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INTRODUCCION

Cuando es inyectado LPS ( Lipopolisacarido ), en raiones normales o
ratas de laboratorio, se produce una ripida y significativa caida del zinc en suero
( hipozinquemia ) .que ha demostrado ser una respuesta dosis-dependiente ( 1 ).
Estc mismo fendlmeno ha sido descrito en humanos , tanto en infecciones
Bacteriunas ( 2 ),como en virales ( 3 ) y en otras situaciones que alfectan tanto
al hombre como a animales de experimentacion ( 4, 5,6 ) . Dicha
disminucion del zinc en suero o plasma , se demostrd que ¢ra debida a una
proteina intermediaria llamada pirdgeno - endégeno producida por lcucocitos ( 2 ).

Kampschmidt y Upchurch ( 7 ), fueron capaces de reproducir este mismo
fendmeno cn ratas utilizando tanto pirdgeno — enddgeno ( obtenido de leucocitos
de peritoneo de cungjo ), como inyecciones de endotoxina , confirmando asi las
investigacioncs hechas por Pekarck y Beisel ( 2 ).

Este mediador enddgeno-leucocitano , fué caracterizado como una proteina
labil al calor y de bajo peso molecular , que aparecfa en el plasma de la rata
dentro de las dos horas posteriores de imciada la endotoxemia . Dicha proteina
fue reconocida como una monocina de respuesta de fase aguda & interleucina, la
cual inicia la redistribucion del zinc en los tejidos del huésped ( 8,9,10).

[.as Metalotioneinas , son proteinas de alto contenido en cisteina y de bajo
peso molecular Jas cuales poseen una alta afimidad para metales pesados ,
incluyendo cadmic , mercuric y zinc y son involucradas en los mecanismos
fisio-patologicos del metabolismo del zinc asociado a infecciones bacterianas. La

disminucion del zinc plasmatico ha sido explicada por un acelerado flujo del zinc



~ desde el plasma hacia el higado, donde son producidas las Metalotioneinas { 11,
12 ). Desde ¢l punto de vista bacteriano , ratas infectadas con Salmonella
typhimurium , presentaron una caida del zinc plasmatico lo que ayudo a
incrementar su resistencia a la marbilidad y mortalidad en estos animales( 13 ).

Estos cambios de disminucion del zine en el metabolismo mineral
aumentan la resistencia del huésped hacia la bacteria patdgena invasora, la cual
requiere significalivas cantidades de hierro y zinc para su metabolismo y division
( 14 ); cuando las bacterias son deprivadas de suficiente cantidad de estos
nutrientes , su division es inhibida y consequentemente su virulencia. La quelacion
del zinc sérico por a2-macroglobulina { 15 ) y el secuestro de hierro ¥ zinc por
el higado ¢s una parte integral de la respuesta inmune . Este papel “protector”
llevado a cabo por la deprivacion nutricional hacia los microorganismos invasores
, ha sido llamada “ Immunidad Nutricional “ y es de particular importancia ,
coOmo un mecanismeo anterior a los mecanismos especificos humorales y celulares
de la respuesta inmune ( 16 ). Todo parece indicar , que dicho mecanismo
protector es solo uno mas de los efectos de la hipozinquenua y que el verdadero
significado tomando en cuenta la liberacion de IL-1, tiene un enfoque a nivel de
reguladores transcripcionales que no ha sido descrit 0. Se sabe que Jos leucocitos
humanos contienen el 3 % del zinc total de la sangre ( 17 ) ¥ que el leucocito
individual es relativamente rico en este metal | contiecne 25 vcces mas que el
eritrocito ( 18 ); existiendo ademas un intercambio libre entre el contenido de
zinc del plasma y ¢l del leucocito ( 19 ), por lo que podriamos postular que

este descenso del zine en ¢l plasma y la ¢élula podria funcionar como un switch



, para activar algunos factores de transcripcién existentes a nivel celular como son

: NFxB y AP-1,

[.- FACTORES DE TRANSCRIPCION :

FACTOR NF-xB.- Fu¢ primero identificado como un regulador de la expresién
del gene de la cadena ligera kappa en linfocitos “ B “ murinos ( 20,21 ), pero
ha sido subsequentemente encontrado en diferentes células y algunas de las
diferentes proteinas de NF-xB ya han sido caracterizadas ( 22,23 ).

La forma activa de! factor NF-kB esta formada por un heterodimero , el cual
regularmente consiste de dus proteinas © la subunidad p65 , también llamada rel A
y la subunidad p50 (24 ). Otras subunidades tales camo: rel,rel B | v-rel y p352
también pueden ser parte del NF-xB activado y tal parece que estas diferentes
formas dc NF-kB pueden activar difcrentes grupos de genes . En células sin
estimular , e] factor NF-kB se encuentra c¢n el citoplasma unido a proteinas
inhibitorias como son: IkBa e IkBp, las cuales previenen que dicho factor entre
al niclea ( 25 ). Cuando éstas células son estimuladas por agentes como éstercs
del phorbol , que activan a la protein-Kinasa “C” ( PKC ), se efectia la
disociacion in-vivo del complejo NF-xB de la proteina inhibitoria IkB y su
consiguiente emigracion hacia el nucleo de la célula ( 26,27 ).

La fosforilacidn que conduce a la disociacion de NF-«xB y su inhibidor ,
requiere del proceso de corjugacidén con ubiquitina y de degradacion por el

proteosoma ( 28 ). La liberacion de NF-«B de IxB, conduce al pasaje de NF-



kB dentro del niclev, donde se une a sequencias especificas ¢n las regiones
promatoras de algunos genes . Puesto que el gene IkBa ( previamente llamado
MAD-3 )( 29 ), ticne una sequencia de reconocimiento xB en su regién
promotora , NF-kB induce la sintesis de IkBo, la cual entra al micleo para unirse
a NF-kB activado y lo transporta al citoplasma , terminando asi con la expresion
del gene (30 ).IxB-a se une preferentemente a la subunidad p65 , previniendo de
esta manera ¢l translado del complejo NF-xB al nacleo ( 31 ).

NF- kB regula la expresion de algunos genes involucrados tanto en la
respuesta inflamatoria como cn la respuesta inmune | sin ecmbargo ne ¢s ¢l Gnico
fagtor de¢ transcripcion involucrado en regular esos genes , y frecuentemente
funciona junte con otros factores de transcripcion, tales como Activador de

Proteina— 1 ( AP-1) y el factor nuclear de Interleucina—0 ( 32 ).

ESTIMULOS QUE ACTIVAN NF-xB ( 22,32 ).

1.—CITOQCINAS -
Factor de Necrosis Tumoral- &
[nterleucina-~ 1§

Inierleucina — 17

2-ACTIVADORES DE PROTEIN- KINASA “C”:
Esteres del forbol

Factor activador de plaquetas.



3.-OXIDANTES :
Perédxido de Hidrdgeno.

Qzono.

4.-VIRUS :
Rhinovirus.
Virus dc la Influcnza
Virus Epstein- Barr
Citomegalovirus
Adenovirus
Virus de inmunadeficiencia tipo-1
Virus de la Hepatitis “B”.

Herpes virus — 6

5-MITOGENOS DE CELULAS ‘T’ :
Fitohemaglutinina
Concanavalina
Anti- CD3
Anti- CD2

Anti- CD23

6.- PRODUCTOS BACTERIANQS :

Lipopolisacarido



Exotoxina B
Toxina-1 del sindrome de shock tdxico

Muramilpéptidos

7.- AGENTES FISICOS :
Luz Ulira Violeta

Radiacion - y

Existe una serie de proteinas que som reguladas por el factor

NF- kB entre las que se encuentran ( 22,23 ):

1.-CITOCINAS PROINFLAMATORIAS :
Factor de Necrosis Tumoral -u
Interlcucina — 1
Interleucina - 2

Interleucina - 6

Factor estimulante de la coloma de Macrofagos.

Factor estimulante de la colomia de Granulocitos.

2.-CITOCINAS QUIMIOTACTICAS :
Interleucina - §
Proteina inflamatoria del Macrdfago 1-o

Protcina quimiotictica para Macrofago- |



Exotaxina

3-ENZIMAS INFLAMATORIAS :
Sintetasa inducible del 6xido-nitrico
Ciclooxigenasa — 2 Inducible
Lipooxigenasa - §

Fosfolipasa As

4-MOLECULAS DE ADHESION CELULAR :
Molecula de adhesion endotelial del leucocito ( ELAM-1)
Molecula de adhesion celular vascular ( VCAM- 1)

Molecula de adhesion intercelular— 1 ( [CAM- 1)

5 - INMUNORECEPTORES :
Receptor celular “T"-f
Receptor celular *17-o
Complejo mayor de Histocompatibilidad clase I ( H-2K®).

Complejo mayor de Histocompatibilidad clase I1 { E o

6.- VIRUS :
Virus de la Inmunodeficiencia Humana.
Citomegalovirus

Adenovirus



7.-FACTORES DE TRANSCRIPCION Y SUBUNIDADES
NF-xB precursor P105

IkB-a

c-myc

Los factores de Transcripcidn juegan un papel central en convertir sefiales
extracelulares dentro de los cambios en la expresion de genmes especificos y
ademds de regular complejos procesos bioldgicos ( 33 ) . La actividad llevada a
cabo por algunos factores de transcripcién es modulada por la fosforilacion, tal
es ¢l caso de AP-1 ( Activados de Proteina-1) y NFxB ( Factor nuclear KB )
. La senial de fosforilacion produce activacion postranslacional de estos factorcs
Jos cuales inducen la expresion de otros genes, que a su vez codifican para
otros factores de transcripcion . Tales cascadas de activacion pueden gencrar por
largo tiempo sefales nucleares ( 34 ).

ACTIVADOR DE PROTEINA ( AP-1) - Fue primero identificado coma un
factor transcripcional que se une a un elemento- cis del promotor de varios genes
como ¢l de la metalotioneina humana Ila ( hMTIIa )}, la protcina p40 dcl Virus
de Simio 40 y algunos genes de respuesta a ésteres de forbol . AP-1, es requerido
para una actividad optima basal del promotor hMTTla tanto in-viva como in-
vitro ( 35,36 ). Dicho factor fue caracterizado por su habilidad para alterar la

expresion de genes en respuesta a factores de crecimiento, citocinas, promotores



de tumores , carcindgenos y expresion incrementada de varios oncogenes tales
como sr¢c vy ras ( 33 ).

AP-1 es un complejo multiproteico compuesto de los productos de la familia
de los proto-oncogenes JUN y FOS . Estas proteinas tienen que dimerizar para
ser capaces de unirse al sitio de reconocimiento de AP- L, también conocide
como el TPA — elemento responsible ( TRE ); lo cual significa que TRE media
una respuesta transcripcional inducida por un ester de forbol que es un promotor
de tumores tal como : 12 — o- tetradecanoylphorbol 13 acetato = TPA( 35 ). Las
proteinas JUN pueden formar homodimeros ¢ heterodimeros con las proteinas
FOS , mientras las proteinas FOS no pueden formar homodimeros y ademds no
son capaces de unirse al DNA por st mismas ( 33 ). La transcripcion de JUN
gs directamente estimulada por su propiv gene y ademds e¢s capaz de regular la
expresion del gene FOS ( 38 ). Tres miembros de la familia JUN/ AP-1 fueron
idenuficados en Biblioteca de ¢cDNA de ratdn: ¢-JUN , JUN-B y JUN-D, cada
proteina es capaz de unirse al sitio de consenso de AP-1 ( TGACTCA) y son
similares en sus propiedades de unirse al DNA, e¢n la formacidon de dimeros, y
en su interaccidén con FOS ( 39 ). Homodimeros ¢-JUN , exhiben fuerte capacidad
de activacion , mientras homodimeros JUN-B  y JUN-D son pobres
transactivadores y reprimen la actividad de¢ ¢-JUN ( 33 ) La formacion de
heterodimeros de cualquier proteina JUN con ¢-FOS resulta en la generacion de
potentes activadores y parte de esta aumentada actividad es debida a la
estabilidad de este heterodimero ( 40 ).

La transcnipcion del protooncogene c-FOS es inducida en forma rapida (5

minutos ) por suero y por algunos factores como el Factor epidérmico de
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crecimiento ( EGF ), el promotor de tumores forbol 12-miristato-13-acetato y la
insulina. El facilitador de ¢-FOS , conticne un clemento d¢ secuencia lamado
eleinento de respuesta del suero ( SRE )(41 ). La dimerizacion de los genes FOS-
JUN es mediada por un cierre de Leucinas ,que forma unma ¢ - Hélice, en el cual
cada siete aminodcidos, es una lcucina . El contacto con el DNA ocurre por la
via de la regidn basica, la cual es localizada iumediatamente cormriente arriba del
cierre de leucinas y el cual es caracterizade por la abundancia de residuos

cargados positivamente ( 42, 43 ) ; finalmente , otros miembros identificados de

esta familia son : FOS B,Fra 1 y Fra 2 ( 33 ).

I[L.- CITOCINAS :

En infecciones bacterianas ¢ parasitarias y en shock séptico , encontramos
una serie de reacciones locales ¢ sistémicas en el organismo que se conocen
como de “Respuesta de Fase Aguda “( 44 ).La reaccion local incluye : dilatacion
De los vasos sanguineos , alteracion en el flujo y coagulacion de la sangre,
migracion de neutrofilos y macréfagos , liberacidn de proteasas lisosomales y
furmacion de¢ mediadores de la intlamacion. Estos mediadores causan una reaccion
sistémica caracterizada por fiebre , dolor |, leucocitosis , disminuciéon en plasma de
los niveles de zinc y hierro e incrementada sintesis de las Proteinas de Fase
Aguda ( 45 ) Existe evidencia de que las citocinas son involucradas en la
sepsis,lo cual proviene de observaciones de que al administrar recombinante IL-1
y TNF,cada una por separado & en combinacion , se producen alteracianes

hemodindmicas y hematologicas que son caracteristicas del shock séptico en
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humanos ( 46,47 ). También ha sido demostrado que el TNF- a se incrementa
después de la administracidn de pequefias cantidades de endotoxina en voluntarios
humanos y finalmente la inmunizacion pasiva con anticuerpos contra TNF- o
proteje a los animales contra los efectos letales de la endotoxina y de la bacteria
( 48,49 ).

Las actividades bioldgicas de [L-6 parcialmente se translapan con aquellas de
IL-1, ya que algunos de los efectos pleiotropicos de IL -1 se sabe actualmente
que sun causados por IL-6 & por acciones sinérgicas de IL-1 e IL-6 . IL-6
estimula la sintesis de proteinas hepéticas durante la respuesta de fase aguda, y
actls como un pirogeno-endogeno ( 50 ). Fong et al ( 51 ), reportaron que la
administracion de endotoxina( 20 U/Kg ) en humanos, produce una clevacion en
IFN e IL-6 circulante jalcanzando su mdximo pico entre las dos y cuatro horas
despuc¢s de la administracion de la endotoxina. También se ha reportado que las
monocinas [L-1 e TNF-¢ san potentes inductores de I[L-6 ( 52 ). IL-6 mds que
[L-1 es un mediador de la produccion de Metalotioneina ( MT ) y cambia el
metabolismo del zinc . Ambas |, [L-1 e IL-6 estimulan la liberacion de
corticotropina en cultivo de células hipofisiarias , sugiriendo asi que estas citocinas
,ncrementan los niveles de glucocorticoides { 53 ) . Previos cstudios han
demostrado que los glucocorticoides estimulan la sintesis de MT en hepatocitos ,
tanto in-vivo como in-vitro ( 54 ;55 ). Esta habilidad es debida a la presencia de
un elemento con afinidad para glucocorticoides en la regidn promotora de los
genes de MT ( 56 ). Presumiblemente , los glucocorticoides modulan tumbién a

los receptores para la I[L-6 en los hepatocitos 6 en los componentes de la seiial
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intracelular de transduccion dirigida por IL-6 ; se sabe que¢ los glucocorticoides
pueden actuar en el hepatocito incrementando la produccion de MT, e inhibiendo
la liberacion de IL-1 pur el macrofuge ( 53 ). Ademas en presencia de
glucocorticoides , la [L-6 incrementa la producciéon de MT y la incorporacion de
zing por los hepatocitos . Esta funcidn de incrementar la produccion de MT
hepdtica y la acumulacion de zinc, padria ser para proporcianar proteccién celular
{ 57).

FNT- a es unma monocina que afecta directamente el estado funcional de
algunos tejidos, produce la necrosis hemorragica de los tumores en animales ,
supresion de la sintesis de lipidos en tejido adiposo , aumenta la actividad
fagocitaria de los granulocitos y achia también como pirdgeno enddgeno ( 58 ,59
). Algunos de sus efectos son similares a aquellos de IL-1 y son caracteristicos
de la respuesta de fase aguda, mediando cambios en la expresion de multiples
productos genéticos del higado como son algunas proteinas del complemento
como el factor B y el Cy ( 60 ). Algunas caracteristicas han sugerido que FNT-
o , también es importante, mediador de la respugsta de lase aguda , por lo

siguiente :

1-FNT- o radiomarcado se concentra en el higado después de administracion

intravenosa.

2.-FNT - 0. puede ser liberado en mds alta comcentracion que IL-1 bajo ciertas

circunstancias por ejemplo en conejos inyectados con endotoxina.
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3.-FNT - o media cambios en la expresion genética en células de hepatoma que

poseen un pequefio mumero de receptores para TNF ( 61 ).

FUNCIONES DEL ZINC :

El zinc, es rutinamamente adicionado u buffers para el aislamiento de
fracciones de la membrana celular. Sirve para promover cohesividad y mantener
la actividad de las enzimas unidas a la membrana ( 62 ) y para el ensamble in-
vitro de los microtibulos ( 63 ). Ademis han sido propuestas las siguientes

funciones del zinc sobre la superficie celular :

1 .- Interacciona con enzimas como son ATPasas ,y Fosfolipasas A; controlando la

integridad de la membrana ( 64 ).

2 -Interacciona con grupos thiol de macrumoléculas para la  formacion de

mercapéptidos de zinc, incrementando asi la integridad de la membrana ( 65 ).

3.-Interfiere con la peroxidacién de lipidos , ya que se asume que ¢l zinc por
interferir con la oxidacion de NADPH , inhibe la secuencia de reacciones en la
peraxidacion de los lipidos ( 66,67 )} que causa estabilizacion de los lisosomas .
Inhibe la fosfodiesterasa y ocasiona un incremento en el nivel de AMP«

restringiendo asi la liberacién de las enzimas lisosomas en las células fagocilicas

( 66,6869 ).
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OXIDO NITRICO :

El dx1do nitrico ( NO ), fué llamado la molécula del afio en 1992, existen
en la literatura cientifica unma gran cantidad de articulos que se refieren a
aspectos bioldgicos y patologicos , que involucran al Oxido nitrico ( 70 ). Dos
aspectos en la generacion del NO son de particular interés :
1.-El papel potencial del NO como una molécula citotdxica que contribuye como
armazon antimicrobiana de los fagucitos .
2.-El papel del NO como un vasodilatador en la inflamacion y mediador del
choque séptico { 71 ).

El NO es producido en el humano y en animales de laboratorioc por NO
sintetasas ( NOS ) .Se han identificado isoenzimas de NOS ( 72 ) como
isoforma inducible { INOS ) e isoforma constitutiva ( ¢cNOS ). Se ha propuesto
que €l NO producido en los fagocitos mononuclearss por medio de iNOS, tiene
actividad antibacieriana , antifingica y antiprotozoaria ( 73 ). En macréfagos
amimales , notablemente macréfagos murinos , la sintesis de NO y su regulacion
ha sido bien caracterizada ( 74 ). Esto incluye el consumo de substratos L-
Arginina y O, , produccion de el co-producto L-Citrulina , y la necesidad de
cofactores reducidos como : Fosfuto de nicotinamida adenin dinucledtido (
NADPH ), flavin adenin dinucledtido ( FAD ) y tetrahidrobiopterin ( BH; ) ( 75
) . La mayoria de los estudios que han valorado la funcion de la formaucion de
NO incluyendo su funcidn como un producto antimicrobiano , dependen de la

cuantificacion de nitritos , el cual es un producto de oxidacidon formado

espontdneamente del NO en sistemas biologicos ( 71 ).
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Dada la frecuencia de infecciones bacterianas en humanos, ya sean como
un proceso agudo 6 como un proccso crdnico 0 como un cuadro endotdxico 6
septicémico, parece importante apuntar hacia algunos fénomenos bioldgicos
caracteristicos que acompafien a dichos praccsos, como podria ser la baja de zinc
en plasma O suero, para tratar de entender mejor la interrelacion que juegan los
mecanismos homeostasicos del cuerpo humano.

Todos los factores decsritos anteriormente estan conectados entre si; el factor
NF-xB, ha sido cstudiado en procesos infecciosos ¢ inflamatorios al igual que el
6xido nitrico (NQO ) dentro del disparo inicial de la respuesta inmune inespecifica,
mientras que el factor activador AP- 1, parece tener cierta tendencia al mivel de
lementos como es el zinc puesto que va a actuar en combinacién con la
metalotioneina { MT ).

Ambos factores transcripcionales , regulan la expresion de varias citoctinas entre
ellas IL-6 y FNI-w . U6 por wn lado y como ya también fu¢ referido, es
estimulada durante esta baja de zinc, para dirigirse al higado donde actda a su
vez estimulando la produccion de proteinas de respuesta de fase aguda, que son
tan importantes en el shock séptico. Por el otro lado, tenemos que el FNT-a es
estimulado también por componentes bacterianos y modulado por los factores

transcripcionales NF- kB, pero poco se conoce como esta interrelacion se ve

afectada por la concentracién de zinc, por lo tanto para nuestro estudio nosotros

planteamos la siguiente hipotesis.
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HIPOTESIS

El zinc a concentraciones menores de la fisioldgica modula la
expresion de los factores transcripcionales NF- kB y AP-1 producidos por el
macréfago y modula también la expresion de sus efectores pro-inflamatorios

FNT- o, IL-6 y NO.
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MATERIAL Y METODOS.

L-CULTIVO CELULAR - Los macrdfagos de la linea celular Raw 264.7

( células leucémicas ) s¢ obtuvieron del American Type Cultwre Collection { ATCC
# TIB-71 ) y se mantuvieron en congelacidn en nitrégeno liquido hasta su cultiva
en DMEM ( medio basal de Eagle y modificado por Dulbecco ) ( 76, 77 ),
conteniendo 1000 mg/l. de Glucusa 6 % de suero [etal de bovino cuyas
unidades de endotoxina son menores de 0.3 ) ( Gibco-BRL ), 5,000 Ul de
Penicilina , 5,000 pgr / ml de Estreptomicina ( Cellgro ) y L-Glutamina ¢n una
concentracion de 200 mM, 292 mg/ ml ( Cellgro ). También se le adiciond 2.2
gr/ Lto de bicarbunato de sodio antes de llevar €l medio a un pH final de 7.36
para posteriormente ser estcrilizado por filtracion.

Los Mucréfagos fueron descongelados, mantenidos en bafio de agua a 37 iC
por 10 minutos, y colocados en frascos para cultivo celular de 75 cm” ( Costar
Co.) con 10-12 ml. de¢ DMEM suplementado. Posteriormente se incubaron a 37
°%C con 10 % de CO; y en atmodsfera himeda por (24 —48 hrs) ( el color del
medio se va acidificando conforme las células crecen ) , asegurandose de
mantener ligeramente abierta la tapa del frasco para permitir la entrada del
CO 5. Las células cultivadas se adhirieron al fondo del frasco permitiendo su
ficil observacion al microscopio de fase invertido. Para colectar las células  fue
necesario raspar el fondo para desprenderlas con el raspador ( Sarstedt Co. ),
recolectando la suspension celular en un tubo estéril de 15 ml; ( todo el proceso

de cultivo fué bajo cstrictas condiciones de csterilidad ) . Posteriormente  se



18

centrifugd a 188 g por 5 minutos, se decantd el sobrenadante y las células se
traspasaron a un frasco nuevo de cultivo para iniciar el experimento, 6
continuar creciendo la poblacién celular,
IL-MEDIO DE CULTIVO ( DMEM ), DEPLETADO DE ZINC.- Para eliminar
el zinc del medio de cultivo, fue utilizada una combinacién de una resina de
poliestireno wsoluble y aciklo iminodiacético, conocido como chelex 100 ( Sigma )
. El praceso se¢ realizd dc la siguientc mancra @ se pesaron las siguientes sales :
KCl =400 mg/lto MgSQ4 - 97.67 mgs, Nacl = 6,800 mgs , NaHCO; = 2,200
mgs y NaH,PO,H;O = 1400 mgs , todas las sales se¢ mezclaton y  se
disolvicron ¢n un litro de aguwa desionizada , agregandose posteriormente 10 ml
de chelex . Se dejo esto en agitacion constante y a 4°C durante 24 hrs |
separandose ¢l chelex por decantacion y posteriormente por centnitugacion . A
500 ml dc DMEM se le agregd 6 ml de chelex sin suero fetal bovino ,
dejandose en agitacion constante y a 4 °C por 24 hrs., mientras que el suero
fetal de bovino ( SFB ) fué tratado con 2 mi de chelex por cada 10 ml. de SFB
,dejandose en agitacion constante y a 4°C
durante 48 hus ., finalmente se mezclaron ¢l medio de cultive y el SFB que
fueron quelados separadamentc y se esterilizaron por filtracion .

Por ultimo se le agregd a dicho medio las siguientes cationes : 10 pl de una

solucion de 12.5 pg /ml. de CuSQ 5H20, 10 pl de una solucién de 2.5 mg en

500 ml. de Mncl; y 10 pl de unma solucidn de SO0 pgr/ ml de Na;SeO;
procediendo a filtrarse junto con el mismo medio de cultivo { 78 ) . Este medio

depletado de zinc fué utilizado como BAJO en ZINC , mientras que al mismo
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cuindo se le agregé 1S pl de un Stock de 10 mM de ZaSO47H;O se le
denominé como MEDIO en ZINC.

IIL.-PREPARACION DE LAS POBLACIONES BACTERIANAS.- Las bacterias

que se utilizaron fueron Staphylococcus aureus ( gram positiva ) y Escherichia

coli

( gram negativa ).La primera fue crecida en agar sangre a 37°C por 24 tus e
identificada por su mortologia colonial , la hemolisis , su reaccién positiva a la
coloracion de gram de primera instancia, para posteriormente pasar a las pruebas
especificas como son : la deteccion de coagulasa y la fermentacion del manitol .
Después de mantencr el cultivo puro se procedid a sembrarlo en caldo de
tripticase y soya al 3% y se incubd por 24 hrs a 37°C para preparar una
poblacidn a gran escala . Finalmente se ajustd con solucidn salina estéril al
0.85 % al tubo # | del Nefclometro de Mc Farland para tener una poblacion
bacteriana de 300,000 x 10° ; después se hicieron aliquotas de 50 ml y se

congelaron a -20°C hasta su uso.

Para el aislamiento e identificacidon de la Escherichia coli fue bésicamente el

mismo procedimiento ; Se sembré en medio de cultivo diferencial de eosina azul

de metileno ( EMB ) el cual después de incubarlo a 37 °C por 24 hrs se
presentd su caracteristico brillo metalico . Se  procedi6 a la confirmacion
mediante las siguientes pruebas bioquimicas : lactosa + ; fermentacion de TSI =

acido / 4cido e Indol + . ( 79 ). Posteriormente se hizo crecer en caldo de

tripticase y soya al 3 % durante 24 Hrs y a 37°C y se prepar¢ una poblacidn
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a gran escala, ajustandose al tubo # 1 d¢l Nefelometro de Mc Farland ,
conservandose finalmente en aliquotas de 50 ml a -20°C hasta su uso.

Antes de ajustarse las poblaciones bacterianas al nefelémetro de Mc Farland,

cada bacteria fue muerta por ebullicion durunie 1 -2 hrs deperdiendo del
resultado negativo del control de viabilidad efectuado en caldo tripticase y agar
sangre.
IV.- FAGOCITOSIS .- Para efectuar la fagocitosis, se ensayaron tres diferentcs
concentraciones de¢ maccdfagos : 4 x 16° ,2x 108 y Ix 10° , con dos diferentes
concentracioncs bacterianas 600 x 10° y 300 x 10° , durante 4 hrs de
incubacion a 37°C con L0% de CO*y 100% de humedad relativa.

Tanto los macrofagos como las bacterias fueron suspendidas en 2 ml. de
medio de cultivo ( DMEM ) hiperglucosado ( 4500 mg/L de glucosa ) vy
suplementado. La fagocitosis se evalué al microscopio en preparaciones que
fueron fijadas
al portaobjetos con metanol duranie un minuto y posteriormente tefiidas al Gram
( 80,81).

V.- DISENO EXPERIMENTAL BASICO .

Los macrofagos fueron lavados una vez con DMEM y suspendidos
en 20ml. del mismo medio de cultivo y contados ¢n la camara de neubauer al
microscopia , utilizando ¢l colorante azul tripano al 0.4 % ( Sigma ). El disefio
xperimental se llevo a cabo con tres medios de cultivo conteniendo las

diferentes concentraciones de zinc :



21

1- NORMAL .- Consisti6 de 10 ml del medio de cultivo normal con una poblacion
de macréfagos de 10x 10¢.

2.-BAJO en ZINC.- Consistié de 10 ml del medio tratado con el quelante

( chelex ) para eliminar €]l zinc ademas de una poblacion de macréfagos de 10
x 10°.

3.- MEDIO en ZINC.- El mismo medio de cullivo anterior conteniendo 15 pl
de ZnSO4 10 mM y una poblacion celular de 10 x 10° macrofagos.

Los frascos se incubaron a 37°C en 5 % de CO; y ammosfera hameda
durante 40 hrs haciéndose dos observaciones al microscopio de fase invertido
dwante ¢] crecimiento y rmultiplicacion celular. Después de¢ completar las 40 hrs
se agregaron las bactcrias y el LPS a probar, excepto al control .

Las concentraciones utilizadas de los antigenos fueron :

1.-Cantrol - Células + medio de cultivo.

2.- LPS = Células + 100 td de una concentracion de 100 ug/ml de LPS

(E coli O26:86 ).

_3.- Bacterig gram negativa = Células + 5 ml de la poblacidn estandarizada a
300x 10° de E. coli.

4.- Bacteria gram positiva = Células + 5 ml de la poblacién estandarizada a

300x 10° de S. aureus .

Este mismo disefio experimental fue la base para la obtencién de las

muestras en diferentes tiempos de incubacion .
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VI.-EXTRACCION NUCLEAR DE PROTEINAS PARA [OS FACTORES DE

TRANSCRIPCION DE NF/xkB Y AP-1 ( 82,83,84 ).

Las muestras que fueron utilizadas en la determinacion de NF-xB y AP-1
fueron incubadas en las condiciones ya explicadas en el disefio experimental y
durantc un tiempo dc¢ dos hrs,al término del cual sc cerraron los frascos y
se colocaron en hielo . Posteriormente se rasparon uno por unc el fondo de
los frascos, colectindose las muestras en tubos cénicos nuevos de 15 ml para
posteriormente centrifugarse a 188 ¢ por 5 min y continuar con los siguientes
pasos :
l.-Las células fueron lavadas 1 02 veces con PBS frio { buffer salina - fosfato, pH
=74 )(Sigma ) y centrifugadas a 188 g durante S5min a 4°C.
2.-Los sobrenadantes se removieron y los botones celulares se despegaron
lentamente por la adicién de 500 pl del Buffer A con IGEPAL ( detergente ).
3.-Se mcubd durante 7 min en hiclo para posteriormente centrifugar a 188g por
5 a 4°C .El sobrenadante sc aspird y se desechd.
4.-El boton celular se lavéd una vez mas con buffer A pero sin LGEPAL ,
centrifugandose a 188 g durante 5 min y a 4 °C . El sobrenadante se elimind
quedando un boton nuclear claro en ¢l fondo del tubo,
5.-Se adicionaron 7 ul de buffer B al botdn nuclear subiendo y bajando la
suspension hasta que los nicleos se rompieron y que el botdon nuclear llega a
ser viscoso . ( se puede corroborar este puato utilizande Yoduro de Propidio en

concentracion final de § pg/ml y microscapio de Fluorescencia )



23

6.-Posteriormente se incubd por 10 min. @ 4°C y se adicionaron 70 pl del buffer
C (& 10 veces €l volumen del buffer B usado ) centrifugidndose a alta velocidad
8,160g por 1Sminy a 4°C.

7.-Se colectaron los sobrenadantes donde se encontraban presentes las proteinas
nucleuares.

8.- Para la determinacion de proteinas se tomaron de 2-5 pl del sobremadante.
9.-Las prateinas nucleares se congelaron en aliquotas a - 70 °C hasta su uso.
VIL-DETERMINACION DE PROTEINAS ( 85 ) :

1.- Se sacaron las muestras de las proteinas nucleares fuera de el congelador y se
colocaron en hielo hasta su determinacion

2.-Los estdndares para la determinacion de proteinas ( Bio-Rad , albimina sérica
bovina ) fueron también colocados en el hiclomanejdndose las siguientcs
concentraciones :

lpg/ml ;0.5 pg/ml ; 025 ug/ml; 0.125 pg / ml y Bufter “C” como blanco.
3.-Se adiciona 4 ul de los estandares y las muestras ( por duplicado ) dentro de
una microplaca de 96 pozos .

4.-Se lcs agregd 200 pl del reactivo de Bio-Rad utilizado en la determinacian ,
diluyendo 1 ml del reactivo con 4 ml. de agua destilada . Dicho ensayo esta
basado en el cambio de color del azul Brillante de Coomasie G-250 , en
respuesta a vamas concentraciones de proteinas . El colorante s¢ une a
aminoacidos basicos ( especialinente arginina ) y aromaticos .

5.- La microplaca se leyd en el lector de ELISA a 595 nm { ELISA READER

BIO-RAD , MODELO No. 3550. ), mezclandose por tres segundos antes de
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leer. Los datos obtenidos se graficaron y se obtuvieron las concentracioncs finales
en pg/ pl.

VIl .- ENSAYO DE ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA
( GELSHIFT ):

Las proteinas unidas al DNA son importantes en actividades celulares
tales como : transcripcidn , replicaciéon ¢ recombinacion . Este ensayo de Gelshift
ha sido ampliamente usado en el estudio de tales proteinas y los complejos que
estas proteinas forman . Este cnsaya esta basado en que los complejos de proteina
y DNA , pueden ser detectados por su movilidad e¢lectroforética alterada ( Shift )
difereate dela del DNA.

El ensayo consta de tres partes que son: ELABORACION DE LA SONDA :;
LIMPIEZA DE LA SONDA y ENSAYO DEL CAMBIO DE MOVILIDAD
ELECTROFORETICA .( EMSA X Electrophoretic Mobility Shift Assay) ( 86 ).
1.- ELABORACION DE LA SONDA ( 87 ):

a).- En un tubo de ensayo eppcndorf se combinaron los siguicntes reactivos :

1.-2 pl del oligonuclediido ( en este caso son tanto para NFKB como
para AP — 1 ). La concentracion para cada uno de los
oligonucledtidos fué de 25 ng / pl.

2.- 1 ul de buffer de T4 Polinucledtido Kinasa 10 X .

3-1pl de [y-2PJATP ( 3,00Ci/mM , 10 mCi/ ml.)

4-5 pul de Agua Destilada.

5.-1pl de T4 Polinucledtido Kinusa.
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b)~La mezcla se incubé a 37°C por 10 minutos y la reaccion se pard
agregando 1 pl de EDTA 0.5M.
c).- Finalmente se adicionaron 89 pul del Buffer TE.
2-LIMPIEZA DE LA SONDA :
La elininacidon de el exceso de "{-RP se llevd a cabo a través de

columnas MicroSpin G-25 que contienen Sephadex G-25 DNA Grado F, de

Pharmacia Biotech .
1.-Preparacion de la columna :
a).-La resina se resuspendié en la columna usando el vortex y agitando
gentilmente.
b).-La tapa se atlojd0 a un cuarto v se cortd el fondo de ella.
c).-La columna se colocd en un tubo eppendorf ( s¢ cortd la tupa del tubo
primero ) para usarlo como soporte .
d ).-Se precentrifugd la columna por un minuto a 735 g en cuarto frio.
e).-Después de centrifugar , se tir6 el tubo usado como soporte
{ Contenia ¢l liquido que se desprendio de la columna ).
2.-Aplicaciéon de la Muestra:
a)-La columna se insertd en un auevo tubo eppendorff y la muestra se
aplicd en el centro de la resina compacta, evitando que la muestra fluyera
alrededor de la cama de la resina ( en el espacio formado entre la resina y el
tubo ) . Un volumen de 25-50 pl del oligonucledtido marcado fué aplicado a

la columna.{ Nosotros usamos 2 columnas cada vez puesto que, el volumen final

era de 100 ul).
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b).-La columna se centrifugd por dos minutos a 735 g.La muestra
purificada fu¢ colectada en el fondo del tubo que soportaba a la columna,

procediéndose a tapar el tubo que ahora contenia la muestra y se descarto la

columna.

3.-ENSAYO DE CAMBIO DE MOVILIDAD ELECTROFORETICA ( EMSA ).
( 88,89 ).

a)-GEL. CONCENTRADOR .-Es el gel al 5% que va en la superficie de la
cémara de protean, donde fueron colocadas las muestras a determinarse.

b).-GEL DE CORRIMIENTOQO.-Es el gel al 9 % que fué colocado después del

gel concentrador.{ 87 ).

c).-PREPARACION DE MUESTRAS ( 90,91 ) :

1.-Los tubos para microcentrifuga de 0.5 ml. fueron marcados.

2.-Se agregaron 4 pl del buffer de unidn del gel (5X).

3.-Se afladié 1pul de 50 mM de Dithiothreitol ( DTT ) ( el cudl se prepard fresco
cada vez que se usG = 7.7 mg/ml, en agua desionizada ).

4.-Luego,l pul de Poly [d(I-C ) ]* ¢n una concentracion de 0.5 pgr/pul fue
agregado.

5.- Se calculd la cantidad de protcina requerida, en este caso fue de 4 pug/pl.
6.- La sumatoria del buffer de upién, mds DTT , mids Poly-IdC nos did un
volumen de 6 pl al cual se le sumd @ su vez el volumen requerido de proteina
para los 4 pg sefialados en el punto anterior y se adiciond agua destilada para
hacer un volumen final de 20 pl.

7.-Se incubd a la temperatura del cuarto por 20 minutos.
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8.-Finalmente se adiciond | pl de la sonda marcada a cada tubo y se incubd a
la temperatura del cuarto por 30 minutos.

* Poly[ d ( I-C ) ] = Poly-deoxy-inosinic<deoxy—ytidylic Acid, Poly[d ( I-C )],Sodium
Salt.,.Boehringer Mannheim labs.

d).-PREPARACION DEL GEL EN LA CAMARA DE PROTEAN II (Bio-Rad ).
1.-Se mantuvo limpia la camara protcan lavandola con agua y jabon después de
preparar ¢l gel y limpiarla con alcohol.

2.-Se colocaron los empaques de hule en el fondo que servieron de soporte para
las placas de vidrio que contenian el gel.

3.-El vidno grande y el vidrio pequefic se limpiaron con alcohol ,y se colocaron
los espaciadores ( pedazos de plastico que corren a lo largo de los vidrios con
un diametro de [.5mm ) entre ambos vidrios. Posteriotmente se equilibraron
sobre una superficie plana para que queden perfectamente alineados.

4.-Se colocaron los sujetadores que prensaron el sandwich tormado por los
vidrios mas ¢l espaciador , llevando un sujetador par cada lado y atornillados
hasta que quedaron perfectamente fimmes.

5.-La camara fuc colocada con los tomillos de los sujetadores hacia arriba y se
pusieron los peines entre los dos vidros ( dichos peines tenian 15 espacios con
un didmetro de 1 mm).

7.-Se vacidé el primer gel, (de corrimiento ) con jeringa de 20 ml y aguja de
13G 1'% , hasta mds ¢ menos un centimetro abajo del limite del peine, dejando

el gel sobrante en un vaso de precipitado para checar el ticmpo de

solidificacion.
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8.-Ya solidificado el primer gel se¢ procedié a preparar el gel concentrador que
se vacié igual que el primero ( disiribuyéndose alrededor de los espacios del
peine ) teniendo comao limite ¢l vidrio grande .

9.-S¢ prepard el gel un dia anterior para el corrimiento de las muestras.
e).-ENSAYOQ DE MOVILIDAD ELECTROFORETICA .

1.- El gel se pre<omid por 10-20 minutos a 100 volts ( Bio-Rad camara de
clectroforesis , 25 mA ).

2.-S¢ adiciond 1 pl de colorante ( 10 X loading buffer ) a cada muestra.

3.-Se uplicaron las muestras en el gel ( 20 Wl ) con pipeta Hamilton ( Hamilton
Co).

4.-Se llend la camara de electroforesis con buffer de corrimiento , Tris , Ac. Borico
y EDTA ( TBE=025X)( 91 ).

3.-El gel se cormio a 100 volts para el gel concentrador y posteriormente se
cambié a 190 volts para el gel de corrimiento , durando aproximadamente de 2-3
hrs.

6.-Cuando el colorante fué localizado a la mitad del geliniciamos ¢l secado del
gel (slab gel dryer, Savant Co).

7.-Ya que el colorante alcanzd mds 0 menos dos centimetros antes del extremo
opuesto , se apagd el aparato y se¢ desarmo el sandwich colocando al gel en papel
filtro , ( electrophoresis blotting paper, Scientific spccialities group ) cortado a su
medida y sefialando cual es el orden de las muestras.

8.- Se envolvio el papel filtro que contenia ¢l gel con papel transparente,

procurando no tener burbujas entre ellos.
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9.-Se colocod el gel sobre la superficie perforada de acero del secador, situando
entre ellas el papel filtro y tapandolo postedormente con la cubierta de silicona
que posee ¢l aparato.

10.-Se establecieron las condiciones de temperatura de 50°C, durante 30 min y
la paosicion automatica para posteriormente conectar el vacio y comcnzar con el
proceso de secado,

11.-Terminado el tiempo se apagd el aparato, retirindose el gel ( el cual se
adhinio totalmente al papel filtro )y se colocd en el cassette ( Autoradiography
Cassette, Fisher Biotech ) hacia el lado de la pantalla colocindose entre ellos el
film ( Hyperfilm MP, Amersham Life Science ), el cual se marcéd con un ligero
corte en la esquina de acuerdo ul orden de las muestras. Tode este proceso se
realizé en el cuarto obscuro.

12.-Se puso el casseite en una bolsa negra de plastico y se¢ guardd a - 70°C  por
24 hrs , cuando el P¥ fué nuevo porque cuando fu¢ mas viejo debié dejarse 6 48

0 72 hrs.

13.- Después de incubarse, se dejo el cassette por una hora a la temperatura del
cuarto.
14.-Se procedio a revelar el film en el cuarto obscuro de la siguiente manera:
a).- 2 minutos en desarrollador ( Developer, Kodak GBX ).
b).-15 segundos en ac. acético al 10 %
¢).-2 minutos cn fijador ( Fixer ,. Kodak GBX ).
d).-5 minutos bajo el agua de la llave.

15.- El film se secd al aire y se observd.
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IX .- INMUNOENSAYQ ENZIMATICO COMPETITIVO PARA LA
DETECCION DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL-a EN RATONES.
Nosotros usamos el kit CYTokit Red™ mTNFa ( CYTimmune Science Inc. )
¢l cual utiliza placas precubiertas con anticuerpos de cabra anti-conejo , los cuales
fueron usados para capturar un complejo de citoquina especifico en cada muestra
. Posteriormente s¢ le agregd anticuerpo especifico para la citoquina y la
citoquina conjugada - biotinilada ( ligando competitive ) ¢ las muestras ¢ los
estandares . La cantidad de citoquina biotinilada que fué detectada , resultd de una
relacion inversa entre la densidad optica (OD ) y la concentracion : a mas alta
densidad dptica, menos citoquina en la muestra.
a).- PREPARACION DE REACTIVOS :
l.-Anticuerpo anti-factor de necrosis tumoral mucno ( mMINF-o ).—La muestra se
diluyd con 3.5 ml. del diluyente, se selld con el tapon de plistico y se mezclo.
2.-Para €l estindard del factor de necrosis tumoral murino ( mTNF-« ) : Se
marcaron 6 tubos del #2-#6 y el Ultimo como “0”. Se adicionaron 600 ul del
medio de cultivo ( DMEM ) a cada uno de los tubos . El estindard mTNF-o
liofilizado fue reconstituido con 1000 pl del DMEM y correspondid al estandard
#1 que tiene una concentracién de 200 ng /ml . Los estindares dcl 2 al 6 fueron
preparados en una dilucidn 1:4 de la siguiente manera: para hacer el estandard
2 se adicionaron 200 pl del estandard # 1 y se mezcld ; asi se continud hasta
el tubo No 6.El tuba "0" no se le adiciond nada y fué wutilizado como blank .

3.-Conjugado mTNF-o.- Se resuspendid con 3.5 ml. del diluyente sellando con ¢l

tapon de plastico y mezclando .
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4 -Buffer de lavado.- S¢ diluy0 el contenido total del buffer coucentrado con dos
litros de agua desionizada.
5 .-Estreptavidina-fosfatasa alkalina .- Se prepard el vial de estreptavidina ,tomando
400 pl para mezclarse con 12 ml del diluyente,
6.-Solucion substrato.- Se reconstituyd ¢l substrato 10 minutos antes de usarlo,

utilizando el contenido total de su diluyente y mezclando gentilmente hasta que

se disolvid completamente .
7.-Solucion amplificadora .-Se reconstituyd 10 min antes de usarse, adicionando el

contenido total del diluyente y mezclando gentilmente hasta que se disolvid

completamente .

b ).-PROCEDIMIENTO GENERAL:

I ).- Se pipetearon 100 pl del tubo marcado como “0" y de los estdndares del
#1 al # 6 denfro de los pozos designados.

2).-Para cada uno de los pozos escogidos se pipetearon 100 pl de las muestras
problema obtenidas de los sobrenadante de los cultivos celulares.

3).-Sc¢ les agregd 25 pl del anticuerpo mTNF-c. .

4).-La microplaca se selld para prevenir evaporizacion y se incubd a la
temperatura del cuarto por 3 horas.

5 ).-Después dc remover gentilmente el sellador de la placa se agregaron 235 pl
del conjugado dentro de cada pozo , resellando la placa e incubando a la
temperatura del cuarto por 30 min.

6 }).-Lavado.-Después de desprender el sellador de pldstico se lavdo 5 veces, (

para reducir el porcentaje de error ) ,usando la pipeta multicanal cargada con
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250 pl del buffer y removiendo el fluido pousteriormente por inversion de la
placa v golpeteo en el fondo del pozos con el dedo para finalmente secar la
placa sobre papel filtro limpio al momento de la inversién . Se repitié el mismo
procedimicnto 4 veces y en la quinta lavada, se dejoé el buffer por espacio de
10 min antes de removerlo de la manera ya indicada.

7 ).-Posteriormente se les agregd 50 ul de la estreptavidina - fosfatasa alkalina ya
diluida dentro de cada pozo, sellando la placa e incubando a temperatura del
cuarte por 30 min( En este momento se sacaron del refrigerador los reactivos
generadores de color para que tomaran la temperatura del cuarto ) Después de 20
min se prepararon las solucién del substrato ¥ la solucion amplificadora.

8 ).-El scllador se removid gentilmente y las placas se lavaron 5 veces de
acuerdo al proceso descrito en el paso 6.

9 ).-Se pipetearon 50 pl de la solucidn de substrato preparada a cada pozoy la
placa se selld para incubarla a la temperatura del cuarto por 20 min.

10 ).-Se pipetearon 50 pl de la solucion amplificadora ya preparada dentro de
cada pozo y ¢n el mismo orden que se ley agregd la solucion de substrato . La
placa se leyé en los siguientes 5 min después de afiadir la solucién amplificadora
a 490 nm y a intervalos corlos , teniendo como referencia la densidad Optica
entre 1.5-2.0 de la muestra conocida como "(".

12).- La curva de referencia estindar presentd una forma sigmoide que mostrd
una relacion inversa entre las concentraciones de mTNF-o y las correspondientes

absorbancias (D. O.), 6 sea,a mayor concentracion de mTNF-o en la muestra,

méis baja D.O. 6 menos color rojo.
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EL LECTOR DE ELISA tiene la computadora integrada par trazar la curva y
calcular asi las concentraciones de las muestras.

*.-Una curva estandard fué comida en cada determinacion.

X .- CUANTIFICACION DE INTERLEUCINA — 6 , MURINA MEDIANTE
INMUNOENSAYOQ ENZIMATICO ( 92,93 ).

El InterTest -6X'™ Mouse IL-6 ELISA es un kit de ELISA de fase sOlida,
empleando el principio de¢ sandwich dec¢ maltiple anticuerpo . Primero ,una
microplaca de 96 pozos ( pre-cubierta con anticuerpo anti-mll-6 ) fue utilizada
para capturar la mIL-6 prcsente en los estandares y las muestras problema .
Después de lavar la microplaca para remover ¢l matenal que no se umo, fué
agregado un anticuerpo anti-mIL-6 bictinilado el cual se unié al capturado mlil-
6a , para finalmente agregar estreptavidina conjugada a peroxidasa de rdbano y
medir la absorbancia a 450 nm, la cual fu¢ proporcivnal a la concentracion de
mlIL-6 presente en los estindares y muestras problema .

1.- PROCEDIMIENTO:

a).- El InterTest-6X™ murino fué sacado del refrigecrador 30 minutos antes de
usarlo para permitirle a los reactives tomar la temperatura del cuarto.

b}).-Se determino €l nimero de muestras para ensayar y el nimera de hileras que
se utilizaron , tomando en cuenta que una curva estandar debid¢ ser commda en
cada ensayo.

¢).-S¢ prepard el buffer de lavado con 100 ml del buffer concentrado y 900 ml

de agua desionizada el buffer fu¢ estable por 6 meses conservanddlo entre 2 y 8

°c .
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d).-Se reconstituyé el estindar por la adicidn de un ml del medio de cultivo

utilizado. La curva estindar fue preparada de acuerdo a las siguientes

instrucciones :

Concentraciones Medio de Cultdvo Estandar agregado
1.- 560 pg/ul. ———- ——-
2.- 140 pg/ml. 150 pl 50l del Std. # 1
3.- 35pg/ml 150 ul S0 ul del Std. # 2
4.- 8.8 pg/ml 150 ul 50 pl del Std. # 3
5- 0 pg/ml. 150 pl ——

€).-Se sacaron las rmcroplacas de la bolsa de alwnimo las tiras que no se
atilizaron fueron guardadas otra vez , y selladas en la misma bolsa a una
temperatuta entrc 2 y 8 °C.

f).-Se adicionaron 50 pl de las muestras problema y de los estindares a la
microplaca y por duplicade de acuerdo a ¢l esquema de trabajo.

g)-La placa se selld con cubierta adhesiva y se incubd por una hora £ 5 min a
la temperatura del cuarto { 18 —24°C ) y con agitacion regulada a 150 rpm.
h)-El liquide de lus puzos fue removide por aspiracion ¢ por Inversion
cuidando de¢ no dcsprender las tiras en la inversion .

i )-L.as placas fueron vigorozamente lavadas agregando 250 pl del buffer de
lavado a cada pozo y decantando posteriormente.

*Una vigorosa y consistente técnica de lavado fué necesaria para una apropiada

elaboracion del ensayo.
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j)--La placa fue secada golpeando fuertemente sobre papel seco.

k).-Se pipetearon 50 pl de anticuerpo biotinilado anti -IL- 6 murino, dentro de
cada pozo.

l).- La placa fue scllada con cubierta adhesiva e incubada por 1 hora + 35
minutos a la temperatura del cuarto y con agitacion a 150 rpm.

m).-El liquido fue removido por aspiracion o inversiSn y la placa se lavé 3
veces vigorozamente de la manera ya indicada.

n).-La placa fue secada por golpeteo sabre papel seca.

0).-Se agregaron 50 ul de peroxidasa de rabano conjugada a estreptavidina dentro
de cada pozo.

p)-La placa se selld y se incubd por 30 minutos * 2 a la temperatura del
cuarto y con rotacion a 150 rpm.

q)-El liqudo fue removido y la placa fue lavada v secada de la manera ya
indicada.

1).-Se adicionaron 50 ul del substrato Tetramethylbenzidine ( TMB ) a cada pozo
y se incubd por 15 minutos £ 1 a la temperatura del cuarto com agitacion a
150 rpm.

s).-La reaccion fue bloqueada por adicién de 50 pl de solucidn de finalizacion ,
tornando el color azul que habia en los pozos a amarillo.

t)-La placa se leyd a 450 nm en el LECTOR DE ELISA ( BIO-RAD )

Modelo No. 3550 y se utilizaron como blank los pozos que contenian el

estandard de “0Opg/ml.
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u).-El lector d ELISA estuvo integrado a la computadora con el programa para
realizar la curva de regresién lineal , utilizando los estindares de 8.8 pg/ml a 560
pg/ml , calculando también la concentracion existente en las muestras problema.
XI- MEDICION DE ZINC :

Se transfirid una aliquota de la muestra (los tres diferentes medios de cultive
, normal , medio y bajo zinc ) previameante homogeneizada , en un vaso de
precipitado para realizar la determinacion de zinc por espectrofotometria de
absorcidn atomica usando flama de acetileno ( modelo 3030B , Perkin Elmer ,
Norwalk ,CT X 94,95 ),de la siguiente manera:
a).- S¢ utiliz¢ la mezela aire - acetileno para la generacion de la flama.
b).- Se fijo la lampara a la longitud de onda de 213.9 nanémetros.
¢).- Se leyeron cuatro soluciones estandur de zine antes y despues de cada grupo
de muestras que fue determinado, fijandose el ccro de absorcion cada vez que
s¢ practico lo anterior.
d).-Se preparé la curva de calibracion a particr del promedio de las lecturas

obtenidas de cada estindar antes y después del grupo de muestras .

€).-Se leyd la concentracion de¢ las muestras a partic de una grafica de absorcion
elaborada .

£).-Se utilizd agua desionizada por medio de resinas de intercambio idnico para
dichas determinaciones.

XII.- DETERMINACION DE OXIDO NiTRICO ( 96,97 ) :

A.- PROCEDIMIENTOQO :

1-El ensayo se llevo a cabo en microplacas de 96 pozos de fondo en “U”.
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2.-En upa microplaca se pipetearon 100 pl de scolucidn de trabajo del reactivo de
“GRIESS “ para cada muestra y los estindares ( ver preparacion de el reactivo de
griess en la seccion de reactivos ).

3.-Por duplicado se adicionaron 100 pl de medio de cultivo ( Blanco ) ,muestra ¢
solucion estandard dentro de los pozos que contenian el reactivo de GRIESS.
4.-La placa se incubd por 10 minutos a la temperatura del cuarto y se levd al
lector de microplaca a una D.Q. de 562 nm.

5.-Una curva estandar fue construida para posteriormente extrapolar los resultados
y conacer las concentraciones de la muestras .

6.-L.a curva estandard fué construida con concentraciones conocidas de Nitrito de
Sodio ( NaNQ; ), utilizando las siguientes concentraciones: 150,125, 100,75, 50

,25,12.5,6.25 micromolar.

7.-Todos los reuctivos se prepararon frescos al momento de usarse.

LISTA DE REACTIVOS :

VIL-PREPARACION DE SOLUCIONES STOCK PARA LOS BUFFERS

USADOS EN LA EXTRACCION NUCLEAR ( 83 ) :

1.-BUFFER “A” ( DE LISIS CELULAR ) :

Ingrediente Cantidad Solucion Stack Conc. Final
KCL 5 ml 1.5 M ( 100X) 15 mM
HEPES * Sml 1.OM( 100X) 10 mM ( pH=7.6)

MgCl 5ml 200 mM ( 100X ) 2 mM
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EDTA 5 ml 10 mM ( 100X) 0.1mM
H-0 480 ml

= 500ml guardar en refrigeracién, el pH debe ser 7.6
II.-BUFFER “ B “ ( DE LISIS NUCLEAR ): Este Buffer tiene alto contenido de

sal para ayudar a remover la Proteina del DNA .

-Esta solucion stock cs para 400-800 muestras ( 5-10 pl por muestra ).

Ingrediente Cantidad Solucion Stock Cong. Final
KCL 1.33 ml LS M (3X) 0.5 M
HEPES 100 pl 1LOM(40X) 25 mM (pH=7.6)
EDTA 40 pi 10 mM 0.1 mM
HxO 23ml
=  38ml

*Hepes = ( N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N*-[ 2-cthanesulfonic acid 1) .( Sigma ).
Iil.- BUFFER “C” ( DE DILUCION Y ALMACENAMIENTQ ): Este buffer
diluye las sales del buffer B y actua como un buffer de almacenamiento para

proteinas unidas al DNA. ( Solucion stock para hacer 24 ml. ( es suficiente para

500 muestras de 50 pl por muestra ).

Ingrediente Cantidad Solucidn Stock Cong, Final

HEPES 625 ul 1.0 M (40 X) 25 mM ( pH=7.6)
EDTA 250 ul 10 mM (100 X)) 0.1 mM
GLICEROL 2.5ml 100 % 10 %

HO 21 ml

= 24ml
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VIL-PREPARACION DE SOLUCIONES DE TRABAJO DIARIAS :

BUFFER “A”.-Solucion diaria para 20 muestras ( 20 ml.) : Tomar 19 ml. del stock

para el buffer “A” y adicionar fresco:

Ingredientes Cantidad De la Sol. Stock 1X

DTT (Dithiothreitol ) 400 ul 500mM (50 X) lmM

Inhibidor de Prot¢asas 200 pl (100X ) 1X

AEBSF * 400 pl 25mM (50 X) 0.5.mM

NaF 200wl 1 M 10 mM
= 20ml

A 10 ml. de esta solucion se le agrega uno de los detergente para facilitar la

lisis celular:
IGEPAL 200 pl 15% (50X) 0.3%

NP-40 100 pl 10 % ( 100 X) 0.1 %

Usar los 10 ml restantes para enjuagar en el paso donde se remueven los

contaminantes ciloplasmaticos .

DTT = ( 2,3-dihydroxy-1.4-dithiobutane , C4H 00282 ( Sigma) ( 9 )

*AEBSF = 4-(2-Aminoethyl)-Benzensulfonil Fluoride. Hydrochloride

BUFFER “B”.Soluciéon diaria para hacer 200 ul para 40 muestras : Tomar 190
pl del stock para el buffer “B™ y adicionar fresco :

Ingredientes Cantidad De la Sol. Stock 1X

DTT 4 pl 50 mM (50 X) 1 mM
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AEBSF 4 pi 0.5mM (50 X) 25 mM

Inhibidor de Proteasas 2ul cocktel 100 X 1X

NaF 2l 1M (100X) 10 mM
200 ul

BUFFER “C’.Solucion diaria para hacer 2 ml: Tomar 1.9 ml del stock para el

buffer vy adicionar fresco:

Ingredientes Cantidad De la Sol. Stock 1X

DTT 40 pl 50 mM ( 50 X ) 1 mM

AEBSF 40 ul 0.5 mM (50X) 25M

[nhibidores de Proteasas 20 ul cocktel 100 X 1X

NaF 20 ul I M (100 X) 10 mM
= 2ml

La cantidad utilizada de este buffer viene a ser 10 veces el volumen del buffer

B y puede ser usado como bulfer d¢ almacenamientv para congelar las muestras.
2).-GEL DE CORRIMIENTO .-las cantidades proporcionadas a continuacién sirven

para hacer dos geles ( 12 ).

Gel al 9% Gel al 7 %
ILO 70.8 ml. 78.8 ml,
5X TBE 12 ml 12 ml
30 % Bis/Poli 36 ml 28 ml
acrilamida { Bio-Rad ).

10% APS * 1.2 ml 1.2 ml



TEMED** 40 pl 10 pl

b) - GEL. CONCENTRADOR .- Tambi¢n para dos geles.
13610/ 15 ml

SXTBE 2ml

30 % Bis -2.5ml

Poliacrilamide

10 % APS 200 ul

TEMED 10l

f).-PREPARACION DE OTROS REACTIVOS ( 16 ) :
1.-5X buffer TBE ( 1 litro).

54 grs. De Tris Base * ( Bio-Rad Labs. ).

27.5 grs. D¢ Acido Bdrico ( Fischer Scientific ).

20 mls. 0.5 M EDTA ** pH = 8.0 ( EM Scientific )
2.-Bufler de Union del Gel :

5X TBE

25 % Glicerol ( EM Scientific ).
3.- 10 X Bufter de carga :

250 mM Tris-Hel , pH=17.5

0.2 % wuzul de Bromofenol

40 % Glicerol.

41
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* APS = Persulfato de Ammonio se prepara fresco cada dia =0.2 g/ 2 ml ( sigma)
**TEMED = N,N,N’ N’-tetramethylethylenediamine ( Bio-Rad ).
*TRIS = ( hydroxymethyl }- aminomethane.

** EDTA ( Ethyleoedinitrilo)-tetraacetic Acid.

INMUNOENSAYO ENZIMATICO COMPETITIVO PARA LA DETECCION
DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL - a MURINO,
a).- MATERIAL INCLUIDO EN EL KIT.

1.- 100 ml. del Buffer de lavado al 20 X

2.- 75 ml. del diluyente del ensayo al 1X.

3.- Dos viales de anticuerpo liofilizado mTNF-a.

4.- Dos viales del estandard de mTNF-u liofilizado.

5.- Dos viales del conjugado mTNF-a liolilizado.

6.- Un frasco con 15 ml. de suero diluyente.

7.- Un frasco liofilizado de substrato.

8- Un frasco de 13 ml. del diluyente del substrato.

Y.- Dos frascos liofilizados de amplificador.

10.-Dos frascos de 8 ml. de diluyente de amplificador.

11- Dos viales de 0.5 ml. de Estreptavidina- Fosfatasa alkalina,

12.-Dos [nmunoplacas de 96 pozos pre-cubiertas , selladas en bolsas de aluminio.

13.-Cuatra selladores de placa.

1.- MATERIAL INCLUIDO EN EL KIT
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a),- Una microplaca cubierta con  anticuerpo anti-mlL-6 , con 12 hileras
desprendibles , con 8 pozos por hilera.

b).-100 ml. de 10 X detergente en buffer ( Solucion de lavado , contiene 0.05 %
de pro-Clin 300 como preservativa ).

c).- IL-6 recombinante murino liofilizada con la concentracion indicada en cada
vial,

d).- 5 ml biotinilada anti-mIL-6 en buffer ( Contiene 0.05 % de pro-Clin 300

como preservativo ).

e)- 5 ml de Peroxidasa de ribano conjugada a estreptavidina en una solucién
buffer que contiene proteina.

f).-Diluyente .- 14 ml. de solucion buffer que contiene proteina ( con pro-Clin y
0.01 % de Gentamicina como preservativos ).

g)-Substtato TMB.- 10 ml. de Tetramethylbenzidine conteuendo peroxido de
hidrogeno en solvente organico ( N N-Dimethylformamide ).

h).-Solucidn bloqueadvra de la reaccion .

i ).-Selladores de pldstico para la placa.

2.-PREPARACION DE REACTIVOS :

a).- Reactivo “A” de Greiss = 0.1 % N -1- Naphthethylenediarmine diluido con

agua destilada.

b)~ Reactivo “B” de Greiss = 1.0 % Sulfanilamide diluido en 5 % de Acido

Fosfdrico.

¢).- Ambos reactivos se couservaron en el refrigerador a 4°C , protegidos de la luz

dénde duraran de | —2 meses.
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d).-La solucién de trabajo de GREISS se prepara mezclando los reactivos A y B
en proporcién de 1 : 1 (esto se hace en el momento que se monta la prucba y

otra vez protegiendo dicha solucion de la luz).
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RESULTADOS

La decision de seleccionar e¢n ¢l proceso de la fagocitosis una
poblacion de macréfagos de 1x10°y una poblacién bacteriana de 300 x 10°

fué en base a los siguientes resultados :

NUMERO DE BACTERIAS DENTRO DEL MACROFAGO

1 hr. 2 hrs 3 hres 4 brs
S. aureus 15-30 100 10 100 £ 10 100 + 10
E. coli 205 40+ 5 40 3 40+ 5

En doénde el tiempo oOptimo seleccionado fué el mds corto a mayvor
fagocitosis ( 2 hrs. en este caso ), porque también ha este tiempo ya han sido
producidos los factores de transcripcion a determinar en este proyecto.

Las poblaciones de macréfagos de 4 x 10° y de bacterias de 600 x 10°
fueron eliminadas en los prmeros experimentos , porque los macrofagos eran
tantos que obstruian la cuantificacion de la fagocitosis . En cuanto a las bacterias ,
tumbién por su elevada cuntidud , muchas de ellas quedaban fuera de los

macrofagos.

Finalmente se concluyd que la poblacion celular seria de 1x 10° macrofagos y la
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poblacion bacteriana de 300 x 10%, de ésta manera se veian claramente los

macrofagos mientras que las bacterias fueron fagocitadas en su (otalidad.

I.- FACTORES TRANSCRIPCIONALES :

A.- FACTOR NF-KB

Las bandas que aparecen en los films { fotografia No. 1 ) después del
revelado son,una superior que corresponde 8 la fraccidn péS y wna inferior,
que comresponde a la fraccidn pS0, las cuales fueron  medidas en el
Densitometro { Alpha Immunotech Corp. ) y  posteriormente analizadas

estadisticamente , teniendo las siguientes medias en base a sus resultados

purcentuales |

TABLA No.l FRACCION P65 DFEL FACTOR NF-xB

TRATAMIENTO Bajo en Zinc* Normal en Zinc** | Medio en Zinc** |
Control 4.364 4350 3.492
LPS 11.371 9.585 9.792
E. coli 10.357 9914 9.685
S. aureus 10.428 8.214 8.350
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Fotografia No. 1: (EMSA) Ensayo del cambio de movilidad electroforetica para las bandas P-65 y P-50

en tres diferentes concentraciones de Zinc. Después de dos horas de estimulo antigénico.
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TABLA No.2 FRACCION P50 DEL FACTOR NF-xB

TRATAMIENTO Bajo en Zinc Normal en Zinc Medio en Zinc
Control 3.772 2.690 3.492
LPS 13.763 7.763 14.081
E. culi 14.490 7.581 11.472
S. aureus 12.027 4572 4 845

* El Medio de Cultivo de BAJO en ZINC O SIN ZINC , contiene una
concentracién de 0.191 uM ( es ¢l medio que fue quelado de su contenido de
zinc cen el chelex ).

** Bl Medio de cultivo NORMAL conticne una concentracion de zinc de 4.344
M y es también referido como CONTROL ( corresponde a la concentracién de
zinc que contiene regularmente un medio DMEM ).

*++ Fl Medio de Cultivo de MEDIO ZINC contiene una concentracion de 15 pM,

Las concentraciones de zinc fueron determinadas por espectrofotometria de

absorcion de flama .

La minima produccion del factor NF-kB fué¢ definitivamente para los
controles dentro de los tes grupos, tanto para la banda superior ( p65 ), como
para la inferior { pS0 ). Después tenemos que en la fraccién p65 del grupo que
recibio  estimulo antigénico con LPS , se encontrd mayor produccion del grupo
denominado de concentracion baja en Zinc , mientras que los grupos de las

concentraciones normales y media , fueron casi iguales . En la fraccién p50 para
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el mismo antigeno , tanto en la concentracién baja de Zinc,como en la media,
arrojaron un resultado similar , mientras que en la concentracion normal de Zinc,
el resultado fue casi la mitad de la cantidad reportada para la concentracién

media de Zinc. P/65 para la bacteria gram negativa ( E. coli ) tuvo el mismo

FRACCION P65 DE NF-KB
Grifica 1

'@control
ilLPS
|OE.coli
!I:I_S. aureus

i

DENSIDAD

0.181 4.344 16
Concentracién de Zinc uM

comportamiento que para LPS | sucediendo también casi lo mismo para P/50, sélo

que a nivel de la concentracion media de Zinc, en este caso fue menor que la
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reportada para LPS.La menor produccion de NF-xB correspondié a la bacteria

gram positiva ( S. aureus ), tanto para la fracciéon p65 como p50 y dentro de

los grupos que recibieron estimulo antigénico. Los resultados de los controles
tuvieron importancia estadistica ( p<0.001 ) ; asi también fué para la banda
inferior de la bacteria gram positiva quien a nivel del medio de bajo en zinc ¢
sin zinc, comparado con el medio zinc tuvo un valor estadistico significativo de

p<0.05.

FRACCION P50 DE NF-KB

B Control _']
BmLPS
OE. coli

OS. aureus |

Densidad

0.191 4344 15
Grifica No.2 Concentracién de Zinc en uM

En las grificas 1 y 2 se presentan los resultados de las concentraciones de zinc

contra la densidad medida en los geles . Los controles tanto de las bandas
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supcriores como inferiores , mostraron el minimo valor de densidad

Lobservandose la banda superior p65 aun mas disminuida, a la concentracion de

15 uM.

El lipopolisacirido y la bacteria gram negativa ( E. coli ), tuvieron un

comportamiento similar . Primero tenemos que la banda supenor ( p6S )

disminuyd al aumentar la concentracion de zinc a 4.344 pM, para guardar wun

comportamiento parecido cuando se agregd el zinc a 15 pM ; ahora, en cuanto a
la banda inferior ( p50 ), tenemos otra vez algo semejante en el
comportamiento del LPS y la bacteria gram negativa , manifestado en una

marcada disminucion en presencia de 4.344 pM de zinc para luego elevarse

otra vez frente a la concentracion fisiolégica normal de 15 uM.

Con el estimulo de la bacteria gram positiva ( S. aureus ) tanto para pS50

como pdS5 se observd una dristica disminucion del factor NF-xB cuando se

aumentd la concentracidn de zinc , manteniendo una misma densidad desde 4.344

M de zinc hasta a 15 pM.
B.- ACITVADOR DE PROTEINA-1 ( AP-1):

Las bandas de AP-1, pueden ser observadas en la Fotografia # 2, arrojando los

siguientes resultados tabulados en por ciento de densidad .
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TABLA No. 3 BANDAS DE AP-1

TRATAMIENTO Bajo en Zinc* Normal en Zinc** Medio en Zinc***
Control 10.166 4.844 5.388
LPS 12.855 10.166 7.488
E. cali 11322 5888 9522
L S. aureus 10.377 6.366 5.588

Como se puede observar ¢n la tabla No. 3, los resultados de la estimulacién con

los antigenos comparados con el control , no son tan altos como lo fué para el

factor NF-kB, puesto que el factor AP-1 ¢s un factor mds en relacidn con la

concentracion de zinc que con estimulos antigénicos, pero se puede observar
que en la baja concentracién de zinc utilizada en estos experimentos (0.191 p)
aun el control dio un valor alto significativo , en comparacion con las demads
concentraciones de zinc ( 4344 y 15 uM ).

Para la produccion del factor AP -1 estimulado con LPS , tuvimos un
comportamiento de disminucion gradual conforme se aumentd la concentracion del
ne, mientras que para E. coli s{ bien disminuyd casi a la mitad la produccidn
de AP -1 a la concentracion de 4.344 pM de Zinc , volvid a aumentar dicha
praduccion al aumentar la concentracién de Zinc , aunque no alcanzd el mismo

valor que AP-1 tuvo a la concentracion de 0.191 uM de Zinc.
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Fotografia No. 2 (EMSA) Ensayo del cambio de movilidad electroforetica para AP-1

En tres diferentes concentraciones de Zinc.
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En la grafica # 3, se puede observar que en la concentracion baja de

zinc tanto en los problemas como en el control dieron el valor mas alto,

descendiendo cuando se incrementd la concentracion de zinc a 4.344 uM .

S
Grafica No. 3

(1 E— SRS - e
12 | -
10 | | (e
'@ Control
3 8 mlLPs
g . 'gEcoli |
<
o o S. aureus |
4 oSN
2 1
0 |

0191 4.344 15 |

Efecto de la concentraciéon del Zinc en uM sobre el |
factor AP-1 |

Posteriormente cuando se elevd la concentracion a 15 uM el control

permanecié casi sin cambio ,mientras que de los estimulados con la bacteria gram

negativa y el LPS tuvieron un valor mas alto .
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II.- CITOCINAS :

A.- FACTOR DE NECROSIS TUMORAL- ALFA ( FNT-a ) .- Los valores
encontrados a las 7 hrs en la determinacién de esta citoquina, fueron expresados

en nanogramos por ml y las medias obtenidas de todos los experimentos

fueron las siguicntes :

TABLA No.4 CONCENTRACION DE FNT-a.

TRATAMIENTO Bajo en Zux Normal en Zinc Medio en Zinc
Control 1.791 0.866 1.036
LPS 13.387 27.160 25945
L. coli 9.404 17.007 15.773
S, aurcus 7.651 8.534 9.664

En los controles de los fres grupos

s¢ encontrd un aumente en la

produccion de FNT - ¢ aunque el que utilizd sélo el medio de cultivo normal (
4344 pM de zinc ) fué menor que los problemas que utilizaron ¢ media
concentracion de Zine ( 15 pn), ¢ byja concentrucion de znc ( 0.191 uM ). Las
mayores concentraciones se obtuvieron en los problemas estimulados con LPS y
con la bacteria gram negativa , siendo encontrados atn un poco mds altos

dichos valores a la concentracion de Zinc de 4.344 pM . La respuesta hacia la
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bacteria gram positiva ( S. aureus ) fue la menor encontrada de los grupos
estimulados antigénicamente.

Observando las barras de distribucién de los tres grupos de acuerdo a la
concentravion de Zinc ( grafica # 4 ), tenemos que la mayor respuesta en todos
los grupos fué para LPS, y la menor, { exceptuando el control ) fué para la
bacteria gram positiva , pero entre los tres grupos de distribucidn la mas alta
fu¢ para LPS a la concentracion de 4,344 uM de zinc descendiendo un poco a
la concentracidon de 15 puM . En la grafica 5 apreciamos la concentracion de TNF
-a por grupo de experimentacion encontrando la mayor produccion a nivel de
LPS, siguiéndole E.coli y siendo la mayor produccién para la concentracion de
4.344 M vy siguiéndole la concentracion de 15 pM.

T.os resultados ya descritos en las grificas No.4 y 5 se pueden ver
muy claramente en la grafica # 6, en donde el valor mas bajo cormresponde a los
controles y luego en forma ascendente e¢ncontramos la respuesta hacia la bacteria

gram positiva, continuando la gram negativa y por ultimo la concentracidn mas

alta para LP3.
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GRAFICA No 4
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B.- INTERLEUCINA - SEIS ( IL- 6 ) .-Tabulando las medias obtenidas de las

determinaciones (enemos los siguientes resultados :

TABLA No. § CONCENTRACION DE IL-6

TRATAMIENTO Bajo en Zinc Normal en Zinc Medio en Zinc
Control 1.883 13.115 1.983
LPS 2006.1 27738 2042601
Gram neg 38650 40753 3966.3
Gram pos 392.0 498 1 371.2

Los resultados de las determinaciones hechas a las 7 hrs muestran una

distribucién similar entre las tres concentraciones de Zinc estudiadas . La

respucsta de IL-6 estimulada con la bacteria gram negativa ademas de haber
sido enconirada en mayor concentracion ( ver pgrafica # 7 ), tuvo uma
distribucion muy scmcjante dentro de los tres grupos .

En la grafica 8 , comparamos las respuestas dependiendo del estimulo vy
encontramos también una elevada produccion de IL — 6 para E. coli, siguiéndole
en concentracion la respuesta a LPS . Se puede observar una mayor respuesta

para la concentracién de zinc de 4.344 pM | siguiéndole en grado de respuesta la

congcentracion de 15 pM de zinc. Los resultados correspondientes a la bacteria
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gram negativa tuvieron una significancia estadistica de ( p<0.01 ) frente a los
controles de los tres grupos, mientras que el resto de los grupos comparados con
su control tuvieron una significancia estadistica de (p <0.05).

El valor menor encontrado ( exceptuando el control ), fué para la bacteria
gram positiva , siendo casi 10 veces menor que la encontrada para la bacteria
gram negativa . Se puede observar también que S. aureus ,no modificé la
concentracion de IL- 6 con ninguna de las concentraciones de Zinc.

La grafica # 9 nos sefiala muy claramente lo ya descrito para las graficas
#7y8.

Graifica No. 7
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Concentracién de L - 6
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| Grifica No. 9
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[II.- OXIDO NITRICO ( NO ).-Los valores de las medias de esta molécula
encontrados a las 12 hrs después de la exposicion al antigeno y expresadas en

uM fueron los siguientes :




TABLA No.6 CONCENTRACION DE OXIDO
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NITRICO

TRATAMIENTO Bajo en Zinc Normal en Zinc Meiio en Zinc
Control 18.367 28.377 0
LPS 53.957 53.352 52.405
E. coli 32.167 34.562 28 887
S.aureus 6.74 0 16.055

Podemoes observar que dentro de los grupos control la produceion de Oxido
nitrico fue inhibida a la concentracion de 15 uM de Zinc, ( ver graficas # 10 y
# 11 ).La respucstas observadas tanto para LPS como para la bacteria gram
negativa tuvieron un similar comportamiemnto , puesto que fueron los valores més

altos encontrados y no parccen haber sido afectadas por la concentracion de

Z1ing.

El oxida nitrico producido con el estimulo antigénico bacteriano gram positivo ,
fu¢ la menor produccion encontrada dentro de los problemas estudiados , mientras
que¢ la produccion mas alta fue para LPS.

La bacteria gram positiva ( 8. aureus ) aumentd su produccidn de NO

cuando se aumentd la concentracion de zinc a 15 pM . En la grafica No, 11,

observamos que la mayor produccién de NO fué para el LIPS, notando que la
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respuesta a este antigeno, fué casi similar para las tres concentraciones de
zinc, mientras que para la bacteria gram positiva, se inhibié la respuesta a la
concentracion de 4.344 puM del zinc. En la grafica # 12 podemos también

observar lo ya descrito para las graficas # 10 y 11.
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IV.- VIABILIDAD CELULAR :

La viabilidad celular fu¢ un parametro estudiado antes de cada experimento ,
para llevar un buen control de nuestra poblacién utilizada. Los pardmetros

utilizados fueron basados en los siguientes resultados :

a).- Las células cultivadas en medio conocido como Normal o Control , se

manejaron cuando tenian un porcentaje de viabilidad = 97 — 98 %.
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b).-Las células cultivadas en medio conocido como Bajo Zinc, se manejaron con

una viabilidad de 90-96 %.

¢).- Las célulag cultivadas en una concentracion de 15 pM de Zinc se utilizaron

cuando tenian una viabilidad entre 91 —96 % .

V.-FAGOCITOSIS.

En la fotografia No. 3 se abservan los macrafagos de la linea RAW 264.7 fagocitando

a la bacteria . aureus, la cual aparece como pequefios puntos oscuros y circulares

dentro de dichas células.
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DISCUSION

l.- FACTOR NF-KB .-

El zinc tiene un papel fisiologico fundamental como antioxidamte por
proteger grupos sulfidrilo contra la oxidacion, ¢ inhibir la produccion de oxigeno
reactivo para metales de transicién { 98, 99 ). Matthews et al ( 100 ), reportaron
que existe una regulucion redox para el fuctor NF-xB, el cual es inhibido por

agentes modificantes del grupo -SH , que involucra a la Tioredoxina como

catalizador reductor central ( 101, 102 ).

En base a lo anterior , nosotros postulamos que ¢l zinc por sus
propiedades ya descritas tendria un efecto antiinflamatorio, es decir inhibiria la
produccion del factor NF-«xB a diferentes concentraciones de la  fisiologica .
Analizando los resultados encontramos que la banda p65 ( grafica # 1 ) tanto
del problema estimulado con LPS como el estimulado con §. aureus, mostrd una
inhibicidn tanto a nivel de la concentracion de Zinc de 4.344 como a la de 15
UM ; mientras que en la banda inferior p50 ( grifica # 2 ) a nivel de los
problemas estimulados con LPS y E. coli, mostrdé una marcada disminucion a
mvel de la concentracion de 4.344 uM de zinc .,

Lo arriba descrito, podria ser explicado por ¢l hecho que ¢l factor NF-«xB
ademas de unirse al sitiv kB de lu cadena k del gene de las inmunoglobulinas

en las celulas B, ( 103 ) puede unirse a otros genes, como ha sido demostrado en
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estudios del receptor para IL-2Ra y de la IL-2, por lo que parece ser un
¢clemento de control vital en la activacion del Linfocito T ( 104, 105 ) . También
s¢ ha reportado que existe una regulacion de¢ la expresién del gene de IL-2 por
las subunidades p50 y p65,que fué¢ estudiada por Kang etal ( 106 ), dande
encontraron que la cantidad del complejo pS0-50 disminuye después de una
completa estimulacion antigénica , mientras que la cantidad del heterodimero pS0-
65 fué aumentada.

Libermann y Baltimore ( 107 ), han reportado que el factor NF-xB es un
importante mediador en la produccion de IL- 6, mientras Le Clair, Blanar y
Sharp | encontraron que el NF —IL6, ¢l gene de la expresion de IL- 6, interactia
con las proteinas NF-kB p50, estimulando de esta manera la produccién de IL- 6
siendo dsi, un importante evento ¢n la respussta inmune de fase aguda
( 108 ). Sundstedt etal (109) encontraron que €l camplejo heterodimérico p50-
65 e¢s predominantemente expresado en células T CD,' activadas , mientras
células T anédrgicas cxpresaron principalmentc el transcripcionalmente inactivo
homodimero p50.

Todo parece indicar que el heterodimero p50-65,y el homodimero
pbS estimulan la transcripcién , mientras dimeros p50-50 pueden activar o
suprimir la transcripcion . En nuestros resultados encontramos que p50 fue
inhibido a la concentracion de 4.344 uM, lo cual parece indicar que existe una

*modulacién” inmunoldgica por parte del zinc hacia este factor, que fué el mads

afectado.
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Por Ultimo la respuesta de NF-xB al estimulo por S. aureus, parece guardar

la misma relacion del efecto tanto para p65 como para pS0, a diferencia de que
fu¢ mas marcado también para p50 demostrando que el auwmento en la

concentracion del zinc no parcce afectar el estimulo que produce esta bacteria.

2.- FACTOR DE TRANSCRIPCION AP--1:

La modulacién del estado redox como un mecanismo de control, es
llevado a cabo en el activador de proteina 1, { AP-1 ) por el factor redox-1
( Ref-1), el cual es identico a una enzima reparadora de DNA | la endonucleasa
AP ( 110,111 ). En nuestto proyecto, babiumos postulado para el factor AP- 1, lo
mismo que para ¢l factor NF- xB, que seria inhibido por ¢l Zn tomando en
cuenta también su capacidad redox anteriormente sefialada y encontramos que, si
bien disminuyé la cantidad del factor AP-1 a la concentracion de 4.344 de znc,
sorprendentemente aumentd considerablemente a la concentracion de 0.191 pM de
zinc . Tratando de justificar lo anterior tememos, que desde el punto de vista
inmunolégico la interleucina—1 (IL -1 ), induce ¢l crecimiento de Linfocitos T
para actuar como una segunda sefial ,- junto con el antigeno -, en aumentar la
produccion de interleucina—2 ( IL -2 ). Muegge y Col. (112 ) reportaron que
IL -1 aumenta la expresion del RNAm de c-Jun , mientras que la sefial
antigénica aumenta la expresidn del RNAm del c-Fos asi, los dos componentes
del factor AP-1 son independientemente regulados y pueden servir como un
mediador nuclear de algunas acciones de IL-1 en las células . Jain y col. (113)

publicaron que el componente nuclear del factor NF-AT e5 el factor
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transcripcional AP- |, demostrando también al mismo tiempo que la forma
inducible nuclear de NF-AT contiene las proteinas Jun/ Fos. Dicha factor NF-AT
es inducido en células T estimuladas a través del receptor de células T y el
complejo CD3 ( TCR/CD3 )y es requendo para la induccién del gene de la
interleucina 2 ( IL-2)(114).

Tomando en cuenta puestros resultados y lo descrito  anteriormente,
podemos pensar en la posibilidad que esta elevacién del AP-1 al disminuir la
concentracion de zine en ¢l organismo, sea realmente una sefial que no habia sido
considerada, para la produccion de la [L-2 . Tratando de apoyar la anterior,
tenemos que Kang y Cols.( 115 ), encontraron que en c€lulas T anérgicas el
factor de transcripcion AP -1 fué encontrado en baja concentracidén , datos que
también concuerdan con lo publicado por Sudstedt ( 109 ), en los cuiles células
T CD4+ anérgicas , conticnen reducidos niveles de complejos AP -1 y Fos/Jun

contenidos en NF-AT .

3.- CITOQUINAS :

a).- FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA.( TNF-a).

D¢ acuerde a nuestros resultudos, hube uwna gran  respuesta en la
produccion de FNT-x frente al estimulo antigénico con LPS y E. ¢oli, lo cual no
¢s de gran trascendencia en este trabajo, puesto que ya ha sido ampliamente
documentado que el FNT-a juega un papel endocrino muy importante en la

patogeénesis del shock endotoxico por bactenas gram negativas ( 116,117,118 ) ;
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lo que llama la atencién aqui, es que los picos de mayor produccidn para este
factor fueron a las concentraciones de 4.344 uM y 15 pM. Esto parece indicar
que el FNT-a,se puede elevar a otra concentracién diferente de la encontrada
para el factor AP-1,lo cudl parece ser un juego entre mecanismos homeostasicos
quc tratan de guardar un equilibrio para mantener un “efecto de respuesta de fase
aguda ” ; ademds conviene sefialar que el FNT-o , tiene una de la funciones mas
lmportanics ¢omo citoquina, que es la de ser capaz de regular la produccion de

factores como : N¥-«B ( 119,120, 121) y AP-1 ( 122,123 ) y de interleucinas

como: IL-6 e IL-1 ( 124,125,126, 127),

b).- INTERLEUCINA - 6 :

Nosotros encontrumos que la mayor produccion de IL- 6 ¢n nuestro
cstudio correspondid, a la inducida por la bacteria gram nepativa ( E. coli), sin
una aparente influencia del zinc en la modulucidn de su respuesta . Ha sido
demostrado, que componentes  bacterianos  tales como , fosfolipasas y
lipopolisacéridos , son liberados después de la disrupcidn de las bacterias gram
negativas y tienen la habilidad de liberar Acido Araquiddnico , el cuil a través
de la via de la Ciclooxigenasa, es metabolizado para formar prostaglandina E,,

{ también , la endotoxina bacteriana ha sido demostrada que causa un incremento
dosis-dependiente, en la produccién de prostaglandinas ) { 128 },las cuales son
capaces de estimular a su vez la secrecibom de IL — 6_en una forma
biolégicamente activa { 129 ). Nuestros resultados en esta seccidn , coinciden con

lo recientemente publicado por Reisenberger etul (130 ), quienes encontraron
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mayor produccién de IL — 6 con dos bacterias gram mnegativas E. coli ¥y

Bacteroides frapilis, en contraste con la bacteria gram positiva ( S. aureus ), que

dié una pobre respuesta de IL —6 ( ver grifica #8 ). Cabe sefialar también , que
ha sido recientemente publicado por Zhang y Col. (131),que LP ( lipoproteina
) ¥y LPS actuun sinergicamente para inducir produccion de cifoquinas en
macréfagos , a través de diferentes receptores y diferentes sefiales , que cuando el
LPS actua solo.

Por otra lado, tratando de justificar la elevada concentracion de II.- 6
hallada, conviene sefialar que el gene encargado de la produccidon de IL- 6, es
también fuertemente activado por el factor transcripcional NF-«xB ( 132,133 ) ¥y
por AP- 1, factores que aunque son influenciados por la concentracidn de zinc,
activan la produccion de &sta citocina( 134, 135 ). También debemos recordar ,
que existe la activacion de IL- 6 mediada por [L-1 y FNT« a, segin lo
reportado por Shalaby y Cols. (136 ) ¥ que la IL-6, a su vez puede funcionar

como un modulador negativo de los miveles de FNT-a (137).

4.- OXIDO NITRICO :

En nuestros resultados , la produccidn de NO por S. aureus , fué
menor aun que la concentrucion enconirada en el control , sin una aparente
influencia del zinc, Malawista ¢t al { 138 ), reportaron evidencia de muerte para
S. aureus por NO en neutrofilos humanos, mientras ¢l grupo de Kaplan y Col. (
139 ) no fueron capaces de encontrar un mccanismo NO-dependiente para muerte

bacteriana,
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Lo que segun estos autores explican es que probablemente los PMNs producen
menos cantidad de NO que los Macrofagos . Creemos que en nuestros resultados
influyd el hecho que la bacteria utilizada estaba muerta, lo cual segin se ha
reportado ( 140 ) parece ser un punto critico para algunos microorganismos .

Los Macréfagos utilizados en nuestro sistema, linea RAW 264.7 han sido
previamente comprobados ser productores de NO frente a estimulos como IFN-
¥, E.-coli y LPS ( 141 ),lo cual concuerda totalmente con nuestros resultados,
si observamos las graficas # 10 ,# 11 y # 12, que comesponden a los
problcmas retados respectivamente con los antigenos ya mencionados .

El segundo punto a sefialar aqui es la disminucion que exhibid ¢l control
de NO ( sin cstimulo antigénico ) a la concentracion de 15 pM de Zn,
( cancentracion Fisiolégica Normal ) manifestando una regulacién por el Zinc, lo
cual ha sido documentado por Cuajungo & Lees { 142 ). Ademds el grupo de
Persechini y Col. ( 143 ), han reportado que el Zinc es capaz de inhibir
completa y reversiblemente la actividad de la sintetasa inducible del éxido nitrico
( iINOS).

También es conveniente sefialar que la activacion de NF- kB, estimula la
transcripcion del gene INOS | conduciendo a un incremento de 6xido mitrico (
144, 145 },lo cual bien pudo haber sucedido en nuestro sistema, activados con
LPS y E.coli asi como el estimulo colateral efectuada por FNT-a , quién
también es capaz de iniciar la produccién de INOS ( 146, 147 ),

Por dltimo, referente al factor AP-1 ha sido repurtado que NO aplicado a

células induce la expresion de genes inmediatos y tempranos como c¢-Fos y
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¢-Jun los cuales conducen a un fucrte aumento en la actividad de AP- 1
( 148 ,149).

En las graficas # 13, # 14, # |5, intentamos relacionar las concentraciones de
TNF-a y las de NO, basados en el probable efecto sinérgico que pudieran temer
estos dos elementos entre si y manejandolos con respecto a la concentracion de
Zinc . Observamos que a la concentracién de 15 pM de zinc, ¢l efecto fué

sinérgico de acuerdo al estimulo que lo provoc6, tanto en el control como en los

problemas.
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DISCUSION GENERAL

El descenso de Zin¢ en plasma, puede contribuir a evitar la implantacion
bacteriana puesto que es ahora conocido, que todo arganismo viviente
requiere zinc. Las bacterias, requieren almenos de 10'°M a 107 M para
su crecimiento y de 10° M un optimo crecimiento ( 150, 151 ).

Aunque solo pequefias cantidades son necesarias, la funcién del
zing en Metaloenzimas de diferentes clases como : Aldolasas , Proteasas ,
Dehydrogenasas , Polimerasas y Transcriptasas ,muestra la importancia de
este metal ( 150, 162 ). Esporulacion y produccibn de Antibiotico por
especies de Bacillus, son fénomenos también dependientes del Zing
( 153, 154 ),y la metaloenzima elastasa de Pseudomonas y Ila
produccion de Proteasas par Pseudomonasaeruginosa en medio de
cultivo, requiere trazas de algunos cationes, incluyendo concentraciones
micromolares de Zinc ( 155 ).Sugarman et al { 156 ) han publicado que
el Zinc significativamente aumenta la habilidad de bacterias gram positivas
y gram negativas con pilis para adherirse a células Hela, efecto no
presente en microorganismos que carecen de pilis.

Por otro lado, tambien existe enorme informacion sobre el efecto

activador del Zinc en la respuesta inmune, ( 157, 158, 159,160, 161,162 ),
pero en este caso del inicio de una infeccidn & estimulacién con bacterias

0 en la Endotoxemia , cuando el Zinc disminuye, las fenémenos de
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regulacion son diferentes porque nosencontramos frente un  proceso
agudo.Analizando nuestros resuitados aobtenidos y la bibliografia
consultada, proponemos que , el activador de Proteina-1 ( AP -1)
aumenta significativamente ante la disminucidn del Zinc, lo que produce
una sefial para la produccion de IL-6 por el Macrofago. Este gran
incremento en la produccion de IL- 6 es a su vez, otro dispara que
estimula la produccion de la Metalotioneina ,la cual puede capturar mas
Zinc en el Higado { 163, 164 )y almacenarlc actuando asi como un
regulador, de la concentracién de Zinc plasmatico . Ghassemifar et al

( 165 ) y Sugamman et al ( 166 ) entre otros, han publicado que esta
baja de Zinc en el cuerpo humanag , parece coincidir con una mayor
actividad fagocitica . Stankova et al ( 167 ), repartd al respecto que la
actividad de movilizacion y migracion de macréfagos peritoneales, fue
maxima en cobayos alimentados con dieta deficiente en Zinc, lo cual
resuitd en una disminucidén de zinc sérico ; ademas, Chvapil y su grupo
( 168 ) observaron que una inadecuada fagocitosis y muerte
intracelular por PMNs, habia sido reportada por urélogos en algunas
infecciones inflamatorias bacterianas de la préstata . Chvapil y GCols.
puntualizan el hecho de que el fluido prostatico, el fluido seminal y
tejido  prostatico, son estructuras que contienen, las mas altas
concentraciones de Zinc en el cuerpo humano, por 10 cual sefialan

que esto influye para mantener la naturaleza cronica de las infecciones

en estos tejidos.
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En este caso, nuestra Hipdtesis fue cieta al proponer que el Zinc,
actuaria como un inhibidor de los factores NF-xB y AP —-1.

El factor NF-xB en la banda superior p65, estd elevado al igual que
AP- 1 a la concentracion de 0.191 pM, para estar posteriormente
disminuido en las ofras concentraciones, ademas sabemos que este
aumento de! NF-xkB dara el disparo para la produccion de FNT-a, que
junto con el estimulo antigénico elevara considerablemente la produccion
de este factor que con su propiedad que tiene de estimular al factor NF-
kB reflejaria aun mas el efecto inhibitoric del Zinc como ha sido
recientemente propuesto por Connell y Col. (169).

Ahora, respecto a la subunidad p50, no se se comportd de la misma
manera que pbéS5, puesto que permmanecid al mismo nivel a (a
concentracion de 0.191 y de 15 pyM de Zinc y descendid a 4.344 pM.
Es interesante si tomamos en cuenta que p50 interactia con el gene
de la expresion de IL- 6, estimulando ¢ inhibiendo su produccign por 0
que el zinc podria no tener un efecto relevante en su produccion ( 108 )
. Como dato importante para el factor p50, tenemos que han sido
reportados defectos del linfocito “B" como falta de proliferacion y
anomalias en la respuesta de anticuerpos cuando carecen de esta
unidad ( 170 ). Ademds , se ha publicado que aungque pd0, no juega un
papel en el desarrollo del sistema inmune, es un componente critico
en la programacion de los genes que regulan la respuesta de

Linfocitos maduros y la respuesta no-especifica a agentes patdégenos
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( 171).

FNT - a fue, contrario a lo propuesio, el que se vid enormemente
influenciadoe por el Zinc, aumentando su concentracidon al aumentar la
concentracidn del zine ( 172 ) . Podriamos plantear aqui, que el
organismo al disminuir el Zinc plasmatico, tambien minimiza el probable
efecto mortal que podria ser disparado a través del Zinc en la respuesta
de fase Aguda ?.

Consideremos ahora la IL -6 quien también se vid influida por el Zinc
(173 ) ,aunque no en la proporcion de FNT -a . Sabemos que el
gene de la IL-6 tiene un sitio de union para AP -1, y AP-1 se eleva
cuando se depleta el zinc, asi que podriamos esperar esta respuesta tan
elevada, de IL -6, que junto con los estimulos que va a recibir de
TNF-a & IL-1 va a contribuir importantemente en el desarrallo del
shock séptico ( 174, 175) , también es conveniente sefalar, que
nasotros encontramos una enorme diferencia en la produccidon de IL-6
entre las bacterias gram positiva y gram negativa , aunque Hack et al (
50 ), reportaron no hallar diferencia en la produccidon de L -6 en el
suero de humanos afectados de Shock séptico.
Cabe aclarar que las bacterias usadas en huestrg sistemal, fueron
muertas por calor y esto probablemente influyd en la concentracion de
IL -6.

IL 6 también debe ser contemplada desde otros puntos de vista por

ejemplo : la asociacidn que tiene con enfermedades coma , enfermedad
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de castleman's , artritis reumatoide, y mixoma cardiaco, donde se ha
evidenciado a IL-6 como un potente factor trombopoyético ( 176 ),; asi
también, su importante funcién en rechazo de transplantes de diferentes
organos ( 177 ) vy en enfermedades autoinmunes, plasmacitoma / mieloma
, osteoporasis y SIDA { 134 ) . Futuras direcciones que se tienen acerca
del tratamiento para las enfermedades provocadas por L -6, van
encaminadas hacia el uso de antagonistas de IL €6 camo el bloquea del
receptor IL-6Ra y el traductor de sefial gp 130 (178,179 ).

También es conveniente sefalar, que Taubeneck et al ( 180 ) han
publicado que cuando se administa FNT - a en ratones hembra
embarazadas, se provoca un acumulamienta de Zinc en el higado,
dejando al producto en escasez del elemento , lo que provoca
malformaciones embricldgicas por la deficiencia de Zinc. Transladando
esta informacién a mujeres embarazadas, que padecen enfermedades
Infecciosas y que incrementan su produccion de FNT - «, ¢ podriamos
esperar que este misme fendmeno ocuma y tratar de prevenir probables
defectos en el neonato ?.

También es necesano enfatizar, la importancia de la finalizacion del
proceso de inflamacion , puesto que es conocido, que Rel A ( p65) tiene
alta homglogia con el oncogene v - Rel ( originalmente descrito coma un
retrovirus aviario Rev T ) , el cual causa tumares de células linfoides en

pajaros (181,22 ), por lo que la inflamacion constante ¢ repetida pudiera

influir en estos procesos oncogénicos.
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Por otro lado, en AP -1 tenemas que, una desregulada expresién de
c-Jun y c-Fos, conducen a transformacion neoplasica de fibroblastos

de Rata y también se encuentran elevados en cancer cervical pre-
maligno y maligno . Ademas Sun y Oberley ( 110 ), describen al
Activador AP -1, como un compiejo de proteinas oncogénicas de las
familias Jun y Fos : Jun {( ¢-Jun, JunB8, & JunD ) ¥y ( c-Fos, Fra-1, Fra-
2 & Fos-B ) .La sobreexpresién de c-Fos y c-Jun en células malignas,
afecta la expresidon genetica de MHC clase 1, pemitiendo de esta
manera a las células ser altamente metastasicas (183 ), de la misma
manera que pS0 ( homodimero ), actta como un represor también de
MHC clase 1,causanda alta malignidad y baja inmunogenecidad de
ciertos tumores murinos ( 184) .

Ahora par dliimo y apoyando nuestros resultados, se ha reportado que
suplementacion de Z2ing parenteral en adultos humanos, durante la
fase aguda dela respuesta, incrementa la respuesta febrl ( 185), por
lo tanto se deberia considerar el manejo del Zinc con discreta

precaucion, dentro de la practica medica ( 186 ).
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CONCLUSIONES

1,-A bajas concentraciomes de Zinc se observé que el factor NFxB y ¢l

factor AP- | aumentaron su expresion celular.

Z-La produccion del FNT- « fue mayor a las coocentraciones del Zinc

cercanas a la fisiologica,

3~Las elevaciones encontradas de IL —6 fuerom independientes de la

concentracion de Zinc usada.

4.-Estuos resultadus sugivren que a bajas concentraciones de Zinc hay

mecanismos diferentes de activacion para la produccion de los factores

transcripcionales estudiados y para los mediadares pro- inflamatorios FNT-q,

IL-6 y NO.
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