron centrifugados a
1000 rpm por 10 min, se descarté el sobrenadante y se les agregé una solucién hipoténica
de KCL 0.075 M a 37 °C y se reincubaron durante 25 minutos a 37 °C. Transcurrido este
tiempo se cenfrifugaron otva vez y se fijaron con metanol-dcido acético 3:1 (Baker,
Merck).

Para hacer las laminillas los portaobjetos se Javaron y desengrasaron, se colocaron
en un frasco con alcohol y se guardaron en ¢l congelador por 24 horas. Posteriormente
sobre cada uno se dejaron caer por lo menos 4 gotas de la suspensién de células desde una
altura aproximada de 1 metro; se expusieron al calor de la flama de un mechero y se

secaron mediante una corriente de aire.

Tincion diferencial
4 . : 22 . : X Y . - . 54
La técnica de tincién diferencial que se utilizé fue la de fluorescencia méas Giemsa = que

consistié en colocar las laminillas con metafases durante 40 minutos, en total obscuridad,
en una solucién del fluorocromo Hoechst 33258(Sigma)-agua destilada (1:9); después se
sometieron 2 la radiacion de una limpara de luz ultravioleta (luz negra) durante 1 hr, previo
tratamiento con solucién amortiguadora de citratos de sodio salino(CSS; Merck) y se les
aplico un cubreobjetos. Luego se sumergieron en CSS por una hora a 60 ° C. Finalmente
fueron tefiidas con colorante Giemsa (Merck) diluido (1:10) en amortiguador de Sorensen

{pH 6.8} y se observaron al microscopia dptico para obtener los registros.
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Biomarcadores.

Para determinar ¢l IM se analizaron 1000 células por lote y se evalué como sigue:

IM = ndmero de metafases
nimero total de células (1000)

Para obtener la frecuencia promedio de intercambios por nitosis se observaron 25
metafases de segunda divisién en cada lote y los ICH intersticiales ¢ dobles se cuantificaron
como dos eventos y los terminales o sencillos como un sélo evento.

También se revisaron 100 metafases consecutivas por concentracién y se ¢lasificaron como
metafase de 1°, 2° y 3% ciclo de acuerdo con el patrén de tincién gue presentaron, con este
procedimiento se determing la cinética de proliferacién celular (CPC).

El indice de replicacion (IR) se calculé para determinar el progreso del ciclo celular

usando la formula reportada por Tice et al. b

Indice de replicacion - 1 (M1)+ 2 (M2) +3 (M3)
100
Bonde:

1,2 y 3 = corresponden al nimero de ciclos de divisidn celular.
M1 = metafases de primer ciclo

M2 = metafases de segundo ciclo

M4 = metafases de tercer ciclo

100 = mimero de células en metafase contadas.

POLYVO DE ZINALCO

El polvo de zinaleo fundido, de aproximadamente 4 pm de didmetro en promedio,
fue producido al cortar un cilindro de esta aleacién con una sierra de diamante para evitar la
contaminacién con algin otro metal; el tamafio de las particulas fue medido con ayuda de

un microscopio de barrido (Leica), El polvo fite esterilizado en seco a 150 *C.
CULTIVO DE LINFOCITOS EXPUESTOS A POLVQ DE ZINALCO SIN AGITACION

Esta prueba se realizd para determinar ¢l efecto del polvo de zinalco sobre los

cultivos linfocitos humanos utilizando una concentracién mas alta y un tiempo de
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p . . 14 .
exposicién mayor {72 horas) que los probados previamente por Aguilar et al.” Se empled

sangre venosa de un solo donador masculino, de 30 afios de edad y se prepararon 2 cultivos
por cada concentracién a probar: 5, 50, 200 y 500 pg de polvo de zinalco/mi de medio
RPMI 1640; €l polvo de zinalco se agregé al tiempo cero. Al lote testigo no se le afiadidé

zinalco. Se realizaron dos repeticiones de este experimento con 15 dias de diferencia.

CULTIVO DE LINFOCITOS SIN ZINALCO Y CON AGITACION

Con estos cultivos se determino si la agitacién afectaba la frecuencia promedio de
los biomarcaderes en linfocitos y el pH del medio; para ello se formaron dos lotes, uno en
condiciones de agitacidén y otro sin agitacidn, con dos cuitivos de linfocitos cada uno. Ef
experimento se repitié 2 veces con una diferencia de 15 dias. Se cultivé sangre del mismo

donador de la prueba anterior.

CULTIVO DE LINFOCITOS EXPUESTOS A DIFERENTES -CONCNETRACIONES DE
ZINALCO, CON AGITACION

Para simular "in vitro" un proceso de corrosion o dilucion provocado por los fluidos
corporales, los cultivos de linfocitos en presencia de polvo de zinalco se incubaron a 37 °C
con agitacion constante. Una vez comprobado que 'la agitacion no afectaba a los cultivos de
linfocitos se llevaron a cabo los experimentos de corrosién de polvo de zinalco por
agitacion. Se cultivd sangre del mismo donador de los otros experimentos, preparandose 6
cultivos por cada concentracién de zinalco a probar: A) 25, B) 27.5, C) 30, D) 32.5 E) 37.5,
F) 42.5 G) 50, H) 60, ) 75, I} 100, K) 150 y 0.00 pg/m! de medio RPMI 1640, Estas
suspensiones permanccieron en agitacion desde dos dias antes del cultive para que el
zinalco, en contacto con el medio de cultivo, se disolviera o corroyera; se sembraron
entonces los linfocitos y se mantuvieron en agitacién durante 72 horas a 37 °C. Los 6
cultivos del lote testigo, sin zinalco, también permanecieron en agitacion.

Al final del tiempo de cultivo, 3 tubos de cada lote se emplearon en los andlisis de
espectroscopia de absorcién atdmica (EAA). Este andlisis se 1levé a cabo en el Laboratorio
de Quimica Analitica de la Facultad de Quimica de la UNAM. para dcterminar las

concentraciones de iones de zine, aluminio y cobre presentes en el medio de cultivo. A los
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ofros tres cultivos de cada lote se les midi6 ¢! pH y se procedié a cosecharlos. Todo este

experimento se repitié dos veces con una diferencia de 30 dias.

DISOLUCION ELECTROQUIMICA DE UN CILINDRO DE ZINALCO.

Para obtener una mayor concentracion de iones libres en el medio de cultivo que

con la prueba de agitacion asi como para simular una disolucién o corrosién “in vitro” mas
agresiva de la aleacion, se utilizd la técnica de disolucion electroguimica . Se colocéd un

cilindro de zinalco de 1 cm de didmetro por 1 cm de altura en un electrodo de trabajo,
mismo que se introdujo en un matraz de polarizacién conteniendo un litro de medio de
cultivo RPMI 1640 (GIBCO) que, en este case se utilizé como medio de comosion (MC).
El cilindro se someti¢ a un voltaje de -2 a + 1 V, a una velocidad de barrido de 20mV/min,
por medio de un potencioestato galvanostato (VIMAR) hasta observar la pasivacién del
material, es decir, hasta que el materiat se cubriera con una de capa de 6xido que impidiera
que se siguiera corroyendo. Los datos obtenidos con estd disolucion se procesaron con el
programa Xtalk y fueron graficados para obtener la curva de corrosién que se muestra en el
anexo 1.

Una vez concluida la disolucidn electroquimica del matenal, e} medio de comrosidn
(MC) se filtré 2 través de una membrana de 0.22 pm (Millipore) v se almacend en
recipientes de vidrio estériles de 100 ml gue se mantuvieron en refrigeracion.

En una muestra de 30 m! del medio utilizado para la disolucién electroquimica y 30
ml de medio fresco (MF) se determiné a través de EAA, la concentracién de iones zinc,
aluminio y cobre presentes en ¢llos, esto se realizé también en el laboratoric de Quimica

Analitica de la Facultad de Quimica de la UNAM los datos se muestran en la tabla 10 .
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Tabla 10. Concentracién de iones determinada por EAA después
de disolver una placa de zinalco por medio de un posenciostato -
galvanostato en medio de cultivo RPMI 1640

Ton Concentracion en (ug/l)

MC MF
Zine 293 130
Alumiaio 586 9.00
Cobre 58 0.00

Al conocerse la concentracién de iones en ambos medios, se realizaron 8 diluciones
entre ambos, para obtener asi, diferentes cantidades de iones libres (ver tabla 11) y

determinar sus efectos sobre los cultivos de linfocitos.

Tabla 11. Diluciones del medio con iones
{Zn, Al y Cu) ajustadas a 4 mL

Cultivo | ml de MC ml de MF
A 4.0 0
B 35 0.5
C 3.0 1.0
D 2.5 15
E 2.0 2.0
F 1.5 2.5
G 1.0 30
H 0.5 35
T* 0 4.0
*Testigo

En este caso se trabajé con muestras de sangre de 3 diferentes donadores jévenes de
edad promedio de 28 afios, dos del sexo masculino y uno del sexo femenino. En estos

experimentos también se registrd el pH al final del cultivo en todos los lotes.

Andlisis estadistico.

Con objeto de ir discutiendo los resultados obtenidos, al mismo tiempo de
presentarlos, debe mencionarse que, para el indice mitético (IM) y el intercambio de
crométidas hermanas (ICH) se escogié la prueba estadistica de Tukey (REF) para poder
analizar la diferencia entre los valores obtenidos .

Para la cinética de proliferacién celular (CPC) ¢ indice de replicacién (IR) se aplico la

prucba de xz.
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RESULTADOS Y DISCUSION
CULTIVQOS DE LINFOCITOS EXPUESTOS A POLVO DE ZINALCO, SIN AGITACION.

En la tabla 1, se muestran los valores promedio del IM de los cultivos de un
'c“ionador, tratados con diferentes concentraciones de polvo de zinalco: 0, 5, 50, 200 y 500
ug/ml, sin agitaciiin del medio.

Este promedio se obtuvo, para cada lote, con los datos de las dos repeticiones del
experimento lo que implica 20 cultivos en total. Los valores se encuentran en e! intervalo
de 0.039-0.047 correspondientes a los lotes de 5, S00 y 50 pg/ml respectivamente. Las
diferentes concentraciones de polvo de zinalco usadas en los cultivos no alteraron al IM con
respecto al testigo, cuyo IM fue de 0.040; con las concentraciones de 50 y 200 pg/ml se
registraron los IM mads altes, 0.047 y 0.044 respectivamente, sin que la diferencia fuera
notable.

Al aplicar la prueba estadistica de Tukey se obtuvo, con una P>0.05, que no existe
una diferencia significativa entre los IM de ninguno de los lotes de este experimento. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Aguilar et al. (datos no publicados), pese a que
en este trabajo se utilizé una concentracién mayor, de 500 pg/mi, y un tiempo de

. €Xposicion mas largo, de 72 horas. No se observé una respuesta citotéxica ni genotoxica
debida a las particulas de zinalco.

En la tabla 12, se presenta la frecuencia promedio de ICH por célula para estos
mismos cultivos; los valores més altos son los del testigo con 4.40 ICH/célula, mientras que
1a concentracién de 50 ng/ml es la que registra menor frecuencia 2.60. Las diferencias que
se observaron fueron significativas entre las concentraciones de 50, 200 y 500 pg y el
testigo (Tukey, P<0.05). También resulté significativa la diferencia entre las
concentraciones de 5 y 50 pg, las cuales tuvieron un promedio de ICH de 3.8 y 2.6
respectivamente. Esto quiere decir que la concentracién que aparentemente es menos toxica
es la de 50 pug, ya que provocé menor cantidad de ICH incluso que Ia concentracién mis
baja.

E] hecho de encontrar una frecuencia de dafto mis alta en el testigo que en las

distintas concentraciones de polvo de zinalco se puede deber a que las particulas de zinalco
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estén liberando, en pequeiias cantidades, iones de zinc principalmente; se sabe que éstos
estabilizan y regulan al DNA v al RNA cuando se unen a les grupos fosfato de los

nucledtidos de cttosina y uracilo evitando posibles rupturas o deficiencias durante su
L. .9, 3 . . . . . o -
sintesis”’ ~, ademds el zinc se requiere para el funcionamiento optimo de fa ADN

polimerasa y la ARN polimerasa, y también es necesario para pasar por las diversas etapas

9, 18, 28, 31, 81

del ciclo celular . Con base en esto, es probable que en los lotes

experimentales con polvo de zinalco, ¢l ion zinc este estabilizando a la molécula de ADN,
evitando algtin dafio en esta.

Con respecto a la cinética de proliferacion celular (CPC) de estos mismos cultivos,
se observaron mas metafases de segundo ciclo, que de primero v tercero en todos los lotes;
lo que se esperaba tedricamente, es que hubiera un 25 % de las primeras, un 50 % de las
segundas y un 25 % de las terceras. En este trabajo se presenté un 20 % de primeras, un 70
% de segundas y menos de un 6 % de terceras en todos les lotes. Aparentemente esto
indicaria un retraso en la cinética de proliferacién, pero incluso esta misma CPC se
presento en el lote testigo. El IR por consiguiente estuvo en el intervalo de 1.51-1.88
siendo el menor el correspondiente al testigo y lote tratado con 500 pug/ml. Los valores de la
CPC y del IR se muestran en la Tabia 12.

Las variaciones observadas en la CPC e IR no fueron estadisticamente significativas
al aplicar 1a prueba de y* (P > 0.05). '

Por lo tanto las diferentes concentraciones de polvo de zinalco utilizadas ne afectan
la proliferacion celular, tampoco existe citotoxicidad ni genotoxicidad bajo las condiciones

probadas en estos experimentos.

CULTIVOS DE LINFOCITOS SIN ZINALCO Y CON AGITACION.

Estos cultivos se llevaron a cabo para determinar si la agitacién constante ocasiona
algin cambio en los biomarcadores. Se observd que el IM bajo estas condiciones fue mas
alte, 0.057, que para los cultivos no agitados, 0.043, aunque estadisticamente las diferencias

no fueron significativas (Tukey, P > 0.05) como puede verse en la Tabla 13, La medicion
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del pH al final del de cada cultive mostré que la agitacién no hace variar este pardmetro
con Tespecto a los no agitades. Por lo tanto se comprueba que la agitacién no afecta la
divisidn celular, es decir no se observa citotoxicidad ni tampoco altera la acidez / basicidad
del medio.

La frecuencia promedio de ICH de estos cultivos se encuentra en el intervalo de
3.72 y 3.60, como se aprecia en la Tabla 14; la primera corresponde a los cultivos en fos
cuales no hubo agitacién mientras que la Bftima se determind en los cultivos agitados. Las
diferencias no fileron significativas (Tukey, P > 0.05), por o que en este caso es posible
afirmar que la agitacién no produjo dafio en el material genético de Ias células en cultivo.

Respecto a los valores de la CPC; se observa que hubo un mayor miimero de
metafases de segundo ciclo que de primero y tercero, que es lo que se esperaba. Los valores
del IR para los lotes que estuvieron en agitacion fue de 1.93, mientras que, para los que no
se agitaron fue de 2.01. Todos estos resultados no presentaron diferencias estadisticamente
significativas (x°, P>0.05), lo que implica que Ia agitacién no afecta la replicacién celular
(Tabla 14).

La medicion del pH se llevé a cabo para verificar que la agitacién no hubiera
provocado fluctuaciones de este parametro en el medio de cultivo va que ¢l pH fisioldgico
de éste es importante para el metabolismo celular, sobre todo para mantener estable la
osmolaridad de las células. Ademas, el pH puede modificarse dependiendo de las

concentraciones, de las substancias esenciales utilizadas en el medio, de la temperatura, de

35, 36

{a cantidad de oxigeno disuelto, etc. . El pH no varié en ninguno de los lotes; esto

indica que la agitacidn afectd este parametro.

CULTIVOS DE LINFOCITOS TRATADOS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
POLVO DE ZINALCO, CON AGITACION.

Estos cultivos, en contraste con los anteriores, estuvieron sometidos a agitacién con
el polvo de zinalco en las diversas concentraciones probadas.
En la tabla 15, se muestran las concentraciones de Zn, Al y Cu, determinados por

espectrofotometria de absorcion atémica (EAA), encontradas en los medios de cultivo al
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término de la exposicién (120 h). En todos los casos se determinaron iones Zn, Al y Cu, Io
que prucha que Iz aleacién se corroe en el medio RPMI 1640 bajo las condiciones de
agitacién, '

Es importante sefialar que en ¢l medio del lote testigo (sin zinalco), sélo se
detectaron iones Zn debido a que ¢s un complemento mineral en medios de cultivo

celulares porque juega un papel importante en el metabolismo celular 54’53.

.En la Tabla 16, se presentan los valores de IM obtenidos de tas dos repeticiones de
los 12 lotes distintos; no s¢ observan grandes variaciones en este biomarcador, el test-igo
junto con las concentraciones D y E tuvieron los IM mas altos 0.043, 0.042 y 0.041
respectivamente, mientras que el mas bajo fue de 0.032 que corresponde al lote F. Esta
iltima difiere significativamente del testigo y con respecto a las concentraciones D yE
(Tukey, P<0.05). Los cultivos A, B, C, G:; H e [ no tuvieron diferencias significativas con
respecto al testigo ni a los lotes D, E, F, excepto para las concentraciones J y K donde no
hubo proliferacién celular debido al incremento del pH.

Es convenientemente sefialar que las concentraciones de los iones Zn, Al y Cu
obtenidas por este método, son menores que de las reportadas como normales en la sangre,
¥y que 1o llegan 2 las concentraciones minimas tdxicas (ver Tabla 9), lo cual hace suponer
que los iones que mas se requieren, como es e} caso del zine, son aprovechados por parte de
las células para llevar a cabo sus funciones. En general no se registraron variaciones
notables en el IM, sin embargo 1a concentracion F difiere significativamente del testigo y
con las concentraciones D y E, lo cual implica una posible susceptibilidad por parte del
donador 2 esta conceniracién. Otra explicacion es que el ion zinc de alguna manera esté
stendo anulado por los demds iones presentes en el medio impidiendo que participe en el
ciclo celular, disminuyendo asi el IM; como ya explicamos anteriormente el ion Zn es de
gran utilidad durante las diversas etapas del ciclo celular incluyendo la mitosis. Podemos
decir que las concentraciones utilizadas no fueron citotéxicas

En cuanto a la frecuencia de ICH de estos mismos cultivos se observa, en la Tabla
17, que la concentracién F tuve ¢l promedio ICH por célula mas alto 4.40, el mas bajo
correspondié a la D con 2.84. Ninguna concentracién varié de modo significativo con
relacién al testigo, sélo las concentraciones D y F tuvieron cambios de manera significativa

entre ellas mismas (Tukey, P<0.05).
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Hay que recordar que en todas las concentraciones se encuentran presentes iones de
Zn, Al y Cu, v que las interacciones de uno o varios metales en un mismo sistema son
compiejas y también que la actividad clastogénica o mitostatica se altera cuando se usan

combinaciones de metales, ya que pueden provocar efectos antagdnicos, sinérgicos,
R a7 .. . N .
aditivos, depresores, etc. . Tal vez, en la concentracion F se incrementa el dafio, debido a

un fendmeno sinérgico de alguno de los metales presentes, que haya entrado en contacto
con el ADN o bien que, para esta concentracidon, resultan susceptibles las células del
donador.

En lo que se refiere a 1a CPC e IR de los cultivos con agitacién y polvo de zinalco,
se observé que hubo mas metafases de segundo ciclo en todos los cultivos, mas del 70 %;
esto se reflej6 ent el IR el cual estuvo entre 1.80-1.98. Estadisticamente no se obtuvieron
diferencias significativas al aplicar la prueba de ¥ (P>0.05).

En los lotes expuestos a las concentraciones mds altas (J y K) no se pudieron
registrar los biomarcadores porque no hubo proliferacién celular debido 2 la elevacion del
pH del medio de cultivo provocado por los productos de la corrosion del zinalco, Como
observamos en la Tabla 16, en todos los tratamientos con zinalco hubo iones disueltos en el
medio de cultivo, lo cual sugiere que el zinalco se corroe y que de alguna forma, en las
concentraciones mas altas los iones reaccionaron con el medio, produciendo una elevacién
del pH.

El medio de cultive RPMI 1640 como todos tiene un indicador colorido de pH, que
nommalmente no cambia, pero en nuestro caso se detectaron modificaciones en los lotes con
las concentraciones méas altas de iones, por eso se considerd conveniente medir ¢l pH al
finalizar el tiempo de cultivo en todos los lotes para compararlo; se registraron valores de
pH hasta de 7.87 y 7.90 correspondientes a los cultivos del grupo J y K, respectivamente;
mis atn se observaron en el fondo de los tubos de cultivo de estas concentraciones

precipitados blancos, provocados por las especies de hidréxidos que se forman de Zn y Al

. . Lo . B0 . -
cuando la aleacion se corroe en un medio fisiolégico ~ , ya que éstos se unen a los OH" del

34, 35, 36

medio acuoso incrementando el pH . Esto puede cxplicarse porque ¢l zinc actia

como 4cido de Lewis y es muy afin a los OH™ del agua, mientras que el aluminio sc

comporta como unz molécula anfotérica y forma varias especies de acuerdo al pH del
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medio. El aumento de este pardmetro provocd que no hubiera proliferacién de los cultivos a

las concentraciones mads altas, por que se sabe que el pH éptimo para la mayoria de las

. yrps 1- . 18 35
células humanas es de 7-7.4 y es esencial para el equilibrio metabélico de las mismas. 8

36

Otra de las razones por la cual ¢l pH se pudo haber elevado en los lotes J y K, es que
en experimentos realizados con liquidos fisiolégicos a un pH entre 7-7.4 conteniendo iones

zine, se encontré que este intervalo de pH es un punto de equilibrio donde la concentracion
del ion Zn™" estan en equilibrio con la del hidréxido de zinc Zn{OH); y este punto puede

set cambiado drasticamente al variar la temperatura o el pH del medio (ver figura 16), si

existe un, cambio se formara hidréxido de zine principalmente debido a [a afinidad del Zn'™

5,3

por los OH *, éste precipitara y el pH tendera a bésico 6. Este fenémeno puede explicar

lo que sucedi6é en nuestros cultivos que tuvieron las concentraciones mdés altas de iones

disueltos por la presencia de precipitados blancos en el fondo de los frascds de cultivo.

DISOLUCION ELECTROQUIMICA DE UN CILINDRO DE ZINALCO

Se consideré el medio de cultivo RPMI-1640, como medio de corrosion (MC) para
atacar eiectroquimicamente al zinalco y obtener una concentracidn de iones de Zn, Aly Cu,
mayor que la lograda en los experimentos de agitacion; cabe aclarar que en el medio fresco
(MF} o testigo se encontraron iones de Zn dnicamente. En Tabla 18 se muestran las
concentraciones de los iones Zn, Al y Cu de soluciones levadas a cabo con el medio de
corrosion, y el medio fresco.

El IM para cada uno de los experimentos con tres donadores llevados a cabo con las
soluciones de zinalco disuelto electroquimicamente, se muestran en la Tabia 19. En e] caso
de! donador 1 se observd que el IM no tuvo vaniaciones importantes en los diversos lotes;
el intervalo fue entre 0.032-0.039 y estadisticamente las diferencias entre ellos no fueron
significativas (Tukey P>0.05).

En el donador 2, en esta misma tabla, se advierte que los valores promedio del IM

arrojaron los siguientes resuitados: los valores mas altos registrados fueron para los lotes D
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y C con 0.042 y 0.041 respectivamente, siendo et menor de 0.032 correspondiente 2 la
concentracién D. Se encontraron diferencias sipnificativas con la prueba de rangos
miiltiples de Tukey entre los IM de las concentraciones E y C y la D (P<0.05). Entre las
demds concentraciones no las hubo. Las diferencias significativas observadas se pueden

deber a una susceptibilidad individual a los iones de Zn, Al y Cu, que también se han

. . . 82
encontrado en otros trabajos Aguilar et al. (datos no publicados), Ostrosky —, Betancour et

83
al. .

En cuanto a! donador 3, en la misma tabla 19, las variaciones de los valores
ohservados para el IM, no fueron importantes entre las distintas concentraciones y el
testigo. El valor mas alto fue el de la concentracion A con 0.036, el més bajo fueelde B y
E ambas con 0.032, el valor en el testigo fue intermedio, de 0.034. Al aplicar la prucba de
rangos multiples de Tukey las diferencias no fueron significativas (P>0.05).

En general el IM promedio de los tres donadores no cambiéd de manera sigrificativa
en las diversas concentraciones y no hubo diferencias significativas (Tukey, P>0.03). Estos
datos indican que las concentraciones de iones obtenidos de la disolucién electroquimica
del zinalco no producen dafio a nivel celular excepto en la concentracién més alta, H, en la
cual no hubo proliferacién debido, de nuevo, a un incremento en el pH.

En la Tabla 20 se mnuestra la frecuencia de ICH de los tres donadores. Se observa
que para ¢l donador 1, los valores de ICH se encuentran en el rango de 3.48 a 2.68, en
particular el del testigo fue de 3.32, no se observaron variaciones importantes y, por lo
tanto, no hubo significancia (Tukey, P>0.05).

La frecuencia promedio de ICH para el donador 2, no presentd variaciones entre log
lotes, el valor mis alto fue 3.52 v el menor 2.72, estas observaciones tampoco fueron
estadisticamente significativas (Tukey, P>0.03).

Las diferencias entre las frecuencias promedio de los ICH para el donador 3, no
fueron trascendentes, el intervalo estuvo entre 2,72-3 48 y el valor del testigo fue de 2.92.
De nuevo, las diferencias no fueron significativas (Tukey, P>0.05).

El ICH promedio de los tres donadores en los distintos lotes, mostré que no hubo
cambio notables entre ellos, excepto para el lote con la concentracidn mas alta, H, en el
cual no se pudieron registrar los ICH, debido al incremento del pH en el medio qué impidid

la proliferacién. En general, no hubo diferencias significativas (Tukey, P>0.05} lo que
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indica que las concentraciones aplicadas no provocaron genotoxicidad a los linfocitos de
ninguno de los tres donadores.

La CPC vy el IR promedio de los tres donadores se muestran en la tabla 21; en
general para la CPC se observaron mayor cantidad de metafases de segundo ciclo, mas del
70 % en todos los lotes, excepto para ¢l H, por las razones sefialadas en parrafos anteriores.
Con respecto al IR, en los tres donadores y para todos los lotes estuvo siempre cercano a
dos. Las diferencias observadas en la CPC e IR no fueron significativas 3> (P>0.05).
Podemos afirmar que las concentraciones utilizadas no producen dafio en la cinética
celular, excepto la mds alta,

Para la concentracién mas elevada (H) no se pudieron registrar los biomarcadores en
los cultivos de los tres donadores debido al incremento del pH ya que iphibié la
proliferacién celular. El incremento de este pardmetro, come ya explicamos anteriormente,
esta indicando que a ciertas concertaciones y a factores fisicos, esté puede cambiar las
caracteristicas del medio de cultivo.

Las condiciones a las cuales fue sometido el cilindro de zinalco en la disolucién
electroquimica (vartacion del voltaje principalmente), dificilmenie se presentarian en el
cuerpo hurnano ya que son cambios muy dristicos que en el organismo no se presentan
regnlarmente.

También hay que tomar en cuenta que existe un control homeostatico,
principalmente para el Zn vy el Cu por parte de las metalotioneinas que son especificas para
estos dos metales, estas proteinas atrapan y expulsan al Cu del citoplasma, mientras que el
Zn puede ser expulsado o retenido, si ocurre lo ultimo, éste puede ser utilizado en algunas
vias metabdlicas (ver Figura 1). Este control es eficiente siempre y cuando las
concentraciones no rebasen la cantidad tdxica, que hagan que este sistema se sature,
mientras esto no suceda los metales presentes son atrapados eficientemente de manera que

no lleguen hasta el ADN o puedan perturbar el metabolismo celular, provocar dafios en ¢l
. ... 18,26 , . .
ciclo celular o gendtico * de hecho en este trabajo las concentraciones de los iones

metdlicos del zinalco estuvieron por debajo de la cantidad normal en la sangre, con lo cual
se puede asegurar que el sisterna de metalotioneinas en Jos linfocitos funcioné eficazmente,

por lo cual no s¢ observd citotoxicidad ni genotoxicidad.
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En general con los resultados de este trabajo se puede afirmar que e zinalco no
resultd perjudicial para los cultivos de linfocitos humanos; por lo tanto se puede decir que
bajo las condiciones del experimento es biocompatible. Sin embargo, pata estudios
posteriores con esta aleacin; es necesario considerar las especies que se forman debido a
s comosion, el estado de oxidacién de éstas v los cambios fisicoquimicos que producen en
¢l medio donde la aleacidn es colocada, ya que como se observd para las concentraciones
més altas en este estudio, al elevarse el pH provocaron que no hubiera replicacidn celular,
si este lo extrapolamos a un estudio "in vivo" donde el zinalco es implantado puede
provocar rechazo o inflamacién.

Cualquier liberacion de un metal, ya sea en forma de particula o lones
solubles en los tejidos alrededor de un implante debe ser tomada en cuenta, de acuerdo a: 1)

el nivel normal del metal en el tejido, 2) de que forma actia el control homeostatico ante fa
liberacién del metal v 3} comparar la citotoxicidad “in vitro™ con una toxicidad “in vivo”.3

ta presente investigacidn sobre la biocorapatibilidad del zinalco difiere de otras
estudio con diferentes sistemas de prueba, Pappas gt al n probs particulas de zing,
aluminio y cobre de 4 - 0.01 um en cultivos de fibroblastos de congjo a 3.3, 33 v 330
ug/ml, sobre las particulas de aluminio la replicacién fue satisfactona en todas las
concentraciones, con las de zinc hubo un 60 % de inhibicién y el cobre supnmid
completamente la proliferacion. En otro reporte Doran et al. 74 en fibroblastos humanos
probd aluminio en forma de particulas con una tamafio< 25 um a 5 a 500 ug/ml, las cuales
no fueron téxicas.

La aleacién zinalco tiene como componente principal al zine con 78 %, en segundo
lugar el aluminio con 20 % v en tercero el cobre con 2% en peso. En esta investigacion a
pesar de utilizar la concentracién de 500 pg/ml de particulas de 4 um, no encontramos un
efecto sobre la proliferacién de los linfocitos, ni dafio citotéxico ni genotdxico.

Sharma y Talukder 67, mencionan que si se utilizan varios metales 2 la vez en un
sistema de prueba pueden competir entre si, provocando inhibicidn del efecto de un metal o
al contrario incrementar su accion (sinergismo). Es probable que el presente trabajo alguno

de estos fenémenos se este dando, posiblemente provocando inhibicién entre Zn, Al y Cu,

evitando se unan con las macromoléculas
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Estos mismos autores encuentran datos en los cuales se describe que el polvo de
zinc a 0.03 mg/ml (0461 x 10°? M) en cultive de hinfocitos humanos induce huecos
cromatidicos, rompimientos ¢ ICH vy decrece el indice mitdtico de manera dosis
dependiente. En nuestro trabajo esta concentracion no se alcanzé ni se rebasd, tanto en los
experimentos de agitacion como en los de la disolucién electroquimica del zinalco, no se
observé decremento en el IM, CPC ¢ IR de manera dosis dependiente, tampoco se notd

aumento en la frecuencia promedio de los ICH.
. - . 66 . .
En cuanto 2 los iones metélicos Léonard ~ menciona que estan involucrados en el

dafio celular vy genético, perturban el huso durante la mitosis, debido a la afinidad por los
grupos tiol, como es el caso del ion aluminio, mientras que los iones zinc en exceso
despolimerizan ARN pero en concentraciones dptimas se unen a las proteinas llamadas
dedos de zinc, las cuales son selectivas y se enlazan a los grupos fosfato de los nucledtidos
de citocina y uracilo estabilizando la secuencia nucledtidica en el ADN, también ayudan a
que ta ARN polimerasa y la ADN polimerasa funcionen en 6ptimas condiciones. En este
€aso 1o se detecto dafic causado por los iones de los metales que constituyen el zinalco

reflejado en el decremento o incremento de los biomarcadores.
. 9 .. 28 . . . ..
Eichhorn et al. ~ y Prediki * mencionan que si el zinc es substituide por otro metal

en los dedos de zino © en la ADN y ARN polimerasa, causa error en la incorporacion de las
bases tanto de desoxiribornucledtidos como de ribonucledtidos, provocando errores en la
replicacion del ADN y transertpeién del ARN. Como se ha mencionado en el sistema que
utilizamos tenemos presente a los tres metales Zn Al y Cu que forman al zinalco, si los dos
ultimos hubieran substituido al Zn en las mencionadas proteinas, se hubiera observado
mayor cantidad de ICH, o un decremento en el IM, CPC o IR al ser afectado el RNA
mensajero de diversas proteinas, ¢ incluso muerte celular,

Por otra lado Sideris70 afirma que el cobre es un agente mutagénico potencial ya
que induce una sintesis deficiente de ADN “in vitro”, provocando desintegracidn de la
cromatina y decremento del indice mitdtico. Podemos decir que las concentraciones que se
obtuvieron de cobre en este trabajo son muy pequeiias, de hecho en el zinalco es el metal
que ttene ¢l porcentaje mas reducido {2%s), tampoco alcanza, ni rebasa las concentraciones

reportadas como normales cn sangre (ver Tabla 9),
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B 76 ., . .. .
Lin ¢t al. ~ sometié a osteoblastos (cepa ROS) al ion aluminio a concentraciones

subtoxicas y toxicas (195-3120 uM/1) encontré que no reprimen Ia expresion del ARN
. . . . .. 7
mensajero de la fosfatasa alcalina y tiene poca citotoxicidad.  Maurer ¢t al. > muestran que

¢l ion aleminio (4 uM), no inhibe el crecimiento de osteoblastos y fibroblastos. Estos
resuitados cn ofros sistemas demuestran que el aluminio no produce dafio, lo que
corroboran los datos obtenidos en este experimento donde tampoco encontrantos dafio con

las cantidades de iones de este metal en los Iinfocitos humanos.

El hecho de no encontrar dafio citotdxico, ni genotéxico con las concentraciones
usadas en este trabajo, tanto de polvos como de iones obtenidos de la aleacién zinalco con
el métode de disolucidn por agitacién y de la disolucién electroquimica del zinalco, se

puede deber a que las concentraciones méximas alcanzadas con estos métodos, 1o rebasan

1,18, 40

las reportadas como normales én la sangre 7 (ver Tabla 9).
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Tabta 11. fndice mitético (IM) + error estindar (EE), obtenidos
de los tratamientos con polvo de zinalco en linfocitos humanos

Concentracién
{ ug/ml) IM +E.E.
Testigo 0.0 0.040 +0.003
5 0.039 +0.003
50 0.047 +0.003
200 0.044 £ 0.004
500 0.039 £ 0.006

No hube diferencias significativas {Tukey, P > 0.05)

Tabla 12 Intercambie de cromatidas hermanas (ICH), cinética de proliferacion
celular (CPC) e indice de replicacién (IR) obtenidos de los tratamientos con polvo de
zinalco en linfocitos humanos

Concentracién ICH CPC
( pg/mib) X*EE. # Metafases R
i 2 3

Testigo 0.0 440+0.37 * 21 77 2 1.81
5 3.80+032 ¢ 22 74 4 1.82

50 2.60+0.20 * o 23 73 4 1.81

200 3.20£0.20 * 20 78 2 1.82

500 3.28+0.19 = 18 76 6 1.88

+ Diferencias significativas del testigo y los experimentales (Ti ukey, P > 0.95).
+ Diferencias significativas entre los experimentales (Tukey, P > 0.05)

Na hube diterencias significativas (Kz. P> 0.05)

Tabla 13. indice mitético (IM), obtenido de los tratamientos cor y sin agitacién en
linfocitos humanos sin poive de zinalco,

Lote IM + E.E.
Sin agitacién 0.043 + 0.002
Con agitacién 0.059 + 6.003

No hube diferenclas significativas (Tukey, P > (.05)

Tabla 14. Intercambio de cromatidas hermanas (ICH), cinética de proliferaciéon
cefular (CPC) e indice de replicacién (IR) obtenidos de los tratamiertos con ¥y sin
_agitacién en linfocitos humanoes

ICH CPC IR
Lote X*EE. # Metafases
1] 21 3‘
Sin agitacién 3.72 4 0.30 2 67 I5 2.01
Con agitacién 3.60 £ 0.24 18 71 11 1.93

No huba diferenclas significativas (Tukey, P > 0.05).
No linbao diferencias significntivas (xz. P > 0.05)
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Tabla 15. Concentracion promedio de iones metilicos determinados por medio de
EAA, obtenidos del zinalce disuelto por agitacidn en medio de cultivo RPMI 1640
durante 120 hr

mg/ml de polva de zinalco Concentracion 10—5 M
sometidos a disolucion Zn Al Cu
Testige 0.0 0.198 6.00 0.00
_A)25.0 0.289 0.370 0.0157
B)27.5 0.350 0.426 0.0173
C) 30.0 0.731 0.455 0.0138
D)325 0.822 0.511 0.0204
E} 315 0.838 0522 0.0220
F) 42.5 0.853 0.530 0.0223
G) 500 0.990 0.593 0.0251
H) 60.0 1.158 0.704 0.0283
1) 75.0 1.401 0.852 0.0346
1) 100 1670 1.037 0.0424
K) 150 2.810 1.740 0.0755

Tabla 16. fndice mitético (IM), obtenide de los tratamientos con polve de zinalco en
linfocitos humanes con agitacién constante

Concentracion IM+tE.E.

Testigo 0.043 £ 0.002 »
A) 0.040 £ 0.002
B) 0.040 + 0.006
<) 0,039 + 0.004
Dy 0.042 £ 0.005 ¢
E) 0.041 £0.002 ¢
F) 0,032 +0.002 « ¢
G) 0.040 +0.003
H} 0.039 £ 0.002
3] 0.038 £ 0.003
N No hubo proliferacién _celular
K} No hubo proliferacién celular

* Diferencias signillcativas entre of testigo y los experimentales (Tukey, P > 0.05)

+ Diferencias significativas entre los experimentales (Tukey, P> 0.05)
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Tablz 17. Intercambio de cromaitidas hermanas (ICH), cinética de proliferacion
celular (CPC) e indice de replicacion (IR) obtenidos de los tratamientos con polvo de
zinalco en linfocitos humanos con agitacion constante

ca CPC IR
Concentracién X+EE. # Metafases
“I 2! 3’

Testigo 3.83:+033 18 73 9 1.91
A) 3.20 £ 0.35 14 74 12 1.98
B) 3.28+40.29 17 13 1.96
9] 3.20£0.21 16 75 9 1.93
D) 2.84+0.26 ¢ 18 72 10 1.92
E) 3921032 17 T 12 1.95
F) 4.40£0.37 ¢ 15 72 13 1.98
G) 3.44 +0.41 19 69 12 1.93
H) 3.84£0.35 23 6468 9 1.80
Iy 3.88£0.24 22 68 10 1.88
N No hubo proliferacién _celular
K) No hubo proliferacién  celular

+ Diferencias significativas entre los experimentales (Tukey, P > 0.05)
No hubo diferencias significativas (Xz, P> 0.05)

Tzbla 18, Concentracién de iones de las diluciones
realizadas con el medio utilizado en la
diselucién electrogquimica del zinalco.

Concentracién Concentracién 10° M

Zn Al Cu

Testigo 0.198 ] 1]
A) 3419 2.23 0083
B) 3.21 2.24 0.084
) 3.50 2.45 0.092
DY 3.67 2.58 0.096
E) 3.76 2.63 0.101
y 3.82 2467 0.100
G) 4.29 3.00 0.113
H) 4.48 316 0.118
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Tabla 19. fndice mitético (IM), de linfocitos humanos obtenido de los tratamientos con
zinalco disuelto electroquimicamente(Donador 1,2 y 3).

Concentracién IM Donador 1 IM Donador 2 IM Donador 3 X
IMLEE,

Testigo 0.039 + 0.061 0.038 £ 0.001 0.634 + 0.002 9.037 £ 6.0011
A) 0.036 £ 0.004 0.035 + 0.002 0.036 £0.003 0.035 + 0.0014
B) 0.032 + 0.002 0.036 £ 0.002 0.032 + 0.001 0.033 £ 0.0011
<) 0.038 + 0.003 0.041 1 0.001 ¢ 0.034 £ 0.003 0037 £ 08017
D) 0.036 + 0.003 0.032 £0.002 ¢ 0.033 £ 0.001 0.033 £ 0.0012
E) 0.039 £ 0.001 0.042 +0.0001 ¢ 0.032 + 0.002 0.037 + 0.0019
F) 0.034 + 4.002 0.039 £ 6.004 0.033 £0.003 0.035 + 0.0018
G) 0.037 £ 0.002 0.037 = 0.004 0.031 £ 0.001 0.035 £ 0.0017
) No hubo proliferacién celular

4 Diferencias sigoifi

entre los experi

tes (Tukey, P > 0.05)

Tabla 20. Intercambio de cromatidas hermanas (FCH), de liafocitos humanos
obtenidos de los tratamientos con zinalco disuelto electroquimicamente (Donador 1, 2

¥3.
Concentracién ICH Donador 1 ICH Donador 2 ICH Donador 3 X
ICH :+ E.E.
Testigo 3.32+0.24 3.52£0.32 2.92 £0.31 3251017
A) 2,72+ 0.20 2.96 £ 0.34 3.08+0.34 2.92 +0.17
B) 2.80+0.21 320037 2.72 £0.33 2.90 +90.18
C) 3043022 3.28 £0.34 3.40 £ 0.35 3.24 £0.17
D) 3.08 £0.23 2.9¢ £ 0.35 3.32 £0.33 3,12 £0.17
E) 2.68 £0.23 3.00+031 3.16 £0.29 2.94 £0.16
F) 2.96£0.25 2114035 348 +£0.32 3.05£0.18
G) 3.48 £0.21 3.16 £ 0,32 3.24 £ 0.36 3.29 % 0.17
H) No hubo proliferacién celular

No hube diferendias significativas (Tukey, P > $.05)
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Tabla 21. Cinética de proliferacion celular (CPC) e indice de replicacién (IR), de
con zinalce disuelto

linfocitos humanos

abtenidos

de los tratawmientos
electroquimicamente (Donador 1,2y 3).

Donador 1 Donador 2 Donador 3
Concentracién CPC ® CrC IR CPC IR
# Metafases # Metafases # Metafases
1* 2 3 1* 2* 3* 1* 2 3

Testigo 13 30 7 1.94 15 81 4 1.59 17 77 6 1.39

A) i3 76 6 | 1.88 18 30 2 1.4 20 73 2 1.82

B) 15 79 6 £.91 16 76 8 1.82 15 76 9 1.94

) 11 84 51 194 15 76 9 1.94 16 78 6 1.90

D) 20 74 [ 1.86 18 71 11 1.93 20 76 4 1.84

E) 19 76 5 1.86 17 73 10 1.93 22 75 3 1.81

3] 16 78 6 1.90 22 74 4 1.82 18 77 5 1.82

G) 14 81 5 1.91 20 72 H] 1.80 17 76 7 1.90
H) No hubo proliferacién celular

No bubo diferencias significativas (xz. P> 0.05)
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COCLUSIONES

1. Las concentraciones de polvo de zinalco sin agitacion y el tiempo de exposicion

utilizados no provocaron variaciones en la frecuencia de los biomarcadores.

2. La agitacion de los cultivos no afecté a los linfocitos, ni provocd citotoxicidad o

genotoxicidad.

3. Laagitacién hizo que el polvo de zinalco se corroyera.

4. Los cuitivos de linfocitos con agitacién constante y expuestos a los productos de
corrosidn del polvo de zinalco, no sufrieron dafio citotéxico ni genotdxico, a excepcidn
de las dos concentraciones mas sltas donde no hube proliferacidn celular debido al

inctemento del pH del medio.

5. Las concentraciones de iones Zn, Al, y Cu obtenidas por el método de disolucidn
electroquimica fue mas alta que las del método de agitacion, pero tampoco causaron
citotoxicidad, ni genotoxicidad, excepto en la concentracion mas alta donde se

mcremento también el pH del medio y 1o hubo proliferacion celular.

6. Las cantidades de iones logrados por medio del método de agitacion y la disolucién

electroquimica no rebasan ias descritas como normales en la sangre humana.

7. Los resultados obtenidos en este irabajo, muestran que con las concentraciones usadas
tanto de particulas como de iones de la aleacién zinalco(78% en peso de Zn, 20% en
peso de Al 2% cn peso de Cu), no se detectaron dafios genotdxicos ni citotdxicos en
linfocitos humanos bajo las condiciones de este trabajo, y se puede afirmar que esta
aleacién es biocompatible {excepto en las concentraciones mayores de los
experimentos con agitacién y disolucién electroquimica donde no hubo proliferacién

celular).
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8. Para estudios posteriores con esta aleacién; es necesario considerar las especies que se
forman debide a su corrosién, el estado de oxidacidn de éstas y gque cambios
fisicoquimicos producen en el medio donde la aleacidén es colocada, va que como se
observo para tas conceniraciones mas altas en este estudio, al elevarse el pH provocaron
que no hubiera replicacién celular, si esto lo extrapolamos a un estudio "in vivo" donde

el zinalco es implantado puede provocar rechazo o inflamacion.
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