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INTRODUCCIÓN 

Cuando es inyectado LFS ( Lipopolisacárido ) , en ratones normales o 

ratas de laboratorio, se produce una rápida y significativa caída del zinc en suero 

( hipozinquemia ) ,que ha demostrado ser una respuesta dosis-dependiente ( 1 ). 

Este mismo fenolmeno ha sido descrito en humanos , tanto en infecciones 

Bacterianas ( 2 ) , como en virales ( 3 ) y en oirás situaciones que afectan tanto 

al hombre como a animales de experimentación ( 4, 5 , 6 ) . Dicha 

disminución del zinc en suero o plasma , se demostró que era debida a una 

proteína intermediaria llamada pirógeno • endógeno producida por leucocitos ( 2 ). 

Kampschinidt y Upchurch ( 7 ) , fueron capaces de reproducir este mismo 

fenómeno en ratas utilizando tanto pirógeno - endógeno ( obtenido de leucocitos 

de peritoneo de conejo ) , como inyecciones de endotoxina , confirmando así las 

investigaciones hechas por Pekarck y Beisel ( 2 ). 

Este mediador endógeno-leucocitario , fué caracterizado como una proteína 

lábil al calor y de bajo peso molecular , que aparecía en el plasma de la rata 

dentro de las dos horas posteriores de iniciada la endotoxemia . Dicha proteína 

fue reconocida como una monocina de respuesta de fase aguda ó interleucina, la 

cual inicia la redistribución del zinc en los tejidos del huésped ( 8 , 9 , 1 0 ) . 

I^as Metalotioneínas , son proteínas de alto contenido en cisteína y de bajo 

peso molecular Jas cuales poseen una alta afinidad para metales pesados , 

incluyendo cadmio , mercurio y zinc y son involucradas en los mecanismos 

fisio-patológicos del metabolismo del zinc asociado a infecciones bacterianas. La 

disminución del zinc plasmático ha sido explicado por un acelerado flujo del zinc 



desde el plasma hacia el hígado, donde son producidas las Metalotioneinas ( 1 1 , 

12 ) . Desde el punto de vista bacteriano , ratas infectadas con Salmonella 

typhimurium . presentaron una caída del zinc plasmático lo que ayudo a 

incrementar su resistencia a la morbilidad y mortalidad en estos animales ( 13 ). 

Estos cambios de disminución del zinc en el metabolismo mineral , 

aumentan la resistencia del huésped hacia la bacteria patógena invasora, la cual 

requiere significativas cantidades de hierro y zinc para su metabolismo y división 

( 14 ) ; cuando las bacterias son deprivadas de suficiente cantidad de estos 

nutrientes , su división es inhibida y consequentemente su virulencia. La quelación 

del zinc sérico por a2-macroglobulina ( 15 ) y el secuestro de hierro y zinc por 

el hígado es una parte integral de la respuesta inmune . F.ste papel "protector" 

llevado a cabo por la deprivación nutricional hacia los microorganismos invasores 

, ha sido llamada " Inmunidad Nutricional " y es de particular importancia , 

como un mecanismo anterior a los mecanismos específicos humorales y celulares 

de la respuesta inmune ( 16 ) . Todo parece indicar, que dicho mecanismo 

protector es solo uno más de los efectos de la hipozinquemia y que el verdadero 

significado tomando en cuenta la liberación de IL-1, tiene un enfoque a nivel de 

reguladores transcripcionales que no ha sido descrit o. Se sabe que los leucocitos 

humanos contienen el 3 % del zinc total de la sangre ( 17 ) y que el leucocito 

individual es relativamente rico en este metal 3 contiene 25 veces más que el 

eritrocito ( 18 ); existiendo además un intercambio libre entre el contenido de 

zinc del plasma y el del leucocito ( 19 ) , por lo que podríamos postular que 

este descenso del zinc en el plasma y la célula podria funcionar como un switch 



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

: N F - K B y A P - 1 , 

I.- FACTORES DE TRANSCRIPCION : 

FACTOR NF-KB.- Fué primero identificado como un regulador de la expresión 

del gene de la cadena ligera kappa en linfocitos " B " murinos ( 2 0 , 2 1 ) , pero 

ha sido subsequentemente encontrado en diferentes células y algunas de las 

diferentes proteínas de N F - K B ya han sido caracterizadas ( 2 2 , 2 3 ) . 

La forma activa del factor N F - K B esta formada por un heterodímero , el cual 

regularmente consiste de dos proteínas : la subunidad p65 , también llamada reí A 

y la subunidad p50 ( 2 4 ) . Otras subunidadcs tales como : re í , reí Q , v-rel y p52 

también pueden ser parte del N F - K B activado y tal parece que estas diferentes 

formas de N F - K B pueden activar diferentes grupos de genes . En células sin 

estimular , el factor N F - K B se encuentra en el citoplasma unido a proteínas 

inhibitorias como son: IKBCX e IKBP , las cuales previenen que dicho factor entre 

al núcleo ( 25 ) . Cuando éstas células son estimuladas por agentes como ésteres 

del phorbol , que activan a la protein-Kinasa "C" ( PK.C ) , se efectúa la 

disociación in-vivo del complejo N F - K B de la proteína inhibitoria IKB y su 

consiguiente emigración hacia el núcleo de la célula ( 26 ,27 ) . 

La fosforilación que conduce a la disociación de N F - K B y su inhibidor , 

requiere del proceso de conjugación con ubiquitina y de degradación por el 

proteosoma ( 2 8 ) . La liberación de N F - K B de ITCB , conduce al pasaje de N F -



KB dentro del núcleo , donde se une a sequencias específicas en las regiones 

promotoras de algunos genes . Puesto que el gene IKBO, ( previamente llamado 

MAD-3 ) ( 29 ) , tiene una sequencia de reconocimiento KB en su región 

promotora, N F - K B induce la síntesis de IKBC* , la cual entra al núcleo para unirse 

a NF-tcB activado y lo transporta al citoplasma, terminando así con la expresión 

del gene ( 3 0 ). ItcB-a se une preferentemente a la subunidad p65 , previniendo de 

esta manera el translado del complejo NF-tcB al núcleo ( 31 ). 

NF- KB regula la expresión de algunos genes involucrados tanto en la 

respuesta inflamatoria como en la respuesta inmune , sin embargo no es el único 

factor de transcripción involucrado en regular esos genes , y frecuentemente 

funciona junto con otros factores de transcripción, tales como Activador de 

Proteina- 1 (AP-1 ) y el factor nuclear de Interleucina-6 ( 32 ). 

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

1 —CITOCINAS : 

Factor de Necrosis Tumoral- a 

Interleucina- 1(J 

Interleucina - 17 

2.-ACTIVADORES DE PROTEIN- KINASA "C"; 

Esteres del forbol 

Factor activador de plaquetab. 



3 .-OXIDANTES : 

Peróxido de Hidrógeno. 

Ozono. 

4.-VIRUS : 

Rhinovirus. 

Virus de la Influenza 

Virus Epstein- Barr 

Cytomegalovirus 

Adenovirus 

Virus de inmunodeficiencia tipo-1 

Virus de la Hepatitis "B". 

Herpes virus - 6 

5.-MITÓGENOS DE CÉLULAS *V : 

Fitohemaglutinina 

Concanavalina 

Anti- CD3 

Anti- CD2 

Anti- CD28 

6.- PRODUCTOS BACTERIANOS : 

Lipopolisacárido 



Exotoxina B 

Toxina-1 del síndrome de shock tóxico 

Muramilpéptidos 

7.- AGENTES FÍSICOS : 

Luz Ultra Violeta 

Radiación - y 

Existe una serie de proteínas que son reguladas por el factor 

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

l .-CITOCINAS PROINFLAMATORIAS : 

Factor de Necrosis Tumoral -u 

Interlcucina- ip 

Interleucina - 2 

Interleucina - 6 

Factor estimulante de la colonia de Macrófagos. 

Factor estimulante de la colonia de Granulocitos. 

2.-CITOC1NAS QUIMIOTÁCTICAS : 

Interleucina - 8 

Proteína inflamatoria del Macròfago 1-a 

Proteina quimiotáctica para Macròfago-1 



Exotaxina 

3 .-ENZIMAS INFLAMATORIAS : 

Sintetasa inducible del óxido-nítrico 

Ciclooxigenasa - 2 Inducible 

Lipooxigenasa - 5 

Fosfolipasa A2 

4.-MOLÉCULAS DE ADHESIÓN CELULAR: 

Molécula de adhesión endotelial del leucocito ( ELAM-l ) 

Molécula de adhesión celular vascular ( VCAM-1 ) 

Molécula de adhesión intercelular - l ( ICAM- l ) 

5.-INMUN0RECEF10RES : 

Receptor celular "T"-p 

Receptor celular " T ' - a 

Complejo mayor de Histocompatibilidad clase I ( H-2Kb). 

Complejo mayor de Histocompatibilidad clase II ( Ea* 1 ' 

6.- VIRUS : 

Virus de la Inmunodeficiencia Humana. 

Citomegalovirus 

Adenovirus 



7 . - F A C T O R E S D E T R A N S C R I P C I Ó N Y S U B U N I D A D E S : 

N F - K B precursor P105 

TkB-<X 

c-myc 

Los factores de Transcripción juegan un papel central en convertir señales 

extracelulares dentro de los cambios en la expresión de genes específicos y 

además de regular complejos procesos biológicos ( 33 ) . La actividad llevada a 

cabo por algunos factores de transcripción es modulada por la fosforilación, tal 

es el caso de AP-1 ( Activador de Proteina- 1 ) y N F - K B ( Factor nuclear K B ) 

. La señal de fosforilación produce activación postranslacional de estos factores 

,los cuales inducen la expresión de otros genes, que a su vez codifican para 

otros factores de transcripción . Tales cascadas de activación pueden generar por 

largo tiempo señales nucleares ( 34 ) . 

ACTIVADOR DE PROTEÍNA ( AP-1) Fue primero identificado como un 

factor transcripcional que se une a un elemento- cis del promotor de varios genes 

como el de la metalotioneína humana lia ( hMTIIa ) , la proteína p40 del Virus 

de Simio 40 y algunos genes de respuesta a esteres de forbol. AP-1, es requerido 

para una actividad óptima basal del promotor hMTIIa tanto in-vivo como in-

vitro ( 35 , 36 ) . Dicho factor fue caracterizado por su habilidad para alterar la 

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



de tumores , carcinógenos y expresión incrementada de vahos oncogenes tales 

como src y ras ( 33 ) . 

AP-1 es un complejo multiproteíco compuesto de los productos de la familia 

de los proto-oncogenes JUN y FOS . Estas proteínas tienen que dimerizar para 

ser capaces de unirse al sitio de reconocimiento de AP> l , también conocido 

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 

proteínas JUN pueden formar horaodímeros ó heterodímeros con las proteínas 

FOS , mientras las proteínas FOS no pueden formar homodímeros y además no 

son capaces de unirse al DNA por si mismas ( 33 ) . La transcripción de JUN 

es directamente estimulada por su propio gene y además es capaz de regular la 

expresión del gene FOS ( 38 ) . Tres miembros de la familia J U N / A P - 1 fueron 

identificados en Biblioteca de cDNA de ratón; c-JUN , JUN-B y JUN-D , cada 

proteína es capaz de unirse al sitio de consenso de AP-1 ( TGACTCA) y son 

similares en sus propiedades de unirse al DNA, en la formación de dímeros, y 

en su interacción con FOS ( 39 ) . Homodímeros c-JUN , exhiben fuerte capacidad 

de activación , mientras homodímeros JUN-B y JUN-D son pobres 

transactivadores y reprimen la actividad de c-JUN ( 33 ) .La formación de 

heterodímeros de cualquier proteína JUN con c-FOS resulta en la generación de 

potentes activadores y parte de esta aumentada actividad es debida a la 

estabilidad de este heterodímero ( 40 ) . 

La transcripción del protooncogene c-FOS es inducida en forma rápida ( 5 

minutos ) por suero y por algunos factores como el Factor epidérmico de 



crecimiento ( EGF ) , el promotor de tumores turbo! 12-miristato-13-acetato y la 

insulina. El facilitador de c-FOS , contiene un elemento de secuencia llamado 

elemento de respuesta del suero ( SRE)( 41 ). La dimerización de los genes FOS-

JUN es mediada por un cierre de Leucinas ,que forma una a - Hélice, en el cual 

cada siete aminoácidos , es una Icucina . El contacto con el DNA ocurre por la 

vía de la región básica, la cual es localizada inmediatamente corriente arriba del 

cierre de leucinas y el cual es caracterizado 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 ) . 

II.-CITOCINAS : 

En infecciones bacterianas ó parasitarias y en shock séptico , encontramos 

una serie de reacciones locales ó sistémicas en el organismo que se conocen 

como de "Respuesta de Fase Aguda"( 44 ) . La reacción local incluye : dilatación 

De los vasos sanguíneos , alteración en el flujo y coagulación de la sangre , 

migración de neutrófilos y macrófagos , liberación de proteasas lisosomales y 

formación de mediadores de la inflamación. Estos mediadores causan una reacción 

sistemica caracterizada por fiebre , dolor, leucocitosis , disminución en plasma de 

los niveles de zinc y hierro e incrementada síntesis de las Proteínas de Fase 

Aguda ( 45 ) .Existe evidencia de que las citocinas son involucradas en la 

sepsis,lu cual proviene de observaciones de que al administrar recombinante IL-1 

y TNF , cada uno por separado ó en combinación , se producen alteraciones 

hemodinámicas y hematológicas que son características del shock séptico en 



humanos ( 46 , 47 ) . También ha sido demostrado que el TNF- a se incrementa 

después de la administración de pequeñas cantidades de endotoxina en voluntarios 

humanos y finalmente la inmunización pasiva con anticuerpos contra TNF- a 

proteje a los animales contra los efectos letales de la endotoxina y de la bacteria 

( 48 , 49 ). 

Las actividades biológicas de IL-6 parcialmente se translapan con aquellas de 

IL-I , ya que algunos de los efectos pleiotrópicos de IL -1 se sabe actualmente 

que son causados por IL-6 ó por acciones sinérgicas de IL-1 e IL-6 . IL-6 

estimula la síntesis de proteínas hepáticas durante la respuesta de fase aguda, y 

actúa como un pirógeno-endógeno ( 50 ). Fong et al ( 51 ) , reportaron que la 

administración de endotoxina ( 20 U/Kg ) en humanos, produce una elevación en 

IFN e IL-6 circulante,alcanzando su máximo pico entre las dos y cuatro horas 

después de la administración de la endotoxina. También se ha reportado que las 

monocinas IL-1 e TNF-a son potentes inductores de IL-6 ( 52 ) . IL-6 más que 

IL-1 es un mediador de la producción de Metalotioneína ( MT ) y cambia el 

metabolismo del zinc . Ambas , IL-1 e IL-6 estimulan la liberación de 

corticotropina en cultivo de células hipofisiarias , sugiriendo asi que estas citocinas 

.incrementan los niveles de glucocorticoides ( 53 ) . Previos estudios han 

demostrado que los glucocorticoides estimulan la síntesis 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 región promotora de los 

genes de MT ( 56 ) . Presumiblemente , los glucocorticoides modulan también a 

los receptores para la IL-6 en los hepatocitos ó en los componentes de la señal 



intracelular de transducción dirigida por IL-6 ; se sabe que los glucocorticoides 

puedeo actuar en el hepatocito incrementando la producción de M T , e inhibiendo 

la liberación de LL-1 por el macròfago ( 53 ) . Además en presencia de 

glucocorticoides , la IL-6 incrementa la producción de MT y la incorporación de 

zinc por los hepatocitos . Esta función de incrementar la producción de MT 

hepática y la acumulación de zinc, podría ser para proporcionar protección celular 

( 57 ) . 

FNT- a es una monocina que afecta directamente el estado funcional de 

algunos tejidos, produce la necrosis hemorrágica de los tumores en animales , 

supresión de la síntesis de lipidos en tejido adiposo , aumenta la actividad 

fagocitaria de los granulocitos y actúa también como pirógeno endógeno ( 58 ,59 

). Algunos de sus efectos son similares a aquellos de IL-1 y son característicos 

de la respuesta de fase aguda , mediando cambios en la expresión de múltiples 

productos genéticos del hígado como son algunas proteínas del complemento 

como el factor B y el Cj ( 60 ) . Algunas características han sugerido que FNT-

a , también es importante, mediador de la respuesta de lase aguda , por lo 

siguiente : 

l.-FNT- a radiomarcado se concentra en el hígado después de administración 

intravenosa. 

2.-FNT - a puede ser liberado en más alta concentración que IL-1 bajo ciertas 

circunstancias por ejemplo en conejos inyectados con endotoxina. 



3.-FNT - a media cambios en la expresión genética en células de hepatoma que 

poseen un pequeño número de receptores para TNT ( 61 ). 

FUNCIONES DEL ZINC: 

El zinc , es rutinariamente adicionado a 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 microtúbulos ( 63 ) . Además 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 formación de 

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

3.-Interfiere con la peroxidación de lípidos , ya que se asume que el zinc por 

interferir con la oxidación de NADPH , inhibe la secuencia de reacciones en la 

peroxidación de los lípidos ( 66 , 67 ) que causa estabilización de los lisosomas. 

Inhibe la fosfodiesterasa y ocasiona un incremento en el nivel de AMP-c 

restringiendo así la liberación de las enzimas lisosomas en las células fagocíticas 

( 66, 68,69 ) . 



ÓXIDO NÍTRICO: 

El óxido nítrico ( NO ) , fué llamado la molécula del año en 1992, existen 

en la literatura científica una gran cantidad de artículos que se refieren a 

aspectos biológicos y patológicos , que involucran al óxido nítrico ( 70 ) . Dos 

aspectos en la generación del NO son de particular interés : 

1 .-El papel potencial del NO como una molécula citotóxica que contribuye como 

armazón antimicrobiana de los fagocitos. 

2.-EI papel del NO como un vasodilatador en la inflamación y mediador del 

choque séptico ( 7 1 ) . 

El NO es producido en el humano y en animales de laboratorio por NO 

sintetaxas ( NOS ) .Se han identificado isoenzimas de NOS ( 72 ) como : 

isoforma inducible ( iNOS ) e isoforma constitutiva ( cNOS ) . Se ha propuesto 

que el NO producido en los fagocitos mononucleares por medio de iNOS , tiene 

actividad antibacteriana, antifungica y antiprotozoaria ( 73 ) . En macrófagos 

animales , notablemente macrófagos murinos , la síntesis de NO y su regulación, 

ha sido bien caracterizada ( 74 ) . Esto incluye el consumo de substratos L-

Arginina y O2 , producción de el co-producto L-Citrulina , y la necesidad de 

cofactores reducidos como : Fosfato de nicotinamida adenin dinucleótido ( 

N A D P H ) , flavin adenin dinucleótido ( FAD ) y tetrahidrobiopterin ( BH4) ( 75 

) . La mayoría de los estudios que han valorado la función de la formación de 

NO incluyendo su función como un producto antimicrobiano , dependen de la 

cuantificación de nitritos , el cual es un producto de oxidación formado 

espontáneamente del NO en sistemas biológicos ( 71 ) . 



Dada la frecuencia de infecciones bacterianas en humanos, ya sean como 

un proceso agudo ó como un proccso crónico ó como un cuadro endotóxico ó 

septicémico, parece importante apuntar hacia algunos fénomenos biológicos 

característicos que acompañen a dichos procesos, como podría ser la baja de zinc 

en plasma ó suero, para tratar de entender mejor la interrelación que juegan los 

mecanismos homeostásicos del cuerpo humano. 

Todos los factores decsritos anteriormente están conectados entre sí ; el factor 

NF- KB, ha sido estudiado en procesos infecciosos e inflamatorios al igual que el 

óxido nítrico ( N O ) dentro del disparo inicial de la respuesta inmune inespecífica, 

mientras que el factor activador AP- 1 , parece tener cierta tendencia al nivel de 

lementos como es el zinc puesto que va a actuar en combinación con la 

metalotioneína ( M T ) . 

Ambos factores transcripcionales, regulan la expresión de varias citocinas entre 

ellas IL-6 y FNT- u . 11-6 por un lado y como ya también fué referido, es 

estimulada durante esta baja de zinc, para dirigirse al hígado donde actúa a su 

vez estimulando la producción de proteínas 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 interrelación se ve 

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

planteamos la siguiente hipótesis. 



H I P Ó T E S I S 

El zinc a concentraciones menores de la fisiológica modula la 

expresión de los factores transcripcionales NF- KB y AP-1 producidos por el 

macròfago y modula también la expresión de sus efectorcs pro-inflamatorios 

F N T - a , 1L-6 y NO. 



MATERIAL Y MÉTODOS. 

1.-CULTIVO CELULAR -Los macrófagos de la línea celular Raw 264.7 

(células leucémicas) se obtuvieron del American Type Culture Collection ( ATCC 

# TÍB-71 ) y se mantuvieron en congelación en nitrógeno líquido hasta su cultivo 

en DMEM ( medio basal de Eagle y modificado por Dulbecco ) ( 76, 77 ) , 

conteniendo 1000 mg/L de Glucosa 6 % de suero fetal de bovino,( cuyas 

unidades de endotoxina son menores de 0.3 ) ( Gibco-BRL ) , 5,000 U.I. de 

Penicilina , 5,000 |jgr / mi de Estreptomicina ( Cellgro ) y L-Glutamina en una 

concentración de 200 m M , 29.2 mg / mi ( Cellgro ) . También se le adicionó 2.2 

g r / L t o de bicarbonato de sodio antes de llevar el medio a un pH final de 7.36 

para posteriormente ser esterilizado por filtración. 

Los Macrófagos fueron descongelados, mantenidos en baño de agua a 37 u C 

por 10 minutos, y colocados en frascos para cultivo celular de 75 cm2 (Costar 

Co. ) con 1 0 - 1 2 m!. de DMEM suplementado. Posteriormente se incubaron a 37 

°C con 10 % de CO2 y en atmósfera húmeda por ( 2 4 - 4 8 hn>)( el color del 

medio se va acidificando conforme las células crecen ) , asegurándose de 

mantener ligeramente abierta la tapa del frasco para permitir la entrada del 

CO 2 • Las células cultivadas se adhirieron al fondo del frasco permitiendo su 

fácil observación al microscopio de fase invertido. Para colectar las células fue 

necesario raspar el fondo para desprenderlas con el raspador ( Sarstedt C o . ) , 

recolectando la suspensión celular en un tubo estéril de 15 m i ; ( todo el proceso 

de cultivo fué bajo estrictas condiciones de esterilidad) . Posteriormente se 



centrifugó a 188 g por 5 minutos, se decantó el sobrenadante y las células se 

traspasaron a un frasco nuevo de cultivo para iniciar el experimento, ó 

continuar creciendo la población celular. 

U.-MEDIO DE CULTIVO (DMEM) , DEPLETADO DE ZINC.- Para eliminar 

el zinc del medio de cultivo, fue utilizada una combinación de una resina de 

poliestireno insoluble y acido iminodiavético, conocido como chelex 100 ( S i g m a ) 

. El proceso se realizó de la siguiente manera : se pesaron las siguientes sales : 

K.C1 = 400 mg / Ito , MgS04 =97.67 mgs , Nací = 6,8U0 mgs , NaHC0 3 = 2,200 

mgs y NaHzPC^.HzO = 1400 mgs , todas las sales se mezclaron y se 

disolvieron en un litro de agua desionizada , agregándose posteriormente 10 mi 

de chelex . Se dejó esto en agitación constante y a 4 0 C durante 24 hrs , 

separándose el chelex por decantación y posteriormente por centrifugación . A 

500 mi de DMEM se le agregó 6 mi de chelex sin suero fetal bovino , 

dejándose en agitación constante y a 4 0 C por 24 hrs ., mientras que el suero 

fetal de bovino (SFB ) fué tratado con 2 mi de chelex por cada 10 mi. de SFB 

, dejándose en agitación constante y a 4 ° C 

durante 48 hrs ., finalmente se mezclaron el medio de cultivo y el SFB que 

fueron quelados separadamente y se esterilizaron por filtración. 

Por último se le agregó a dicho medio los siguientes cationes : 10 p.1 de una 

solución de 12.5 p.g/mi. de CuS04 5 H 2 0 , 10 ni de una solución de 2.5 mg en 

500 mi. de MncU y 10 pl de una solución de 500 ngr / mi. de Na jSeOj , 

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 



cuándo se le agregó 15 pl de un Stock de 10 mM de ZnS04.7H:0 se le 

denominó como MEDIO en ZINC. 

m.-PREPARACTÓN DE LAS POBLACIONES BACTERIANASLas bacterias 

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

col i 

( gram negativa ) . La primera fue crecida en agar sangre a 37 °C por 24 hrs e 

identificada por su morfología colonial , la hemolisis , su reacción positiva a la 

coloración de gram de primera instancia, para posteriormente pasar a las pruebas 

especificas como son ; la detección de coagulaba y la fermentación del raanitol. 

Después de mantener el cultivo puro se procedió a sembrarlo en caldo de 

tripticase y soya al 3 % y se incubó por 24 hrs a 37°C para preparar una 

población a gran escala. Finalmente se ajustó con solución salina estéril al 

0.85 % al tubo # l del Nefclómetro de Me Farland para tener una población 

bacteriana de 300,000 x 106 ; después se hicieron alíquotas de 50 mi y se 

congelaron a - 20 0 C hasta su uso. 

Para el aislamiento e identificación de la Escherichia coli fue básicamente el 

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

de metileno ( EMB ) el cual después de incubarlo a 37 0 C por 24 hrs se 

presentó su característico brillo metálico . Se procedió a la confirmación 

mediante las siguientes pruebas bioquímicas : lactosa + ; fermentación de TSI -

ácido / ácido e Indol + . ( 79 ) . Posteriormente se hizo crecer en caldo de 

tripticase y soya al 3 % durante 24 Hrs y a 37°C y se preparó una población 



a gran escala, ajustándose al tubo # 1 del Nefelóraetro de Me Farland , 

conservándose finalmente en alíquotas de 50 mi a - 20 0 C hasta su uso. 

Antes de ajustarse las poblaciones bacterianas al nefelómetro de Me Farland, 

cada bacteria fue muerta por ebullición durante 1 - 2 hrs dependiendo del 

resultado negativo del control de viabilidad efectuado en caldo tripticase y agar 

sangre. 

IV.- FAGOCITOSIS,- Para efectuar la fagocitosis, se ensayaron tres diferentes 

concentraciones de macrófagos : 4 x 106 , 2 x l 0 6 y 1 x 106 , con dos diferentes 

concentraciones bacterianas 600 x 106 y 300 x 106 , durante 4 hrs de 

incubación a 37 °C con 10% de CO2 y 100% de humedad relativa. 

Tanto los macrófagos como las bacterias fueron suspendidas en 2 mi. de 

medio de cultivo ( DMEM ) hiperglucosado ( 4500 mg/L de glucosa ) y 

suplementado. La fagocitosis se evaluó al microscopio en preparaciones que 

fueron fijadas 

al portaobjetos con metanol durante un minuto y posteriormente teñidas al Gram 

( 8 0 , 8 1 ). 

V.- DISEfiO EXPERIMENTAL BÁSICO . 

Los macrófagos fueron lavados una vez con DMEM y suspendidos 

en 20 mi. del mismo medio de cultivo y contados en la cámara de neubauer al 

microscopio , utilizando el colorante azul tripano al 0.4 % ( Sigma ) . El diseño 

xperimental se llevó a cabo con tres medios de cultivo conteniendo las 

diferentes concentraciones de zinc: 



1-NORMAL.-Consistió de 10 mi del medio de cultivo normal con una población 

de macrófagos de 10 x 10 6 . 

2.-BAJO en ZrNC.-Consistió de 10 mi del medio tratado con el quelante 

( chelex ) para eliminar el zinc además de una población de macrófagos de 10 

x 106. 

3.- MEDIO en ZINC.- El mismo medio de cultivo anterior conteniendo 15 fil 

deZnSOí 10 mM y una población celular de 10 x lO 6 macrófagos. 

Los frascos se incubaron a 37°C en 5 % de CO2 y atmósfera húmeda 

durante 40 hrs haciéndose dos observaciones al microscopio de fase invertido 

durante el crecimiento y multiplicación celular. Después de completar las 40 hrs 

se agregaron las bacterias y el LPS a probar, excepto al control . 

Las concentraciones utilizadas de los antigenos fueron: 

1.-Control - Células + medio de cultivo. 

2.-LPS = Células + 100 fJ de una concentración de 100 ¿ig/ml de LPS 

(E. coii 026 :B6 ). 

_3.- Bacteria gram negativa = Células + 5 mi de la población estandarizada a 

300 x ÍO6 de E. coii. 

4. - Bacteria gram positiva = Células + 5 mi de la población estandarizada a 

300x 1& de S. aureus . 

Este mismo diseño experimental fue la base para la obtención de las 

muestras en diferentes tiempos de incubación. 



VI.-EXTRACCIÓN NUCLEAR DE PROTEÍNAS PARA LOS FACTORES DE 

TRANSCRIPCIÓN DE NF/ kB Y AP-I ( 82 , 83, 84 ). 

Las muestras que fueron utilizadas en la determinación de N F - K B y AP-1 

fueron incubadas en las condiciones ya explicadas en el diseño experimental y 

durante un tiempo de dos hrs , al término del cual se cerraron los frascos y 

se colocaron en hielo. Posteriormente se rasparon uno por uno el fondo de 

los frascos, colectándose las muestras en tubos cónicos nuevos de 15 mi para 

posteriormente centrifugarse a 188 g por 5 min y continuar con los siguientes 

pasos : 

[.-Las células fueron lavadas 1 ó 2 veces con PBS frío ( buffer salina - fosfato, pH 

= 7.4 )( Sigma ) y centrifugadas a 188 g durante 5 min a 4DC. 

2.-Los sobrenadantes se removieron y los botones celulares se despegaron 

lentamente por la adición de 500 fil del Buffer A con IGEPAL ( detergente ). 

3.-Se incubó durante 7 min en hielo para posteriormente centrifugar a I88g por 

5 a 4 ° C .El sobrenadante se aspiró y se desechó. 

4.-EI botón celular se lavó una vez más con buffer A pero sin L Ü B P A L , 

centrifugándose a 188 g durante 5 min y a 4 ° C . E 1 sobrenadante se eliminó 

quedando un botón nuclear claro en el fondo del tubo. 

5.-Se adicionaron 7 p.1 de buffer B al botón nuclear subiendo y bajando la 

suspensión hasta que los núcleos se rompieron y que el botón nuclear llega a 

ser viscoso . ( se puede corroborar este punto utilizando Yoduro de Propidio en 

concentración final de 5 ng / mi y microscopio de Fluorescencia ) 



6.-Posteriormente se incubó por 10 min. a 4°C y se adicionaron 70 p.1 de! buffer 

C ( ó 10 veces el volumen del buffer B usado ) centrifugándose a alta velocidad 

8,160g por 15 min y a 4 ° C . 

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

nucleares. 

8.- Para la determinación de proteínas se tomaron de 2-5 del sobrenadante. 

9.-Las proteínas nucleares se congelaron en alíquotas a - 7 0 ° C hasta su uso. 

VIL-DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS (85 ) : 

1.-Se sacaron las muestras de las proteínas nucleares fuera de el congelador y se 

colocaron en hielo hasta su determinación 

2.-Los estándares para la determinación de proteínas ( Bio-Rad , albúmina sérica 

bovina ) fueron también colocados en el hielo,manejándose las siguientes 

concentraciones: 

l U g / m J ; 0.5 n g / m l ; 0.25 n g / mi ; 0.125 n g / mi y Buffer "C" como blanco. 

3.-Se adiciona 4 jil de los estándares y las muestras ( por duplicado ) dentro de 

una microplaca de 96 pozos. 

4.-Se les agregó 200 pl del reactivo de Bio-Rad utilizado en la determinación , 

diluyendo 1 mi del reactivo con 4 mi. de agua destilada . Dicho ensayo esta 

basado en el cambio de color del azul Brillante de Coomasie G-250 , en 

respuesta a varias concentraciones de proteínas . El colorante se une a 

aminoácidos básicos ( especialmente arginina ) y aromáticos . 

5.- La microplaca se leyó en el lector de ELISA a 595 nm ( ELISA READER 

BIO-RAD , MODELO No. 3550. ) , mezclándose por tres segundos antes de 



leer. Los datos obtenidos se graficaron y se obtuvieron las concentraciones finales 

en \ig/\il 

V I I I E N S A Y O DE ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA 

( GELSHIFT ) : 

Las proteínas unidas al DNA son importantes en actividades celulares 

tales como : transcripción , replicación ó recombinación . Este ensayo de Gelshift 

ha sido ampliamente usado en el estudio de tales proteínas y los complejos que 

estas proteínas forman. Este ensayo esta basado en que los complejos de proteína 

y DNA , pueden ser detectados por su movilidad electroforética alterada ( Shift ) 

diferente de la del DNA. 

El ensayo consta de tres partes que son: ELABORACIÓN DE LA SONDA ; 

LIMPIEZA DE LA SONDA y ENSAYO DEL CAMBIO DE MOVILIDAD 

ELECTROFORÉTICA . ( EMSA )( Elcctrophorctic Mobility Shift Assay) ( 86 ). 

1.-ELABORACIÓN DE LA SONDA ( 87 ) : 

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

1.-2 ni del oligonucleótido ( en este caso son tanto para NFKB como 

para AP - 1 ) . La concentración para cada uno de los 

oligonucleótidos fué de 25 ng / jaI. 

2.- 1 ni de buffer de Tí Polinucleótido Kinasa 10 X . 

3.- 1 ni de [ y -32P ] ATP ( 3,00 Ci /mM , 10 mCi / mi . ) 

4.- 5 ni de Agua Destilada. 

5.-1 ni de T4 Polinucleótido Ktnasa. 



b).-La mezcla se incubó a 37°C por 10 minutos y la reacción se paró 

agregando 1 jil de EDTA 0.5 M . 

c).- Finalmente se adicionaron 89 p.1 del BufFer T E . 

2.-LIMPIEZA DE LA SONDA : 

La eliminación de el exceso de y-32P se llevó a cabo a través de 

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

Pharmacia Biotech. 

1.-Preparación de la columna: 

a).-La resina se resuspendió en la columna usando el vortex y agitando 

gentilmente. 

b).-La tapa se aflojó a un cuarto y se cortó el fondo de ella. 

c).-La columna se colocó en un tubo eppendorf ( se cortó la tapa del tubo 

primero ) para usarlo como soporte . 

d ).-Se pre-centrifugó la columna por un minuto a 735 g en cuarto frío, 

e) .-Después de centrifugar, se tiró el tubo usado como soporte 

( Contenía el líquido que se desprendió de la columna) . 

2.-Aplicación de la Muestra: 

a).-La columna se insertó en un nuevo tubo eppendorff y la muestra se 

aplicó 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 

t u b o ) . Un volumen de 25 - 50 p.1 del oligonucleótido marcado fué aplicado a 

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

era de 100 ^il). 



b).-La columna se centrifugó por dos minutos a 735 g . La muestra 

purificada fué colectada en el fondo del tubo que soportaba a la columna, 

procediéndose a tapar el tubo que ahora contenía la muestra y se descartó la 

columna. 

3.-ENSAYO DE CAMBIO DE MOVILIDAD ELECTROFORÉTICA ( EMSA ) . 

( 88, 89 ). 

a).-GEL CONCENTRADOR Es el gel al 5 % que va en la superficie de la 

cámara de protean, dónde fueron colocadas las muestras a determinarse. 

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

gel concentrador. ( 87 ). 

c).-PREPARACIÓN DE MUESTRAS ( 9 0 , 9 1 ) : 

1.-Los tubos para microcentrífuga de 0.5 mi. fueron marcados. 

2 . -Se agregaron 4 del buffer de unión del gel ( 5 X ) , 

3.-Se añadió ljil de 50 mM de Dithiothreitol (DTT ) ( el cuál se preparó fresco 

cada vez que se usó = 7.7 mg / mi , en agua desionizada ). 

4.-Luego ,1 ni de Poly [ d ( I - C ) ]* en una concentración de 0.5 ugr / fue 

agregado. 

5.-Se calculó la cantidad de proteína requerida, en este caso fue de 4 jjg / f i l . 

6.- La sumatoria del buffer de unión, más DTT , más Poly-IdC nos dió un 

volumen de 6 al cual se le sumó a su vez el volumen requerido de proteína 

para los 4 p.g señalados en el punto anterior y se adicionó agua destilada para 

hacer un volumen final de 20 |il. 

7.-Se incubó a la temperatura del cuarto por 20 minutos. 



8.-Finalmente se adicionó 1 |¿1 de la sonda marcada a cada tubo y se incubó a 

la temperatura del cuarto por 30 minutos. 

* Poly[ d ( l - C ) ] - Poly-deoxy-inosinic-deoxy-cytidylic Acid, Poly[d ( I-C )],Sodium 

Salt.,Boehringer Mannheim labs. 

d).-PREPARACIÓN DEL GEL EN LA CÁMARA DE PROTEAN II (Bio-Rad). 

1.-Se mantuvo limpia la cámara protcan lavándola con agua y jabón después de 

preparar el 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 contenían el gel. 

3.-El vidrio grande y el vidrio pequeño se limpiaron con alcohol ,y se colocaron 

los espaciadores ( pedazos de plástico que corren a lo largo de los vidrios con 

un diámetro de 1.5 mm ) entre ambos vidrios. Posteriormente se equilibraron 

sobre una superficie plana para que queden perfectamente alineados. 

4.-Se colocaron los sujetadores que prensaron el sandwich formado por los 

vidrios mas el espaciador, llevando un sujetador por cada lado y atornillados 

hasta que quedaron perfectamente firmes. 

5.-La cámara fue colocada con los tomillos de los sujetadores hacia arriba y se 

pusieron los peines entre los dos vidrios ( dichos peines tenían 15 espacios con 

un diámetro de l mm ) . 

7.-Se vació el primer gel, ( de corrimiento ) con jeringa de 20 mi y aguja de 

18 G l Vi , hasta más ó menos un centímetro abajo del límite del peine, dejando 

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

solidificación. 



8.-Ya solidificado el primer gel se procedió a preparar el gel concentrador que 

se vació igual que el primero ( distribuyéndose alrededor de los espacios del 

peine ) teniendo como límite el vidrio grande. 

9.-Se preparó el gel un día anterior para el corrimiento de las muestras, 

e).-ENSAYO DE MOVILIDAD ELEC.TROFORETICA . 

1.-El gel se pre-corrió por 1 0 - 2 0 minutos a 100 volts ( Bio-Kad cámara de 

clectroforesis , 25 mA ). 

2.-Se adicionó 1 |xl de colorante ( 10 X loading buüér ) a cada muestra. 

3.-Se aplicaron las muestras en el gel ( 20 p.1 ) con pipeta Hamilton ( Hamilton 

Co) . 

4.-Se llenó la cámara de electroforesis con buffer de corrimiento, Tris , Ac. Bórico 

y EDTA ( TBE = 0 . 2 5 X ) ( 91 ) . 

5.-El gel se corrió a 100 volts para el gel concentrador y posteriormente se 

cambió a 190 volts para el gel de corrimiento, durando aproximadamente de 2-3 

hrs. 

6.-Cuando el colorante fué localizado a la mitad del gel,iniciamos el secado del 

gel ( slab gel dryer, Savant Co ) . 

7.-Ya que el colorante alcanzó más ó menos dos centímetros antes del extremo 

opuesto, se apagó el aparato y se desarmó el sandwich colocando al gel en papel 

filtro , ( elcctrophoresis blotting paper, Scientiflc spccialities group ) cortado a su 

medida y señalando cual es el orden de las muestras. 

8.- Se envolvió el papel filtro que contenía el gel con papel transparente, 

procurando no tener burbujas entre ellos. 



9.-Se colocó el gel sobre la superficie perforada de acero del secador, situando 

entre ellas el papel filtro y tapándolo posteriormente con la cubierta de silicona 

que posee el aparato. 

10.-Se establecieron las condiciones de temperatura de 50°C , durante 30 min y 

la posición automática para posteriormente conectar el vacío y comenzar con el 

proceso de secado. 

11.-Terminado el tiempo se apagó el aparato , retirándose el gel ( el cual se 

adhirió totalmente al papel filtro ) y se colocó en el cassette ( Autoradiography 

Cassette, Fisher Biotech ) hacia el lado de la pantalla colocándose entre ellos el 

film( Ilyperfilm MP, Amersham Life Science ) , e l cuál se marcó con un ligero 

corte en la esquina de acuerdo al orden de las muestras. Todo este proceso se 

realizó en el cuarto obscuro. 

12.-Se puso el cassette en una bolsa negra de plástico y se guardó a - 70°C por 

24 hrs , cuando el P32 fué nuevo porque cuando fué más viejo debió dejarse ó 48 

ó 72 hrs. 

13.-Después de incubarse, se dejó el cassette por una hora a la temperatura del 

cuarto. 

14.-Se procedió 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 % 

c).-2 minutos en fijador ( Fixer, Kodak GBX ). 

d).-5 minutos bajo el agua de la llave. 

15.- El film se secó al aire y se observó . 



IX INMUNOENSÁYO ENZIMÁTICO COMPETITIVO PARA LA 

DETECCIÓN DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL-aEN RATONES. 

Nosotros usamos el kit CYTokit Red0" mTNFa (CYTimmune Science Inc.) 

el cual utiliza placas precubiertas con anticuerpos de cabra anti-conejo , los cuales 

fueron usados para capturar un complejo de citoquina específico en cada muestra 

. Posteriormente se le agregó anticuerpo específico para la citoquina y la 

citoquina conjugada - biotinilada ( ligando competitivo ) ó las muestras ó los 

estándares. La cantidad de citoquina biotinilada que fué detectada, resultó de una 

relación inversa entre la densidad óptica ( OD ) y la concentración : a más alta 

densidad óptica, menos citoquina en la muestra, 

a) . - PREPARACIÓN DE REACTIVOS : 

1 .-Anticuerpo anti-factor de necrosis tumoral murino ( mTNF-a ) . - La muestra se 

diluyó con 3.5 mi. del diluyente, se selló con el tapón de plástico y se mezcló. 

2.-Para el estándard del factor de necrosis tumoral murino ( mTNF-a ) : Se 

marcaron 6 tubos del # 2 - #6 y el último como "0". Se adicionaron 600 ni del 

medio de cultivo ( DMEM ) a cada uno de los tubos . El estándard mTNF-a 

liofilizado fiie reconstituido con 1000 pl del DMEM y correspondió al estándard 

# 1 que tiene una concentración de 200 n g ! m i . Los estándares del 2 al 6 fueron 

preparados en una dilución 1:4 de la siguiente manera: para hacer el estandard 

2 se adicionaron 200 ni del estándard # 1 y se mezcló ; así se continuó hasta 

el tubo No 6 . El tubo "0" no se le adicionó nada y fué utilizado como blank . 

3.-Conjugado mTNF-a.- Se resuspendió con 3.5 mi. del diluyente sellando con el 

tapón de plástico y mezclando. 



4.-Buffer de lavado.- Se diluyó el contenido total del buffer concentrado con dos 

litros de agua desioni/ada. 

5 -Estreptavidina-fosfatasa alkalina .- Se preparó el vial de estreptavidina »tornando 

400 ni para mezclarse con 12 mi del diluyente. 

6.-Solución substrato.- Se reconstituyó el substrato 10 minutos antes de usarlo, 

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

se disolvió completamente . 

7.-Solución amplificadora -Se reconstituyó 10 min antes de usarse, adicionando el 

contenido total del diluyente y mezclando gentilmente hasta que se disolvió 

completamente. 

b).-PROCEDIMIENTO GENERAL: 

1 ).- Se pipetearon 100 del tubo marcado como "0" y de los estándares del 

#1 al # 6 dentro de los pozos designados. 

2 ).-Para cada uno de los pozos escogidos se pipetearon 100 de las muestras 

problema obtenidas de los sobrenadante de los cultivos celulares. 

3 ).- Se les agregó 25 |¿l del anticuerpo mTNF-ct. 

4).-La microplaca se selló para prevenir evaporización y se incubó a la 

temperatura del cuarto por 3 horas. 

5 ).-Dcspués de remover gentilmente el sellador de la placa se agregaron 25 fil 

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 plástico se lavó 5 veces , ( 

para reducir el porcentaje de error ) .usando la pipeta multicanal cargada con 



250 del buffer y removiendo el fluido posteriormente por inversión de la 

placa y golpeteo en el fondo del pozos con el dedo para finalmente secar la 

placa sobre papel filtro limpio al momento de la inversión. Se repitió el mismo 

procedimiento 4 veces y en la quinta lavada, se dejó el buffer por espacio de 

10 min antes de removerlo de la manera ya indicada. 

7 (.-Posteriormente se les agregó 50 pl de la estreptavidina - fosfatasa alkalina ya 

diluida dentro de cada pozo , sellando la placa e incubando a temperatura del 

cuarto 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 solución del substrato y la solución amplificadora. 

8 ).-El sellador se removió gentilmente y las placas se lavaron 5 veces de 

acuerdo al proceso descrito en el paso 6 . 

9 ).-Se pipetearon 50 p.1 de la solución de substrato preparada a cada pozo y la 

placa se selló para incubarla a la temperatura del cuarto por 20 min. 

10 ).-Se pipetearon 50 ni de la solución amplificadora ya preparada dentro de 

cada pozo y en el mismo orden que se les agregó la solución de substrato . La 

placa se leyó en los siguientes 5 min después de añadir la solución amplificadora 

a 490 nra y a intervalos cortos , teniendo como referencia la densidad óptica 

entre 1.5 - 2.0 de la muestra conocida como "0" . 

12 ).- La curva de referencia estándar presentó una forma sigmoide que mostró 

una relación inversa entre las concentraciones de mTNF-a y las correspondientes 

absorbancias ( D. O . ) , ó sea , a mayor concentración de mTNF-a en la muestra , 

más baja D.O. ó menos color rojo. 



EL LECTOR DE ELISA tiene la computadora integrada para trazar la curva y 

calcular asi las concentraciones de las muestras. 

*.-Una curva estándard fué corrida en cada determinación. 

X CUANTIFICACIÓN DE INTERLEUCINA - 6 , MU RINA MEDIANTE 

INMUNOENSAYO ENZIMÀTICO ( 92 , 93 ). 

El InterTest -6X™ Mouse IL-6 ELISA es un kit de ELISA de fase sólida, 

empleando el principio de sandwich de múltiple anticuerpo . Primero ,una 

microplaca de 96 pozos ( pre-cubierta con anticuerpo anti-mIL-6 ) fue utilizada 

para capturar la mIL-6 presente en los estándares y las muestras problema . 

Después de lavar la microplaca para remover el material que no se unió, fué 

agregado un anticuerpo anti-mIL-6 biotinilado el cual se unió al capturado mll-

6a , para finalmente agregar estreptavidina conjugada a peroxidasa de rábano y 

medir la absorbancia a 450 nm, la cual fué proporcional a la concentración de 

mIL-6 presente en los estándares y muestras problema. 

1.- PROCEDIMIENTO: 

a).- El IntcrTest-6X™ murino fué sacado del refrigerador 30 minutos antes de 

usarlo para permitirle a los reactivos tomar la temperatura del cuarto. 

b).-Se determinó el número de muestras para ensayar y el número de hileras que 

se utilizaron , tomando en cuenta que una curva estándar debió ser corrida en 

cada ensayo. 

c).-Se preparó el buffer de lavado con 100 mi del buffer concentrado y 900 mi 

de agua desionizada el buffer fué estable por 6 meses conservandolo entre 2 y 8 

°C . 



d).-Se reconstituyó el estándar por la adición de un mi del medio de cultivo 

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

instrucciones: 

Medio de Cultivo Concentraciones 

1.- 560 pg/ml. 

2 - 1 4 0 pg/ml. 

3.- 35 pg/ml. 

4.- 8.8 pg/ml. 

5.- 0 pg/ml. 

150 yil 

150 n ' 

150 \il 

150 ni 

Estandar agregado 

50 ni del Std. # 1 

50 ni del Std. # 2 

50 ni del Std. # 3 

e).-Se sacaron las microplacas de la bolsa de aluminio las tiras que no se 

utilizaron fueron guardadas otra vez , y selladas en la misma bolsa a una 

temperatura entre 2 y 8 c C . 

f).-Se adicionaron 50 p.1 de las muestras problema y de los estándares a la 

microplaca y por duplicado de acuerdo a el esquema de trabajo. 

g).-La placa se selló con cubierta adhesiva y se incubó por una hora ± 5 min a 

la temperatura del cuarto ( 18-24°C ) y con agitación regulada a 150 rpm. 

h).-El líquido de los pozos fue removido por aspiración ó por inversión 

cuidando de no desprender las tiras en la inversión. 

i ).-Las placas fueron vigorozamente lavadas agregando 250 n ' del buffer de 

lavado a cada pozo y decantando posteriormente. 

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

elaboración del ensayo. 



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

k).-Se pipetearon 50 fil de anticuerpo biotinilado anti -IL- 6 raurino, dentro de 

cada pozo. 

I).- La placa fue sellada con cubierta adhesiva e incubada por 1 hora ± 5 

minutos a la temperatura del cuarto y con agitación a 150 rpm. 

m).-El líquido fue removido por aspiración ó inversión y la placa se lavó 3 

veces vigorozamente de la manera ya indicada. 

n).-I.a placa fiie secada por golpeteo sobre papel seco. 

o).-Se agregaron 50 |il de peroxidasa de rábano conjugada a estreptavidina dentro 

de cada pozo. 

p).-La placa se selló y se incubó por 30 minutos ± 2 a la temperatura del 

cuarto y con rotación a 150 rpm. 

q).-El liquido fue removido y la placa fue lavada y secada de la manera ya 

indicada. 

r).-Se adicionaron 50 fil del substrato Tetramethylbenzidine ( T M B ) a cada pozo 

y se incubó por 15 minutos ± 1 a la temperatura del cuarto con agitación a 

150 rpm. 

s).-La reacción fue bloqueada por adición de 50 de solución de finalización , 

tornando el color azul que había en los pozos a amarillo. 

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

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

cstándard de " O p g / m l . " 



u).-El lector d ELISA estuvo integrado a la computadora con el programa para 

realizar la curva de regresión lineal, utilizando los estándares de 8.8 pg/ml a 560 

pg/ml, calculando también la concentración existente en las muestras problema. 

XI- MEDICIÓN DE ZINC : 

Se transfirió una aliquota de la muestra ( los tres diferentes medios de cultivo 

, normal , medio y bajo zinc ) previamente homogeneizada , en un vaso de 

precipitado para realizar la determinación de zinc por espectrofotometría de 

absorción atómica usando flama de acetileno ( modelo 3030B , Perkin Elmer , 

Norwalk, CT X 94 , 95 ),de la siguiente manera : 

a).- Se utilizó la mezcla aire - acetileno para la generación de la flama. 

b).- Se fijó la lámpara a la longitud de onda de 213.9 nanómetros. 

c).- Se leyeron cuatro soluciones estándar de zinc antes y después de cada grupo 

de muestras que fue determinado, fijándose el cero de absorción cada vez que 

se practicó lo anterior. 

d).-Se preparó la curva de calibración a partir del promedio de las lecturas 

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

e).-Se leyó la concentración de las muestras a partir de una gráfica de absorción 

elaborada. 

t).-Se utilizó agua desionizada por medio de resinas de intercambio iónico para 

dichas determinaciones. 

XII.- DETERMINACIÓN DE ÓXIDO NÍTRICO ( 96 ,97 ) ; 

A . - P R O C E D I M I E N T O : 

1 .-El ensayo se llevó a cabo en microplacas de 96 pozos de fondo en "U". 



2.-En una microplaca se pipetearon 100 de solución de trabajo del reactivo de 

"GRIESS " para cada muestra y los estándares (ver preparación de el reactivo de 

griess en la sección de reactivos ) . 

3.-For duplicado se adicionaron 100 p.1 de medio de cultivo ( Blanco ),muestra ó 

solución estándard dentro de los pozos que contenían el reactivo de GRIESS . 

4.-La placa se incubó por 10 minutos a la temperatura del cuarto y se Llevó al 

lector de microplaca a una D.O. de 562 nm. 

5.-Una curva estándar fue construida para posteriormente extrapolar los resultados 

y conocer las concentraciones de la muestras. 

6.-La curva estándard fué construida con concentraciones conocidas de Nitrito de 

Sodio ( N a N O í ) , utilizando las siguientes concentraciones : 150 ,125 , 100 , 75 , 50 

,25,12.5,6.25 micromolar. 

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

LISTA DE REACTIVOS : 

. VII .-PREPARACIÓN DE SOLUCIONES STOCK PARA LOS BUFFERS 

USADOS EN LA EXTRACCIÓN NUCLEAR ( 83 ) : 

1.-BUFFER "A" ( DE LISIS CELULAR ) : 

Ingrediente Cantidad Solución Stock Conc. Final 

KCL 5 mi 1.5 M ( lOOX) 15 mM 

HEPES* 5 mi 1.0 M ( 100X ) 10 mM ( pH=7.6) 

MgCl 5 mi 200 m M ( 100X) 2 mM 



EDTA 5 mi 10m M(100X ) O.lmM 

H 2 0 480 mi 

« 500 mi guardar en refrigeración, el pH debe ser 7.6 

II.-BUFFER " B " ( DE LISIS NUCLEAR ) : Este Buffer tiene alto contenido de 

sal para ayudar a remover la Proteína del DNA. 

-Esta solución stock es para 400-800 muestras ( 5-10 (il por muestra ) . 

Ingrediente Cantidad Solución Stock Conc. Final 

KCL 1.33 mi 1.5 M ( 3 X ) 0.5 M 

HEPES 100 \i\ 1.0 M (40 X ) 25 mM (pH=7.6) 

EDTA 40 10 mM 0.1 mM 

H 2 0 2.3 mi 

3.8 mi 

•Hepes = ( N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N'-[ 2-cthanesulfonic acid 1).( Sigma). 

UI.- BUFFbR "C" ( UE DILUCIÓN Y ALMACENAMIENTO ) : Este buffer 

diluye las sales del buffer B y actúa como un buffer de almacenamiento para 

proteínas unidas al DNA. ( Solución stock para hacer 24 mi. ( es suficiente para 

500 muestras de 50 jal por muestra). 

Ingrediente Cantidad Solución Stock Conc. Final 

HEPES 625 l .0 M ( 40 X ) 25 mM (pH=7.6 ) 

EDTA 250 10 mM (100 X ) 0.1 mM 

GLICEROL 2.5 mi 100 % 10 % 

H 2 0 21 mi 

= 24 mi 



VIL-PREPARACION DE SOLUCIONES DE TRABAJO DIARIAS : 

BUFFER 'W.-Solución diaria para 20 muestras ( 20 mi.) : Tomar 19 mi. del stock 

para el buffer "A" y adicionar fresco: 

Ingredientes Cantidad De la Sol. Stock 1 X 

DTT (Dithiothreitol ) 400 ni 500 raM ( 50 X ) ImM 

Inhibidor de Proteasas 200 ni ( 100 X ) I X 

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

NaF 200 ni 1 M 10 mM 

20 mi 

A 10 mi. de esta solución se le agrega uno de los detergente para facilitar la 

lísis celular: 

IGEPAL 200 ni 15 % ( 50 X ) 0.3 % 

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

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

contaminantes citoplasmáticos. 

DTT = ( 2,3-dihydroxy-l,4-dithiobutane , C4H10Q2S2 ( Sigma) ( 9 ) 

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

BUFFER "B".Solución diaria para hacer 200 ni para 40 muestras : Tomar 190 

ni del stock para el buffer "B" y adicionar fresco : 

Ingredientes Cantidad De la Sol. Stock 1 X 

DTT 4 ni 50 mM ( 50 X ) 1 mM 



AEBSF 4 jU 0.5 mM ( 50 X ) 25 mM 

Inhibidor de Proteasas 2 \i\ cocktel 100 X I X 

NaF 2(xl 1 M ( 1 0 0 X ) 10 mM 

200 nl 

BUFFER"C\Solución diaria para hacer 2 m l : Tomar 1.9ml del stock para el 

buffer y adicionar fresco: 

Ingredientes Cantidad De la Sol. Stock IX 

DTT 40 Mi 50 mM ( 50 X ) 1 mM 

AEBSF 40 ni 0.5 m M ( 5 0 X ) 25 M 

Inhibidores de Proteasas 20 ni cocktel 100 X 1 X 

NaF 20 ni 1 M ( 1 0 0 X ) 10 mM 

_ 2 mi 

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

B y puede ser usado como buffer de almacenamiento para congelar las muestras. 

a).-GF.L DE CORRIMIENTO .-las cantidades proporcionadas a continuación sirven 

para hacer dos geles ( 12 ) . 

Gel al 9 % Gel al 7 % 

I I 2 0 70.8 mi. 78.8 mi. 

5XTBE 12 mi. 12 mi 

30 % Bis^Poli 36 mi 28 mi 

acrilamida ( Bio-Rad ). 

1 0 % APS * 1.2 mi 1.2 mi 



TEMED** 40 pl 10 

b ) G E L CONCENTRADOR.- También para dos geles . 

HjO 15 mi 

5 X T B E 2 MI 

3 0 % Bis -2 .5 mi 

Poliacrilamide 

10 % APS 200 ni 

TEMED 10 \xl 

f).-PREPARACIÓN DE OTROS REACTIVOS ( 16 ) : 

1 . - 5 X buffer TBE ( 1 litro). 

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

27.5 gre. De Acido Bórico ( Fischer Scientific ). 

20 mis. 0.5 M EDTA **, pH = 8.0 ( EM Scientific ) 

2.-Bufl'er de Unión del Gel : 

5X TBE 

25 % Glicerol ( EM Scientific ). 

3 .-10 X Buffer de carga : 

250 mM Tris-Hcl, pH = 7.5 

0.2 % azul de Bromofenol 

40 % Glicerol. 



* APS - Persulfato de Ammonio se prepara fresco cada día = 0.2 g / 2 mi ( sigma ) 

**TEMED = N,N,N1,N'-tetramethylethylenediamine ( Bio-Rad ). 

•TRIS = ( hydroxymethyl y aminomethane. 

** EDTA ( Ethylenedinitrilo)-tetraacetic Acid. 

INMUNOENSAYO ENZIMÀTICO COMPETITIVO PARA LA DETECCIÓN 

DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL • a MURINO, 

a) . -MATERIAL INCLUÍDO EN EL KIT. 

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

2.- 75 mi, del diluyente del ensayo al 1 X. 

3.- Dos viales de anticuerpo liofilizado raTNF-u. 

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

5.- Dos viales del conjugado mTNF-a 1 io li l izado. 

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

7.- Un frasco liofilizado de substrato. 

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

9.- Dos frascos liofilizados de amplificador. 

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

11-Dos viales de 0.5 mi. de Estreptavidina-Fosfatasa alkalina. 

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

13.-Cuatro selladores de placa. 

1.-MATERIAL INCLUÍDO EN EL KIT 



a).- Una microplaca cubierta con anticuerpo anti-ralL-6 , con 12 hileras 

desprendibles , con 8 pozos por hilera. 

b).-100 mi. de 10 X detergente en buffer ( Solución de lavado, contiene 0 .05% 

de pro-Clin 300 corno preservativo ) . 

c).- 1L-6 recombinante murino liofilizada con la concentración indicada en cada 

vial. 

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

como preservativo ) . 

e).- 5 mi. de Peroxidasa de rábano conjugada a estreptavidina en una solución 

buffer que contiene proteina. 

f)--Diluyente 14 mi. de solución buffer que contiene proteina ( con pro-Clin y 

0.01 % de Gentamicina como preservativos ) . 

g).-Substrato TMB.- 10 mi. de TetramethyIbenzidine conteniendo peróxido de 

hidrógeno en solvente orgánico ( N,N-Dimethylformamide ). 

h).-Solución bloqueadora de la reacción. 

i ).-Selladores de plástico para la placa. 

2.-PREPARACIÓN DE REACTIVOS : 

a).- Reactivo "A" de Greiss = 0.1 % N -1- Naphthethylenediamine diluido con 

agua destilada. 

b).-Reactivo "B" de Greiss = 1.0 % Sulfanilamide diluido en 5 % de Ácido 

Fosforico. 

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

dónde durarán de 1 - 2 meses. 



d).-La solución de trabajo de GREISS se prepara mezclando los reactivos A y B 

en proporción de 1 : 1 (esto se hace en el momento que se monta la prueba y 

otra vez protegiendo dicha solución de la luz). 



RESULTADOS 

La decisión de seleccionar en el proceso de la fagocitosis una 

población de macrófagos de 1 xlO6 y una población bacteriana de 300 x 106 

fué en base a los siguientes resultados: 

NÚMERO DE BACTERIAS DENTRO DEL MACRÓFAGO 

1 hr. 2 hrs 3 hrs 4 hrs 

S. aureus 1 5 - 3 0 100 ± 10 100+ 10 100 + 10 

E. coli 20 ± 5 40 ± 5 40 ± 5 40 ± 5 

En dónde el tiempo óptimo seleccionado filé el más corto a mayor 

fagocitosis ( 2 hrs. en este caso ) , porque también ha este tiempo ya han sido 

producidos los factores de transcripción a determinar en este proyecto. 

Las poblaciones de macrófagos de 4 x 106 y de bacterias de 600 x 10ft 

fueron eliminadas en los primeros experimentos , porque los macrófagos eran 

tantos que obstruían la cuantificación de la fagocitosis. En cuanto a las bacterias , 

también por su elevada cantidad , muchas de ellas quedaban fuera de los 

macrófagos. 

Finalmente se concluyó que la población celular seria de 1 x 106 macrófagos y la 



población bacteriana de 300 x 106 , de ésta manera se veían claramente los 

macrólagos mientras que las bacterias fueron fagocitadas en su totalidad. 

I.- F A C T O R E S T R A N S C R I P C I O N A L E S : 

A . - F A C T O R N F - K B 

Las bandas que aparecen en los films ( fotografía No. 1 ) después del 

revelado son , una superior que corresponde a la fracción p65 y una inferior, 

que corresponde a la fracción p50 , las cuales fueron medidas en el 

Densitòmetro ( Alpha Immunotech Corp. ) y posteriormente analizadas 

estadísticamente , teniendo Las siguientes medias en base a sus resultados 

porcentuales. 

T A B L A N o . 1 F R A C C I Ó N P 6 5 D E L F A C T O R N F - k B 

TRATAMIENTO Bajo en Zinc* Normal en Zinc** Medio en Zinc** 

Control 4.364 4.350 3.492 

LFS 11.371 9.585 9.792 

E. coli 10.357 9.914 9.685 

S. aureus 10.428 8.214 8.350 
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Fotografía No. I: (EMSA) Ensayo del cambio de movilidad electroforelica para las bandas P-65 y P-50 

en tres diferentes concentraciones de Zinc. Después de dos horas de estimulo antigénico. 



TABLA No. 2 FRACCIÓN P 50 DEL FACTOR NF-icB 

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. coli 14.490 7.581 11.472 

S. aureus 12.027 4.572 4.845 

* El Medio de Cultivo de BAJO en ZINC Ó SIN ZINC , contiene una 

concentración de 0.191 pM ( es el medio que fue quelado de su contenido de 

zinc con el chelex ). 

** El Medio de cultivo NORMAL contiene una concentración de zinc de 4.344 

pM y es también referido como CONTROL ( corresponde a la concentración de 

zinc que contiene regularmente un medio DMEM ). 

*** El Medio de Cultivo de MEDIO ZINC contiene una concentración de 15 ^M. 

Las concentraciones de zinc fueron determinadas por espectrofotometría de 

absorción de flama. 

La mínima producción del factor NF-kB fué definitivamente para los 

controles dentro de los tres grupos , tanto para la banda superior ( p65 ) , como 

para la inferior (p50 ). Después ,tenemos que en la fracción p65 del grupo que 

recibió estímulo antigénico con LPS , se encontró mayor producción del grupo 

denominado de concentración haja en Zinc , mientras que los grupos de las 

concentraciones normales y media, fueron casi iguales . En la fracción p50 para 



el mismo antígeno , tanto en la concentración baja de Zinc , como en la media , 

arrojaron un resultado similar, mientras que en la concentración normal de Zinc, 

el resultado fue casi la mitad de la cantidad reportada para la concentración 

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

FRACCIÓN P65 DE NF-KB 
Gráfica 1 
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comportamiento que para LPS , sucediendo también casi lo mismo para P/50 , sólo 

que a nivel de la concentración media de Zinc, en este caso fue menor que la 



reportada para LPS . La menor producción de N F - K B correspondió a la bacteria 

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

los grupos que recibieron estímulo antigénico. Los resultados de los controles 

tuvieron importancia estadística ( p<0.001 ) ; así también fué para la banda 

inferior de la bacteria gram positiva quien a nivel del medio de bajo en zinc ó 

sin zinc, comparado con el medio zinc tuvo un valor estadístico significativo de 

p<0.05. 

F R A C C I Ó N P50 DE N F - K B 

• Control 
• LPS 

• E. coli 
• S. a u r e u s 

0 191 4 344 15 

Grá f i ca No.2 C o n c e n t r a c i ó n d e Z inc e n nM 

En las gráficas 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 



superiores como inferiores , mostraron el mínimo valor de densidad 

„observándose la banda superior p65 aún más disminuida, a la concentración de 

15 pM. 

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

comportamiento similar . Primero tenemos que la banda superior ( p65 ) 

disminuyó al aumentar la concentración de zinc a 4.344 p M , para guardar un 

comportamiento parecido cuando se agregó 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 gtam negativa, manifestado en una 

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

otra vez frente a la concentración fisiológica normal de 15 pM. 

Con el estímulo de la bacteria gram positiva ( S. aureus ) tanto para p50 

como p65 se observó una drástica disminución del factor N F - K B cuando se 

aumentó la concentración de zinc, manteniendo una misma densidad desde 4.344 

pM de zinc hasta a 15 pM. 

ü.- AC TIVADOR DE PROTEÍNA - l ( AP-1 ) : 

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

siguientes resultados tabulados en por ciento de densidad. 



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. coli 11.322 5.888 9.522 

S. aureus 10.377 6.366 5.588 

Como se puede observar en la tabla No. 3, los resultados de la estimulación 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 es un factor más en relación con la 

concentración de zinc que con estímulos antigénicos, pero se puede observar 

que en la baja concentración de zinc utilizada en estos experimentos (0.191 p ) 

aún el control dio un valor alto significativo , en comparación con las demás 

concentraciones de zinc ( 4.344 y 15 pM ). 

Para la producción del factor AP -1 estimulado con LPS , tuvimos un 

comportamiento de disminución gradual conforme se aumentó la concentración del 

zinc, mientras que para s¿ol¿ si bien disminuyó casi a la mitad la producción 

de AP -1 a la concentración de 4.344 pM de Zinc , volvió a aumentar dicha 

producción al aumentar la concentración de Zinc , aunque no alcanzó el mismo 

valor que AP-l tuvo a la concentración de 0.191 pM de Zinc. 
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Fotografía No. 2 (EMSA) Ensayo del cambio de movilidad clcctroforctica pa raAP-1 

En tres diferentes concentraciones de Zinc. 



En la gráfica # 3 , se puede observar que en la concentración baja de 

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

descendiendo cuando se incrementó la concentración de zinc a 4.344 pM . 

Gráf ica N o . 3 
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Posteriormente cuando se elevó la concentración a 15 pM el control 

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

negativa y el LPS tuvieron un valor mas alto . 



II.- CITOCINAS : 

A.- FACTOR DE NECROSIS TUMORAL- ALFA ( FNT - a ) Los valores 

encontrados a las 7 hrs en la determinación de esta citoquina, fueron expresados 

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

fueron las siguientes : 

TABLA No. 4 CONCENTRACIÓN DE FNT - a . 

TRATAMIENTO Bajo en Zinc Normalen Zinc Medio en Zinc 

Control 1.791 0.866 1.036 

LPS 13.387 27.160 25.945 

E. coli 9.404 17.007 15.773 

S. aureus 7.651 8.534 9.664 

En los controles de los tres grupos se encontró un aumento en la 

producción de FNT - a aunque el que utilizó sólo el medio de cultivo normal ( 

4.344 ^M de zinc ) fué menor que los problemas que utilizaron ó media 

concentraciun de Zinc ( 15 |A), ó baja concentración de zinc ( 0.191 P.M ) . Las 

mayores concentraciones se obtuvieron en los problemas estimulados con LPS y 

con la bacteria gram negativa, siendo encontrados aún un poco más altos 

dichos valores a la concentración de Zinc de 4.344 jjM . La respuesta hacia la 



bacteria gram positiva ( S. auceus ) fue la menor encontrada de los grupos 

estimulados antigénicamente. 

Observando las barras de distribución de los tres grupos de acuerdo a la 

concentración de Zinc (gráfica # 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 distribución la más alta 

fué para LPS a la concentración de 4.344 pM de zinc descendiendo un poco a 

la concentración de 15 p.M . En la gráfica 5 apreciamos la concentración de TNF 

- a por grupo de experimentación encontrando la mayor producción a nivel de 

LPS , siguiéndole E. col i y siendo la mayor producción para la concentración de 

4.344 pM y siguiéndole la concentración de 15 JIM. 

Los resultados ya descritos en las gráficas No. 4 y 5 se pueden ver 

muy claramente en la gráfica # 6 , en donde el valor más bajo corresponde a los 

controles y luego en forma ascendente encontramos la respuesta hacia la bacteria 

gram positiva, continuando la gram negativa y por último la concentración más 

alta para LPS. 
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B.- INTERLEUCINA - SEIS ( IL- 6 ) .-Tabulando las medias obtenidas de las 

determinaciones tenemos los siguientes resultadas : 

TABLA No. 5 CONCENTRACIÓN DE IL-6 

TRATAMIENTO Bajo en Zinc Normal en Zinc Medio en Zinc 

Control 1.883 13.115 1.983 

LPS 2006.1 2773.8 2642.61 

Gram neg 3865.0 4075.3 3966.3 

Gram pos 392.0 498.1 371.2 

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

distribución similar entre las tres concentraciones de Zinc estudiadas . La 

respuesta de IL-6 estimulada con La bacteria gram negativa además de haber 

sido encontrada en mayor concentración ( ver gráfica # 7 ) , tuvo una 

distribución muy semejante dentro de los tres grupos . 

En la gráfica 8 , comparamos las respuestas dependiendo del estímulo y 

encontramos también una elevada producción de I L - 6 para E^ col i , siguiéndole 

en concentración la respuesta a LPS . Se puede observar una mayor respuesta 

para la concentración de zinc de 4.344 p M , siguiéndole en grado de respuesta la 

concentración de 15 pM de zinc. Los resultados correspondientes a la bacteria 



gram negativa tuvieron una significancia estadística 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 estadística 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 modificó la 

concentración de 1L- 6 con ninguna de las concentraciones de Zinc. 

La gráfica # 9 nos señala muy claramente lo ya descrito para las gráficas 

# 7 y 8. 
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DI.- ÓXIDO NÍTRICO ( NO ).-Los valores de las medias de esta molécula 

encontrados a las 12 lirs después de la exposición al antígeno y expresadas en 

jiM fueron los siguientes : 



TABLA No. 6 CONCENTRACIÓN DE ÓXIDO NÍTRICO 

TRATAMIENTO Bajo en Zinc Normal en Zinc Medio 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 

Podemos observar que dentro de los grupos control la producción de óxido 

nítrico fue inhibida a la concentración de 15 M-M de Zinc , ( ver gráficas # 10 y 

# 11 ) . La respuestas observadas tanto para LPS como para la bacteria gram 

negativa tuvieron un similar comportamiento, puesto que fueron los valores más 

altos encontrados y no parecen haber sido afectadas por la concentración de 

zinc. 

El óxido nítrico producido con el estímulo antigénico bacteriano gram positivo , 

fué la menor producción encontrada dentro de los problemas estudiados, mientras 

que la producción más alta fue para LPS. 

La bacteria gram positiva ( aureus ) aumentó su producción de NO 

cuando se aumentó la concentración de zinc a 15 nM . En la gráfica No, 11, 

observamos que la mayor producción de NO fué para el LPS , notando que la 



respuesta a este antígeno, fué casi similar para las tres concentraciones de 

zinc, mientras que para la hacteria gram positiva, se inhibió la respuesta a la 

concentración de 4.344 pM del zinc. En la gráfica # 12 podemos también 

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

La viabilidad celular fué un parámetro estudiado antes de cada experimento , 

para llevar un buen control de nuestra población utilizada. Los parámetros 

utilizados fueron basados en los siguientes resultados : 

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

manejaron cuando tenían un porcentaje de viabilidad = 9 7 - 9 8 %. 



b).-Las células cultivadas en medio conocido como Bajo Zinc, se manejaron con 

una viabilidad de 90 - 96 % . 

c).- Las células cultivadas en una concentración de 15 pM de Zinc se utilizaron 

cuando tenían una viabilidad entre 9 1 - 9 6 % . 

V.-FAGOCITOSIS. 

En la fotografía No. 3 se observan los macrófagos de la línea RAW 264.7 fagocitando 

a la bacteria S. aureus. la cual aparece como pequeños puntos oscuros y circulares 

dentro de dichas células. 





DISCUSIÓN 

L.- F A C T O R N F - K B . -

El zinc tiene un papel fisiológico fundamental como antioxidante por 

proteger grupos sulfidrilo contra la oxidación, e inhibir la producción de oxigeno 

reactivo para metales de transición ( 98, 99 ). Matthews et al ( 100 ) , reportaron 

que existe una regulación redox para el factor NF-KB, 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 el zinc por sus 

propiedades ya descritas tendría un efecto antiinflamatorio, es decir inhibiría la 

producción del factor N F - K B a diferentes concentraciones de la fisiológica. 

Analizando los resultados encontramos que la banda p65 ( gráfica # 1 ) tanto 

del problema estimulado con LPS como el estimulado con S. aureus, mostró una 

inhibición tanto a nivel de la concentración de Zinc de 4.344 como a la de 15 

jiM ; mientras que en la banda inferior p50 ( gráfica # 2 ) a nivel de los 

problemas estimulados con LPS y E. co l i . mostró una marcada disminución a 

nivel de la concentración de 4,344 ^M de zinc . 

Lo arriba descrito, podría ser explicado por el hecho que el factor N F - K B 

además de unirse al sitio KB de la cadena k del gene de las inmunoglobulinas 

en las células B, ( 1 0 3 ) puede unirse a otros genes,como ha sido demostrado en 



estudios del receptor para IL- 2R a y de la IL- 2 , por lo que parece ser un 

elemento de control vital en la activación del Linfocito T ( 104 ,105 ) . También 

se ha reportado que existe una regulación de la expresión del gene de IL- 2 por 

las subunidades p5G y pó5 , que fué estudiada por Kang et al ( 106 ) , donde 

encontraron que la cantidad del complejo p50-50 disminuye después de una 

completa estimulación antigénica, mientras que la cantidad del heterodímero p50-

65 fué aumentada. 

Libermann y Bal ti more ( 1 0 7 ) , han reportado que el factor N F - K B es un 

importante mediador en la producción de IL- 6 , mientras Le Clair , Blanar y 

Sharp , encontraron que el NF - IL6 , el gene de la expresión de IL- 6 , interactúa 

con las proteínas N F - K B p50 , estimulando de esta manera la producción de IL- 6 

siendo así, un importante evento en la respuesta inmune de fase aguda 

( 108 ) . Sundstedt etal ( 1 0 9 ) encontraron que el complejo heterodimérico p50-

65 es predominantemente expresado en células T CD*+ activadas , mientras 

células T ancrgicas expresaron principalmente el transcripcionalmente inactivo 

homodímero p50 . 

Todo parece indicar que el heterodímero p50-65 , y el homodímero 

p65 estimulan la transcripción, mientras dímeros p50-50 pueden activar o 

suprimir la transcripción . En nuestros resultados encontramos que p50 fue 

inhibido a la concentración de 4.344 ^ M , lo cual parece indicar que existe una 

"modulación" inmunológica por parte del zinc hacia este factor, que fué el más 

afectado. 



Por último la respuesta de N F - K B al estímulo por S¿ aureus. parece guardar 

la misma relación del efecto tanto para p65 como para p50, a diferencia de que 

fue más marcado también para p50 demostrando que el aumento en la 

concentración del zinc no parece afectar el estímulo que produce esta bacteria. 

2 . - F A C T O R D E T R A N S C R I P C I O N A P - 1 : 

La modulación del estado redox como un mecanismo de control, es 

llevado a cabo en el activador de proteína 1,( AP-1 ) por el factor redox- 1 

( Ref- 1 ) , el cual es idéntico a una enzima reparadora de DNA, la endonucleasa 

AP ( 110, 111 ) . En nuestro proyecto, habíamos postulado para el factor AP- 1, lo 

mismo que para el factor NF- KB , que sería inhibido por el Zn tomando en 

cuenta también su capacidad redox anteriormente señalada y encontramos que, si 

bien disminuyó la cantidad del factor AP-1 a la concentración de 4.344 de zinc, 

sorprendentemente aumentó considerablemente a la concentración de 0.191 |aM de 

zinc . Tratando de justificar lo anterior tenemos, que desde el punto de vista 

inmunológico la interleucina-1 ( I L - 1 ) , induce el crecimiento de Linfocitos T 

para actuar como una segunda s e ñ a l j u n t o con el antígeno en aumentar la 

producción de interleucina - 2 ( I L - 2 ) . Muegge y Col. (112 ) reportaron que 

IL - 1 aumenta la expresión del RNAm de c-Jun , mientras que la señal 

antigénica aumenta la expresión del RNAm del c-Fos as í , 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. ( 1 1 3 ) 

publicaron que el componente nuclear del factor Nt-AT es el factor 



transcripcional AP- 1, demostrando también al mismo tiempo que la forma 

inducible nuclear de NF-AT contiene las proteínas 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 requerido para la inducción del gene de la 

interleucina 2 ( IL-2 ) ( 114 ) . 

lomando en cuenta nuestros resultados y lo descrito anteriormente, 

podemos pensar en la posibilidad que esta elevación del AP- l al disminuir la 

concentración de zinc en el organismo, sea realmente una señal que no había sido 

considerada, para la producción de la IL-2 . Tratando de apoyar lo anterior, 

tenemos que Kang y Cois. ( 115 ) , encontraron que en células T anérgicas el 

factor de transcripción AP -1 fué encontrado en baja concentración , datos que 

también concuerdan con lo publicado por Sudstedt ( 109 ) , en los cuáles células 

T CD4+ anérgicas , contienen reducidos niveles de complejos AP - l y Fos / Jun 

contenidos en NF-AT. 

3.- CITOQUINAS: 

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

De acuerdo a nuestros resultados, hubo una gran respuesta en la 

producción de FNT-a frente al estímulo antigénico con LPS y E. coU, lo cual no 

es 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 

patogénesis del shock eudotóxico por bacterias gram negativas ( 116, 117,118 ) ; 



lo que llama la atención aquí, es que los picos de mayor producción para este 

factor fueron a las concentraciones de 4.344 ^ M y 15 p.M. Esto parece indicar 

que el FNT-a , se puede elevar a otra concentración diferente de la encontrada 

para el factor A P - l , l o cuál parece ser un juego entre mecanismos homeostásicos 

que tratan de guardar un equilibrio para mantener un "efecto de respuesta de fase 

aguda " ; además conviene señalar que el FNT-a , tiene una de la funciones más 

importantes como citoquina, que es la de ser capaz de regular la producción de 

factores como ; NF-tcü ( 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 encontramos que la mayor producción de IL- 6 en nuestro 

estudio correspondió, a la inducida por la bacteria gram negativa ( E. col i ) , sin 

una aparente influencia del zinc en la modulación de su respuesta . Ha sido 

demostrado, que componentes bacterianos tales como , fosfolipasas y 

lipopolisacáridos , son liberados después de la disrupción de las bacterias gram 

negativas y tienen la habilidad de liberar Acido Araquidónico , el cuál a través 

de la vía de la Ciclooxigenasa, es metabolizado para formar prostaglandina E2, 

( también, la endotoxina bacteriana ha sido demostrada que causa un incremento 

dosis-dependiente, en la producción de prostaglandinas ) ( 128 ) , las cuales son 

capaces de estimular a su vez la secreción de IL - 6 en una forma 

biológicamente activa ( 129 ). Nuestros resultados en esta sección , coinciden con 

lo recientemente publicado por Reisenberger et al ( 130 ) , quienes encontraron 



mayor producción de IL - 6 con dos bacterias gram negativas E. coli v 

Bacteroides fragilis, en contraste con la bacteria gram positiva ( S. áureos ) , que 

dió una pobre respuesta de IL - 6 ( ver gráfica # 8 ) . Cabe señalar también , que 

ha sido recientemente publicado por Zhang y Col. ( 1 3 1 ) , que LP ( lipoproteína 

) y LPS actúan sinergícamente para inducir producción de citoquinas en 

macrófagos , a través de diferentes receptores y diferentes señales , que cuando el 

LPS actúa solo. 

Por otro lado, tratando de justificar la elevada concentración de II/- 6 

hallada, conviene señalar que el gene encargado de la producción de IL- 6 , es 

también fuertemente activado por el factor transcripcional N F - k B ( 132 ,133 ) y 

por AP- 1, factores que aunque son influenciados por la concentración de zinc, 

activan la producción de ésta citocina( 134, 135 ). También debemos recordar, 

que existe la activación de IL- 6 mediada por IL- 1 y FNT- a , según lo 

¡ 

reportado por Shalaby y Cois. ( 136 ) y que la I L - 6 , a su vez puede funcionar 

como un modulador negativo de los niveles de FNT-a ( 1 3 7 ) . 

4.- ÓXIDO NÍTRICO : 

En nuestros resultados , la producción de NO por S. auxeus . fué 

menor aún que la concentración encontrada en el control , sin una aparente 

influencia del zinc. Malawista et al ( 138 ) , reportaron evidencia de muerte para 

5. aureus por NO en neulrófilos humanos, mientras el grupo de Kaplan y Col. ( 

139 ) no fueron capaces de encontrar un mecanismo NO-dependiente para muerte 

bacteriana, 



Lo que según estos autores explican es que probablemente los PMNs producen 

menos cantidad de NO que los Macrófagos . Creemos que en nuestros resultados 

influyó el hecho que la bacteria utilizada estaba muerta, lo cual según se ha 

reportado ( 140 ) parece ser un punto crítico para algunos microorganismos. 

Los Macrófagos utilizados en nuestro sistema, linea RAW 254.7 han sido 

previamente comprobados ser productores de NO frente a estímulos como IFN-

y, E. coli y LPS ( 141 ) , lo cual concuerda totalmente con nuestros resultados, 

si observamos las gráficas # 10 , # 11 y # 12 , que corresponden a los 

problemas retados respectivamente con los antígenos ya mencionados. 

El segundo punto a señalar aquí es la disminución que exhibió el control 

de NO ( sin estímulo antigénico ) a la concentración de 15 ^M de Z n , 

(concentración Fisiológica Normal ) manifestando una regulación por el Zinc , lo 

cual ha sido documentado por Cuajungo & Lees ( 142 ) . Además el grupo de 

Pcrsechint y Col. ( 143 ) , han reportado que el Zinc es capaz de inhibir 

completa y reversiblemente la actividad de la sintetasa inducible del óxido nítrico 

( ¡NOS ) . 

También es conveniente señalar que la activación de NF- KB, estimula la 

transcripción del gene iNOS , conduciendo a un incremento de óxido nítrico ( 

144, 145 ) , lo cual bien pudo haber sucedido en nuestro sistema, activados con 

LPS y E. coli así como el estímulo colateral efectuado por FNT-a , quién 

también es capaz de iniciar la producción de iNOS ( 146, 147 ). 

Por último, referente al factor AP-1 ha sido reportado que NO aplicado a 

células induce la expresión de genes inmediatos y tempranos como c-Fos y 



c-Jun los cuales conducen a un fuerte aumento en la actividad de AP- 1 

( 148,149). 

En las gráficas # 13, # 14, # 15 , intentamos relacionar las concentraciones de 

l'NF- a y las de NO, basados en el probable efecto sinérgico que pudieran tener 

estos dos elementos entre sí y manejándolos con respecto a la concentración de 

Zinc . Observamos que a la concentración de 15 nM de zinc, el efecto fué 

sinérgicó de acuerdo al estímulo que lo provocó, tanto en el control como en los 

problemas. 



DISCUSIÓN GENERAL 

El descenso de Zinc en plasma, puede contribuir a evitar la implantación 

bacteriana puesto que es ahora conocido, que todo organismo viviente 

requiere zinc. Las bacterias, requieren al menos de 10"10 M a 10"7 M para 

su crecimiento y de 10"*M un óptimo crecimiento ( 1 5 0 , 1 5 1 ) . 

Aunque solo pequeñas cantidades son necesarias, la función del 

zinc en Metaloenzimas de diferentes clases como : Aldolasas , Proteasas , 

Dehydrogenases , Polimerasas y Transcriptases .muestra la importancia de 

este metal ( 150, 152 ) . Esporulación y producción de Antibiótico por 

especies de Bacillus , son fén orne nos también dependientes del Zinc 

( 153, 154 ) , y la metaloenzima elastasa de Pseudomonas y la 

producción de Proteasas por Pseudomonasaeruginosa en medio de 

cultivo, requiere trazas de algunos cationes, incluyendo concentraciones 

micro mola res de Z inc( 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, también existe enorme información sobre el efecto 

activador del Zinc en la respuesta inmune, ( 157, 158, 159,160, 161,162 ) , 

pero en este caso del inicio de una infección ó estimulación con bacterias 

ó en la Endotoxemia , cuando el Zinc disminuye, los fenómenos de 



regulación son diferentes porque nosencontramos frente un proceso 

agudo.Analizando nuestros resultados obtenidos y la bibliografía 

consultada, proponemos que , el activador de Proteina - 1 ( A P -1 ) 

aumenta significativamente ante la disminución del Zinc, lo que produce 

una señal para la producción de IL- 6 por el Macròfago. Este gran 

incremento en la producción de IL- 6 es a su vez, otro disparo que 

estimula la producción de la Metalotionelna, la cual puede capturar más 

Zinc en el Hígado ( 163, 164 )y almacenarlo actuando así como un 

regulador, de la concentración de Zinc plasmático. Ghassemifar et al 

( 165 ) y Sugarman et al ( 166 ) entre otros, han publicado que esta 

baja de Zinc en el cuerpo humano , parece coincidir con una mayor 

actividad fagocítica . Starikova et al ( 167 ) , reportó al respecto que la 

actividad de movilización y migración de macrófagos peritoneales, fué 

máxima en cobayos alimentados con dieta deficiente en Zinc, lo cual 

resultó en una disminución de zinc sérico ; además, Chvapil y su grupo 

( 168 ) observaron que una inadecuada fagocitosis y muerte 

intracelular por PMNs, había sido reportada por urólogos en algunas 

infecciones inflamatorias bacterianas de la próstata . Chvapil y Cois, 

puntualizan el hecho de que el fluido prostàtico, el fluido seminal y 

tejido prostàtico, son estructuras que contienen, las más altas 

concentraciones de Zinc en el cuerpo humano, por lo cual señalan 

que esto influye para mantener la naturaleza crónica de las infecciones 

en estos tejidos. 



En este caso, nuestra Hipótesis fue cierta al proponer que el Zinc, 

actuaría como un Inhibidor de los factores N F - K B y A P - 1 . 

El factor NF-KB en la banda superior p65, está elevado al igual que 

AP- 1 a la concentración de 0.191 ¿iM, para estar posteriormente 

disminuido en las otras concentraciones, además sabemos que este 

aumento del NF-KB dará el disparo para la producción de F N T - a , que 

junto con el estímulo antigénico elevará considerablemente la producción 

de este factor que con su propiedad que tiene de estimular al factor NF-

KB reflejaría aún más el efecto inhibitorio del Zinc como ha sido 

recientemente propuesto por Connell y Col. ( 1 6 9 ) . 

Ahora, respecto a la subunidad p50, no se se comportó de la misma 

manera que p65, puesto que permaneció al mismo nivel a la 

concentración de 0.191 y de 15 fiM de Zinc y descendió a 4 .344 jíM. 

Es interesante si tomamos en cuenta que p50 interactúa con el gene 

de la expresión de IL -6 , estimulando ó inhibiendo su producción por lo 

que el zinc podría no tener un efecto relevante en su producción ( 1 0 8 ) 

. Como dato importante para el factor p50, tenemos que han sido 

reportados defectos del linfocito "B" como falta de proliferación y 

anomalías en la respuesta de anticuerpos cuando carecen de esta 

unidad ( 170 ) . Además , se ha publicado que aunque p50, no juega un 

papel en el desarrollo del sistema inmune, es un componente critico 

en la programación de los genes que regulan la respuesta de 

Linfocitos maduros y la respuesta no-específica a agentes patógenos 



FNT - a fue, contrario a lo propuesto , el que se vió enormemente 

influenciado por el Zinc, aumentando su concentración al aumentar la 

concentración del zinc ( 172 ) . Podríamos plantear aquí, que el 

organismo al disminuir el Zinc plasmático, también minimiza el probable 

efecto mortal que podría ser disparado a través del Zinc en la respuesta 

de fase Aguda ?. 

Consideremos ahora la IL - 6 quien también se vió influida por el Zinc 

( 1 7 3 ) , aunque no en la proporción de FNT - a . Sabemos que el 

gene de la IL -6 tiene un sitio de unión para A P - 1 , y AP-1 se eleva 

cuando se depleta el zinc, asi que podríamos esperar esta respuesta tan 

elevada, de IL - 6 , que junto con los estímulos que va a recibir de 

TNF- a e IL - 1 va a contribuir importantemente en el desarrollo del 

shock séptico ( 174, 175 ) , también es conveniente señalar, que 

nosotros encontramos una enorme diferencia en la producción de IL-6 

entre las bacterias gram positiva y gram negativa , aunque Hack et al ( 

50 ), reportaron no hallar diferencia en la producción de IL -6 en el 

suero de humanos afectados de Shock séptico. 

Cabe aclarar que las bacterias usadas en nuestro sistemal, fueron 

muertas por calor y esto probablemente influyó en la concentración de 

IL-6. 

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

ejemplo: la asociación que tiene con enfermedades como , enfermedad 



de castleman's , artritis reumatoide, y mixoma cardíaco, donde se ha 

evidenciado a IL -6 como un potente factor trombopoyético ( 1 7 6 ) ; así 

también, su importante función en rechazo de transplantes de diferentes 

órganos ( 177 ) y en enfermedades autoinmunes, plasmacítoma / mieloma 

, osteoporosis y SIDA ( 134 ) . Futuras direcciones que se tienen acerca 

del tratamiento para las enfermedades provocadas por IL -6, van 

encaminadas hacia el uso de antagonistas de IL -6 como el bloqueo del 

receptor I L - 6 R a y el traductor de señal gp 130 (178 ,179 ). 

También es conveniente señalar, que Taubeneck et al ( 180 ) han 

publicado que cuando se administra FNT - a en ratones hembra 

embarazadas, se provoca un acumulamiento de Zinc en el hígado, 

dejando al producto en escasez del elemento , lo que provoca 

malformaciones embriológicas por la deficiencia de Zinc. Transladando 

esta Información a mujeres embarazadas, que padecen enfermedades 

Infecciosas y que incrementan su producción de FNT - a, ¿podríamos 

esperar que este mismo fenómeno ocurra y tratar de prevenir probables 

defectos en el neonato ?. 

También es necesario enfatizar, la importancia de la finalización del 

proceso de inflamación , puesto que es conocido, que Reí A ( p65 ) tiene 

alta homología con el oncogene v - Reí (originalmente descrito como un 

retrovirus aviario Rev T ) , el cual causa tumores de células linfoides en 

pájaros ( 1 8 1 , 2 2 ), por lo que la inflamación constante ó repetida pudiera 

influir en estos procesos oncogénicos. 



Por otro lado, en AP -1 tenemos que, una desregulada expresión de 

c-Jun y c-Fos, conducen a transformación neoplásica de fibroblastos 

de Rata y también se encuentran elevados en cáncer cervical pre-

maligno y maligno . Además Sun y Oberley ( 110 ), describen al 

Activador AP -1, como un complejo de proteínas oncogénicas de las 

familias Jun y Fos : Jun ( c-Jun, Jun Q, & Jun D ) y ( c-Fos, Fra-1, Fra-

2 & Fos -B ) .La sobreexpresión de c-Fos y c-Jun en células malignas, 

afecta la expresión genética de MHC clase 1, permitiendo de esta 

manera a las células ser altamente metastásicas ( 1 8 3 ) , de la misma 

manera que p50 (homodímero ) , actúa como un represor también de 

MHC clase 1,causando alta malignidad y baja inmunogenecidad de 

ciertos tumores murinos ( 1 8 4 ) . 

Ahora por último y apoyando nuestros resultados, se ha reportado que 

su píeme ntación de Zinc parenteral en adultos humanos, durante la 

fase aguda d é l a respuesta, incrementa la respuesta febril ( 1 8 5 ) , por 

lo tanto se deberla considerar el manejo del Zinc con discreta 

precaución, dentro de la práctica médica ( 186 ) . 



CONCLUSIONES 

1.-A bajas concentraciones de Zinc se observó que EL factor N F - k B y el 

factor AP-1 aumentaron su expresión celular. 

2.-La producción del FNT- a fue mayor a las concentraciones del Zinc 

cercanas a la fisiológica. 

3.»Las elevaciones encontradas de IL - 6 fueron Independientes de la 

concentración de Zinc usada. 

4.-Estus resultados sugieren que a bajas concentraciones de Zinc hay 

mecanismos diferentes de activación para la producción de los factores 

transcripcionales estudiados y para los mediadores pro- inflamatorios F N T - A , 

IL-6 y NO. 
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