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ABSTRACT

Zinc (Zn) plays a vital role in children growth and is involved in DNA synthesis and maintenance processes. The current nutrient intake
recommendations do not consider the levels required for maintaining genomic stability. The objective of this study is to analyze the cytotoxic
and genotoxic effect of in vitro Zn supplementation to evaluate deficiency and excess, and the concentrations within the normal physiological
range established for children (80-280 pg/dl). To achieve Zn deficiency, the HAMF12 medium (HF12) was chelated (HF12Q). Lymphocytes were
isolated from healthy donors and cultured for 7 days: 1-control (HF12, 60 ug/dl SO Zn); 2-deficient (HF12Q, 0 pg/dl SO, Zn); 3-80 (HF12Q
+ 80 pg/dl SO,Zn); 4-180 (HF12Q + 180 pg/dl SO, Zn); 5-280 (HF12Q + 280 ug/dl SO, Zn); 6-380 (HF12Q + 380 pg/dl SO,Zn). Comet
and micronucleus assays were performed, and cell viability was determined. Differences were evaluated with 2 and ANOVA (p<0.05). The DNA
damage index (comet assay) was significantly higher in the deficient culture respect to the others. Only the 380 pg/dl dose showed significantly
increased frequency in DNA damage in relation to the other supplemented cultures. Micronuclei frequency was significantly higher in the deficient,
280 and 380 pg/dl cultures in comparison with the control, 80 and 180 pg/dl. The higher frequency of chromosomal damage was observed at 380
pg/dl SO Zn. In vitro Zn supplementation reduced genomic instability. Supplementation with Zn at 80 pg/dl and 180 pg/dl proved to be the most
beneficial in reducing genomic instability, whereas doses of 280 and 380 pg/dl would cause an increase in DNA damage.

Key words: Zinc sulfate, Genomic stability, Recommended dietary allowances, Children.

RESUMEN

El Zinc (Zn) juega un papel vital en el crecimiento de los nifios y participa en la sintesis y mantenimiento del ADN. Las actuales recomendaciones
de ingesta de nutrientes no tienen en cuenta los niveles requeridos para el mantenimiento de la estabilidad gendémica. El objetivo del trabajo es
analizar el efecto citotdxico y genotdxico de la suplementacion in vitro con Zn para evaluar la deficiencia y el exceso, asi como las concentraciones
dentro del rango fisioldgico normal establecido para nifios (80-280 pg/dl). Para lograr la deficiencia de Zn, el medio HAMF12 (HF12) fue quelado
(HF12Q). Los linfocitos fueron aislados de donantes sanos y cultivados durante 7 dias: 1-control (HF12, 60 pg/dl SO,Zn); 2-deficiente (HF12Q,
0 ng/dl SO, Zn); 3-80 (HF12Q + 80 pg/dl SO, Zn); 4-180 (HF12Q + 180 pg/dl SO Zn); 5-280 (HF12Q + 280 pg/dl SO, Zn); 6-380 (HF12Q
+ 380 ug/dl SO,Zn). Se utilizaron los ensayos de micronticleo y cometa y se determiné la viabilidad celular. Las diferencias fueron evaluadas con
2y ANOVA (p<0,05). El indice de dafio, resultd significativamente maés alto en el cultivo deficiente respecto de los demas. Sélo la dosis 380 ng/
dl presentd frecuencias significativamente aumentadas en relacién a los otros cultivos suplementados. La frecuencia de microntcleos (MNi) fue
significativamente mayor en los cultivos deficientes, 280 y 380 pg/dl, respecto del control, 80 y 180 pg/dl. La mayor fecuencia se observd en 380
pe/dl. La suplementacidn de los cultivos in vitro con zinc ayudaria a reducir la inestabilidad genémica. Las dosis mas beneficiosas serian las de 80 y
180 pg/dl, en tanto que las de 280 y 380 pg/dl provocarian un aumento de dafio en el ADN.

Palabras clave: Sulfato de zinc, Estabilidad gendmica, Ingesta recomendada de nutrientes, Nifos.
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INTRODUCTION

La transicién nutricional de nuestro pais se caracteriza
por la disminucién de la malnutricién aguda, un aumento
de la obesidad y cifras relativamente altas de retraso créni-
co del crecimiento y desnutricién oculta (Carmuega, 1996;
O Donnell y Carmuega, 1999). La OMS y UNICEF han
definido como desnutricién oculta a un conjunto de ca-
rencias especificas de micronutrientes que se caracterizan
por ser altamente prevalentes, de importancia en la salud
infantil y que requieren de cierta instrumentacioén para
su diagndstico. Entre los micronurientes mas importantes
para el crecimiento infantil se encuentran el zinc, el hie-
rro, la vitamina A, algunas vitaminas del grupo B como la
riboflavina, el acido f6lico, la niacina y los acidos grasos
esenciales.

No existe un criterio o indicador que por si solo
permita objetivar la calidad de la dieta. Sin embargo,
cuando se considera solo la composicion de nutrientes, la
densidad nutricional es un indicador mas apropiado que
la composicidn centesimal. Es decir, la proporcién de cada
nutriente relativo a la cantidad de energia que contiene
un alimento o el conjunto de la dieta. Para esto, se utiliza
como patréon de referencia las recomendaciones diarias
de ingesta de nutrientes (RDAs) del National Research
Council (1989), expresadas en forma absoluta como la
cantidad de nutrientes recomendada por dia.

Las actuales RDAs de vitaminas y minerales, estan
basadas en la prevencion de enfermedades tales como
el escorbuto en el caso de la vitamina C, anemia en el
caso del acido félico y la pelagra para la niacina. Sin
embargo, los micronutrientes son importantes en la
prevencién de enfermedades degenerativas, tales como
cancer, enfermedades cardiovasculares, Alzheimer vy
envejecimiento prematuro, debido al rol que desempenan
en el mantenimiento de la estabilidad genémica (Ambrosse
et al., 1999; Giovannucci, 1998; Morris, 1998; Zhang,
1998; Watkins, 2000). Es ampliamente reconocido, que la
exposicion in vivo a agentes mutagénicos y carcinogénicos
puede incrementar la mutacion genética y las aberraciones
cromosdmicas en las poblaciones humanas (Parry, 1988).
Mas tardiamente se reconoce que una dieta desbalanceada
puede tener efectos similares (Ames, 1998). La dieta
puede ser un factor clave en la estabilidad gendmica
dado su impacto sobre mecanismos relevantes tales
como: exposicidn a carcinégenos dietarios, activacion/

detoxificacién de carcindgenos, sintesis y reparacioén

del ADN vy apoptosis. Muchos minerales y vitaminas
acthan como sustrato y/o cofactores en reacciones de
mantenimiento del ADN, por lo que su concentracién
exacta en la célula es critica. Asi, niveles no 6ptimos de
estos micronutrientes podrian imposibilitar la actividad
de enzimas requeridas para la estabilidad gendmica,
al provocar fracturas de doble o simple cadena sobre el
ADN, lesiones oxidativas o ambas (Fenech, 2001; 2005).
Debido a lo anteriormente expuesto, existe una fuerte
conciencia internacional sobre la necesidad de redefinir
los requerimientos Optimos de minerales y vitaminas para
prevenir el dafo sobre el ADN.

La deficiencia severa de zinc (Zn) es rara, pero las defi-
ciencias medias son relativamente frecuentes, especialmen-
te en etapas tempranas del ciclo de vida como la infancia
y la nifiez (Hambidge, 1989). Dicha deficiencia provocaria
una disminucién en el crecimiento y el desarrollo de los
nifios (Walsh, 1994; Ruz et al., 1997), atectando princi-
palmente la talla, por lo que habria una alta prevalencia
de deficiencia de Zn en aquellas poblaciones con retardo
cronico del crecimiento (Flores et al., 1985; Rosado, 1998;
CESNI, 2001; Gonzalez et al., 2006; Grandy et al., 2010),
como la nuestra. La deficiencia de este micronutriente
también afecta al sistema inmunologico, debido a que al-
tera la division y multiplicacion celular requeridas para la
defensa del huésped ante un patdgeno; suprime parcial-
mente la funcién del timo y disminuye la proliferaciéon y
funcién de los linfocitos T y B (Walsh, 1994; Solomons,
1998). También se ha notificado la induccién de alteracio-
nes en el crecimiento y desarrollo del cerebro provocando
trastornos cognitivos (Walsh, 1994; Beard, 1996). El Zn se
transporta en plasma unido a la albimina y, en menor me-
dida, a las alfa2 macroglobulinas, por lo que su concentra-
ci6n plasmatica varia en la infeccidn, el estrés y el ejercicio
fisico intenso (CESNI, 2001). La explicacion a todos estos
efectos asociados a la deficiencia de Zn, seria el rol que éste
desempena en la sintesis del ADN vy la proliferacién celular.

El Zn es un componente esencial de aproximadamente
300 proteinas, entre ellas la superoxidodismutasa Cu/Zn,
endonucleasa IV, p53 y proteinas “dedos” de Zn (como
la PARP). Esta involucrado en el proceso de estabilidad
gendmica y expresion génica en una variedad de modos,
incluyendo la estructura de la cromatina, la replicacién del
ADN vy la transcripcion del ARN, a través de factores de
transcripcién y de las ARN y ADN polimerasas (Urrutia,
1997; Lin ef al., 1998; R osado, 1998). Asimismo, desempena
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un rol importante en la reparaciéon del ADN (Dreosti,
2001) y en la muerte celular programada o apoptosis
(Richard et al., 1993; McGowan et al., 1994; Sunderman,
1995; Record et al., 1996; Parat et al., 1997; Falchuk, 1998;
Favier, 1998; Leccia ef al., 1999; Chimienti et al., 2001;
Chung et al., 2005; Clegg et al., 2005; Bae et al., 2006;
Chang et al.,2006). En la actualidad el conocimiento sobre
los niveles 6ptimos para la estabilidad gendémica es escaso
y desordenado, sin embargo, existe suficiente evidencia
que sugiere que la deficiencia marginal de Zn impacta
significativamente en el porcentaje de dano cromosémico
espontaneo (Fenech y Ferguson, 2001; Fenech, 2001;
2002; Sharif ef al., 2011; 2012). Por otra parte, en trabajos
realizados in vitro, se observd que el exceso de diversas sales
de Zn, tales como cromato, citrato y sulfato, provocaria
un efecto citotdxico y genotdxico en diferentes lineas
celulares (Bae et al., 2007; Xie et al., 2009; Wise et al., 2010;
Sharif et al.,2011) y animales de laboratorio (Tapisso et al.,
2009).

Debido a que el Znjuega un papel vital en el crecimiento
de los niflos y participa en los procesos de sintesis y
mantenimiento del ADN, el objetivo del presente estudio
es evaluar el efecto citotoxico y el dafio cromosémico y
citomolecular provocado tanto por la deficiencia como
por el exceso de Zn. Asimismo, se realizard la valoracion
citotoxica y de dafio genético inducido por las dosis de
Zn dentro del rango fisiol6gico normal de Zn establecido

actualmente para nifos.

MATERIALES Y METODOS

Chultivos de linfocitos de sangre periférica y disefio experimental

Se ha demostrado que el modelo in vitro de cultivo de lin-
focitos de sangre periférica, es muy eficaz para determinar
el efecto de los micronutrientes sobre la citotoxicidad y
el dafo gendémico (Kimura et al., 2004; Wu et al., 2009;
Fenech, 2010). Este modelo es esencial para definir la con-
centracién Optima y el limite superior mas seguro de los
micronutrientes (Fenech, 2010). En este sentido, se trabajo
con linfocitos aislados de sangre periférica obtenida de seis
donantes sanos de sexo femenino, de edades comprendi-
das entre 5 y 10 afios. Las muestras fueron obtenidas con
expresa autorizacion del mayor responsable (Ley Provin-
cial N° 11.044). Los linfocitos fueron cultivados en frascos
T25, utilizando como medio base 10 ml de HAM F12
(Gibco BRL, Grand Island, NYY, USA), sin suero fetal bo-

vino, con la adicién de antibidticos (60 Ul de Penicilina
y 50 pg/ml de Estreptomicina) (Bagd Laboratories, Bue-
nos Aires, Argentina) y 100 pg/ml de fitohemaglutinina
(Gibco-Invitrogen).

Para lograr la deficiencia de Zn, el medio HAMF12
(HF12) fue quelado (HF12 Q). Se utilizd Chelex-100
(95577 Sigma) al 10%, segtin procedimiento descripto por
Sharif et al. (2011;2012), con algunas modificaciones.

Se tomaron tres dosis de sulfato de Zn (SO Zn) dentro
del rango fisiolégico normal determinado para ninos (80-
280 pg/dl) (Feliu et al., 2005) y dos dosis por fuera, para
evaluar el efecto de la deficienciay el exceso.De esta manera
se establecieron 6 cultivos: 1- control negativo (HF12 Q,
60 pg/dl SO,Zn); 2- deficiente en Zn (HF12 Q, 0 pg/dl
SO,Zn); 3- limite inferior (HF12 Q + 80 pg/dl SO Zn);
4- limite medio (HF12 Q + 180 pg/dl SO,Zn); 5- limite
superior (HF12 Q + 280 pg/dl SO, Zn); 6- exceso de Zn
(HF12 Q + 380 pg/dl SO, Zn).

Para llevar a cabo la estimacion de viabilidad celular
mediante tincién con el colorante vital azul de tripano, el
ensayo de electroforesis en gel de célula tinica (cometa) y
el ensayo de microntcleos por bloqueo de la citocinesis
(CBMN), las muestras fueron cultivadas a 37° C en 5% de
CO,, durante 7 dias (Fenech, 2010; 2014), en las condicio-
nes mencionadas. Al dia 7, 100 pl de la suspension celular
se transfirieron a tubos coénicos (Eppendorf) para evaluar
la viabilidad celular, 100 pl se utilizaron para el ensayo co-
meta, y el resto de las células se destinaron para el ensayo
CBMN.

Cada cultivo se realizd por duplicado y el experimento
se repitid 3 veces para permitir una estimacion precisa de

la variacién experimental.

Espectrofotometria de Absorcién Atémica

Se determiné la concentracidon de Zn al inicio y al fi-
nalizar los cultivos, a través de espectrofotometria de Ab-
sorcién Atdmica, previa dilucion con acido tricloroacético
(Catedra de Fisiologia, Facultad de Ciencias Veterinarias,
UNLP).

Estimacién de necrosis celular mediante tincién con el colorante
vital azul de tripano

Se contd el nimero de células inmediatamente después de
los tratamientos. Para ello, las mismas fueron tenidas con
el colorante vital azul de tripano y luego cuantificadas en

camara de Newbauer.
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Ensayo de electroforesis de un sola célula (ensayo cometa versién
alcalina)

El ensayo cometa permite cuantificar los fenémenos de
dafio en el ADN a nivel individual. La migracién del ADN
toma el aspecto de un cometa vy, de alli, el nombre que se
le ha dado a esta técnica. El ensayo se realizé en condicio-
nes alcalinas, de acuerdo al método de Singh et al. (1988).
Las células se embeben en agarosa de bajo punto de fusion
(0,5%) y se depositan en portaobjetos previamente cubier-
tos con agarosa 150 mL, agarosa 0,5% de punto de fusion
normal. Posteriormente, los portaobjetos se sumergen en
solucién de lisis pH 10 (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA,
10 mM Tris, 10% DMSO, 1% Triton X-100) durante 24
hs. A continuacién se procede a un tratamiento alcalino
(300 mM NaOH, 1 mM EDTA) por 20 minutos antes
de la electroforesis. Esta se realiza a 4° C,20V y 250 mA
durante 20 minutos. Una vez finalizada la electroforesis, los
portaobjetos se lavan con una solucién de neutralizacion
y las células se colorean con una solucion 1/1000 SYBR
Green I (Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA). Se
analizan 200 imagenes por punto experimental utilizando
un microscopio de fluorescencia (Olympus BX40, equipa-
do con filtros de excitacidon de 515-560 cm). La asignacion
de niveles o grados de dafo se realiza segiin la extension
que adquiere la cola del cometa. Las células son clasificadas
en 5 categorias, desde 0 (cola no visible) hasta 4 (cabeza
de cometa detectable y mas ADN en la cola) (Olive, 1999;
Collins, 2004). A partir de esta clasificacion se obtiene el
indice de dano (ID) (Collins, 2004).

Ensayo de Microniicleos por bloqueo de la citocinesis (CBMN)

Si bien existen muchos métodos para evaluar la estabilidad
gendmica, a la fecha, el CBMN seria el mis indicado para
valorar el efecto provocado por una ingesta inadecuada de
micronutrientes (Fenech, 2010). La simplicidad del conteo
y la aplicabilidad del ensayo de microntcleos in vitro en
diferentes tipos celulares, lo convierten en una herramien-
ta atractiva para la evaluacion de anomalias cromosoémicas
(Kirsch-Volders et al., 2003). La Citocalasina B, producida
por el hongo Helminthosporium dematioideum, en bajas con-
centraciones bloquea la citocinesis y la movilidad celular
dando como resultado células binucleadas (BN). El micro-
ntcleo (MNI) se origina de un fragmento cromosémico o
de un cromosoma entero que queda retrasado en anafase
durante la division celular (Fenech, 2010). Asimismo, los
puentes nucleoplasmicos (NPBs) entre los nicleos de una

célula BN, proveen una medida de los rearreglos cromo-

somicos (Umegaki y Fenech, 2000; Fenech et al., 2003),
ya que son el producto de cromosomas dicéntricos. En la
década pasada, emergid otro mecanismo de formaciéon de
MNi conocido como brote nuclear (BUDs). Shimizu et al.
(1998; 2000) demostraron que la amplificacién del ADN
se localiza en sitios especificos de la periferia del nicleo
y se elimina a través de brotes nucleares que forman los
MNIi durante la fase S del ciclo celular. Debe demostrar-
se que la proliferacion celular es suficiente para asegurar
que la mayoria de las células contadas deriva de la pri-
mera o de la primera y segunda divisiéon luego del tra-
tamiento (Fenech, 2007). Para ello se utiliza el indice de
divisién nuclear (NDI):1 x n°® de células mononucleadas
+ 2 x n° de células binucleadas + 3 x n°® de células tri y
tetranucleadas / n° total de células contadas (500 células).
Aproximadamente 24 hs antes de la finalizacion del culti-
vo, las células se tratan con citocalasina B (3 pg/ml) (Sigma,
St. Louis, MO, USA). La suspension celular se centrifuga y
el botdn celular (pellef) se resuspende con 5 ml de fijador
(methanol:acido acético 3:1). Se realizan tres lavados con
fijador, se resuspende y se gotean en portaobjetos limpios.
Se tifien con Giemsa 5% durante 10 minutos. Se analizan
1.000 células por punto experimental de acuerdo a los cri-
terios de Fenech (2007).

Estadistica

Los resultados del ensayo cometa y el analisis de micront-
cleos fueron estadisticamente analizados por medio de la
Prueba de X?, mientras que la viabilidad celular fue eva-
luada a través de la Prueba de ANOVA con el progra-
ma Statgraphics® 5.1 (Manugistics Inc., Rockville, MD),
considerando un p<0,05. Los resultados se expresan como

media T errores estindar.

RESULTADOS

La quelacion del Zn del medio de cultivo analizado
mediante espectrofotometria de absorcion atémica fue
total, mientras que otros metales divalentes (cobre y hierro)
no fueron afectados (datos no mostrados).

Se estim6 la viabilidad celular mediante tincién con el
colorante vital azul de tripano, los resultados se resumen
en la Tabla 1. El analisis de la varianza evidencié diferen-
clas estadisticamente significativas entre los tratamientos
(p<0,001). Por medio del analisis de componentes princi-
pales se observd que dichas diferencias fueron estadistica-

mente significativas para todas las comparaciones excepto
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Tabla 1. Estimacién de la viabilidad celular mediante tincién
con el colorante vital azul de tripano.
Entre paréntesis se indica el error estandar.

Cultivos Millones células/ml
Control 4,80 (0,09)
Deficiente 2,20 (0,06)

80 pg/dl SO4Zn 4,42 (0,04)
180 pg/dl SO4Zn 6,60 (0,13)
280 ug/dl SO4Zn 1,00 (0,02)
380 pg/dl SO4Zn 0,45 (0,001)

Prueba de ANOVA
F=200,44; p<0,001

para control y 80 ug/dl SO, Zn. La frecuencia de células
necroticas fue significativamente superior en el cultivo de-
ficiente, asi como en los suplementados con 280 y 380 pg/
dl SO,Zn, respecto de los cultivos control, 80 y 180 ug/dl
SO,Zn. Es de resaltar que los cultivos suplementados con
380 pg/dl SO, Zn presentaron frecuencias significativa-
mente superiores a las observadas en los cultivos deficiente
y 280 pg/dl SO,Zn. Por su parte, los cultivos suplemen-
tados con 180 pg/dl SO,Zn fueron los que mostraron el
mayor porcentaje de células viables.

Se determinaron las fracturas de cadena del ADN asi
como los sitios labiles al alcali a través del ensayo cometa
(Tabla 2). El cultivo deficiente en Zn, presenté un incre-
mento estadisticamente significativo del ID respecto a to-

dos los demas cultivos (p<0,001). Los cultivos suplementa-

dos mostraron una reduccién de este indice. Sin embargo,
las dosis mas altas mostraron frecuencias de dafio aumen-
tadas en relacion a los cultivos control, 80 pg/dl SO Zn y
180 pug/dl SO,Zn (valores de p se muestran en Tabla 2). Las
dosis de 80 pg/dl SO, Zn y 180 pug/dl son las que presentan
el menor ID.

En la Tabla 3, se muestran los resultados obtenidos con
el ensayo CBMN. El efecto citotdxico fue evaluado a tra-
vés del indice de division nuclear. Se observa una dismi-
nucién del mismo tanto en los cultivos deficientes de Zn
como en los suplementados con 280 y 380 pg/dl SO Zn.
El NDI mis elevado se observa en los cultivos de 80 y
180 pg/dl. Ninguna de estas diferencias resultd significati-
va desde el punto de vista estadistico. Para valorar el dafio
cromosomico, se contabiliz6 la frecuencia de MINi, NPBs
y NBuds en 1.000 células BN. La frecuencia de MNi fue
significativamente superior desde el punto de vista esta-
distico en el cultivo deficiente, asi como en los suplemen-
tados con 280 y 380 pg/dl SO, Zn, respecto de los culti-
vos control, 80 y 180 pg/dl SO,Zn, los cuales presentaron
frecuencias similares (valores de p se muestran en la Tabla
3). Cabe destacar, que los cultivos suplementados con 380
ug/dl SO,Zn presentaron frecuencias de MINi superiores
a las observadas en los cultivos deficientes. Por su parte, los
cultivos suplementados con 80 y 180 pg/dl de SO, Zn fue-
ron los que mostraron el menor daflo cromosémico. Los
resultados obtenidos para NPBs y NBuds fueron dispares,
mostrando valores superiores para los cultivos suplemen-
tados con 80 y 280 pg/dl SO, Zn, respecto del resto de
los cultivos. Estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas.

Tabla 2. Determinacién de los grados de dafio (Go-G4) en el ADN y estimacién del indice de dafio (ID), a través del ensayo

cometa. Entre paréntesis se indica el error estandar.

Cultivos Go G1 G2 G3 G4 ID

Control 0,94 (0,10) 0,06 (0,02) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 6,50
Deficiente 0,67 (0,08) 0,22 (0,05) 0,09 (0,03) 0,03 (0,02) 0,00 (0,00) 48,00
80 pg/dl SO4Zn 0,97 (0,10) 0,03 (0,02) 0,01 (0,01) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 4,25
180 pg/dl SO4Zn 0,94 (0,10) 0,04 (0,02) 0,02 (0,01) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 7,70
280 pg/dl SO4Zn? 0,95 (0,10) 0,05 (0,02) 0,01 (0,01) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 13,00
380 pg/dl SO4Zn 3 1,19 (0,11) 0,11 (0,03) 0,04 (0,02) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 18,30

Prueba de x2

' Deficiente vs, Control (p<o,001); Deficiente vs. 8o pg/dl (p<o,001); Deficiente vs, 180 pg/dl (p<o,001); Deficiente vs. 280 pg/dl (p<o,001); Deficiente vs, 380 pg/dl

(p<0,001).

2280 pg/dlvs. 8o pg/dl (p<0,05).

3380 pg/dl vs. Control (p<0,05); 380 pg/dl vs. 8o pg/dl (p<0,01); 380 pg/dl vs. 180 pg/dl (p<0,05).
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Tabla 3. Frecuencias de microntcleos (MNi), puentes nucleopldasmicos (NPBs), brotes nucleares (BUDs)
e indice de divisién nuclear (NDI), obtenidas con el ensayo de micronucleos por bloqueo de la
citocinesis (CBMN). Entre paréntesis se indica el error estandar.
Cultivos MNi %o NPBs %o BUDs %o NDI
Control 1,00 (0,30) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 1,76 (0,13)
Deficiente 2,10 (0,41) 2,30 (0,15) 0,00 (0,00) 1,68 (0,13)
80 pg/dl SO4Zn 1,30 (0,34) 6,50 (0,25) 1,00 (0,10) 1,78 (0,13)
180 pg/dl SO4Zn 0,90 (0,29) 1,00 (0,10) 1,00 (0,10) 1,82 (0,13)
280 pg/dl SO4Zn2 2,10 (0,41) 10,0 (0,30) 2,00 (0,14) 1,64 (0,13)
380 pg/dl SO4Zn3 3,20 (0,47) 1,00 (0,10) 0,00 (0,00) 1,52 (0,12)
Prueba de x2
' Deficiente vs, Control (p<0,05); Deficiente vs. 180 pg/dl (p<0,05);
2 280 vs. Control (p<0,05); 280 vs. 180 pg/dl (p<0,05);
3380 vs. Control (p<0,001); 380 vs. 80 pg/dl (p<0,01); 380 vs. 180 pg/dl (p<0,001)
DISCUSION

En el presente trabajo, se utilizd el sulfato de Zn para
suplementar los cultivos, debido a que en otros estudios se
constatd que esta sal presentaba mayor biodisponibilidad
que otras (Sharif ef al., 2011; 2012). El estado nutricio del
Zn no depende solo de la cantidad ingerida, sino también
de su biodisponibilidad y del consumo en la dieta de in-
hibidores de la absorcion de este nutriente, tales como los
fitatos, las fibras, el hierro y el calcio, entre otros (Sandstead,
2000; CESNI, 2001; Pizarro y Calvo, 2009).

Los alimentos de origen animal, particularmente las
carnes, los mariscos y el pescado, son fuentes ricas en Zn
y su biodisponibilidad es alta, ya que durante su digestion
se liberan ciertos aminoacidos y péptidos que contienen
lisina y que forman complejos solubles con el Zn (Rosado,
1998). Sin embargo, por razones culturales y por su alto
costo, la carne es consumida en bajas cantidades por las po-
blaciones de riesgo. Mas aun, estas poblaciones, habitual-
mente, consumen dietas basadas en cereales y legumbres,
las cuales contienen cantidades significativas de fitatos. A
su vez, se ha registrado en la poblacién infantil una incor-
poracion tardia de los alimentos de origen animal durante
la etapa de complementacidén, exponiendo asi a los nifios
pequenos a la deficiencia de Zn y comprometiendo de
manera irreversible su potencial de crecimiento. En Argen-

tina, desde el punto de vista epidemioldgico, el patron de

consumo alimentario sufrié modificaciones en los tltimos
treinta anos en todos los estratos sociales, observandose
una disminucién del consumo de carnes, frutas y verduras
(Aguirre, 2005).

Para analizar el efecto de la deficiencia y el exceso de
Zn, se utilizaron el ensayo cometa y el ensayo CBMN, los
cuales se complementan y brindan una amplia informa-
ci6n acerca de la posible induccion de dafio al material ge-
nético provocado por una inadecuada ingesta de nutrien-
tes. El ensayo cometa alcalino, provee una medida de la
induccidén de fracturas de simple y doble cadena del ADN
que permanecen sin reparar. Por otra parte, los MN1 y los
NPBs ocurren debido a una falla en la reparacion de las
fracturas de cadena del ADN que ocasionan la produccién
de fragmentos acéntricos y cromosomas dicéntricos. Los
resultados de este estudio muestran que la deficiencia de
Zn genera un incremento de las fracturas de cadena del
ADN. En otros trabajos también se observaron frecuencias
elevadas de dano en el ADN, medidas a través del ensayo
cometa (Ho y Ames, 2002; Yan ef al., 2008; Song et al.,
2009a; 2009b; 2009¢). La elevada frecuencia de dano en el
ADN observada en este estudio producto de la deficiencia
de Zn, puede ser el resultado del incremento en la oxida-
cion del ADN. Existe numerosa evidencia, proveniente de
trabajos experimentales in vitro, que indicaria que la adi-

ci6n de Zn protege a los grupos sulthidrilos contra el dafio
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oxidativo (Bagchi, 1997; Bray y Bettger, 1990; Sunderman,
1995; Szuster et al., 2000). En otros estudios también rea-
lizados in vitro, se observd que las células deficientes en
Zn presentaban fallas en los mecanismos de reparacién del
ADN, con elevados niveles de dafio (Dreosti, 2001; Ho
y Ames, 2002;Yan et al., 2008; Sharif et al., 2012). En el
presente trabajo la suplementacién con concentraciones
dentro del rango fisioldgico normal (80-280 pg/dl) redujo
las fracturas en el ADN en relacién al cultivo deficiente
en Zn, mientras que concentraciones elevadas (380 pg/dl)
habrian ocasionado un aumento del dano, sugiriendo un
potencial efecto genotdxico para el sulfato de Zn cuando
se encuentra en e€xceso.

Los resultados obtenidos con el ensayo CBMN mues-
tran que tanto la deficiencia como el exceso provocan un
incremento en la frecuencia de MNi, mas marcado atin
en el exceso. Es de resaltar que el nivel superior del rango
fisiologico normal establecido para ninos (280 pg/dl) pro-
vocd la misma magnitud de dafio cromosémico que la de-
ficiencia. En trabajos previos (Sharif et al.,2011) se observd
un aumento de MNi y NPBs en la deficiencia (0 pM) y
el exceso (32 pM), mientras que todas las concentraciones
evaluadas dentro del rango fisiolégico normal (4-16 uM)
provocaron una disminucién del dafo.

En este estudio, el mayor porcentaje de células necro-
ticas se observa en los cultivos que presentaban exceso de
Zn, en los cuales el dafio cromosémico también fue el mas
elevado. En un estudio reciente, se sugirié que la suple-
mentacién en exceso con este micronutriente, redujo la
viabilidad de las células de rata INS-1E debido al aumento
de la necrosis (Nygaard ef al., 2014). En otros trabajos in
vitro, se observo que el exceso de otras sales de Zn, tales
como cromato y citrato, también provocod un efecto ci-
totoxico y genotdxico en diferentes lineas celulares (Bae
et al., 2007; Xie et al., 2009; Wise et al., 2010; Sharif et
al., 2011) y animales de laboratorio (Tapisso et al., 2009).
En nuestro trabajo, los cultivos deficientes presentaron una
disminucion de la viabilidad aunque no de modo tan mar-
cado como en el exceso. En este sentido, en otros estudios
se observo que la deficiencia de Zn indujo apoptosis en di-
versos tipos celulares, tales como fibroblastos, hepatocitos,
precursores de células T, células del glioma y testiculares
(Ho y Ames, 2002; Ho et al.,2003; Bao y Knoell, 2006;Yan
et al., 2008;Yamaguchi ef al., 2009).

Los resultados del presente trabajo sugieren que la su-
plementacién de los cultivos in vitro con Zn ayudaria a re-

ducir la inestabilidad genémica. Las dosis mas beneficiosas

serfan las de 80 y 180 pg/dLl. Por su parte, tanto los cultivos
deficientes (0 pg/dl) como aquellos con las concentracio-
nes mas elevadas de Zn (280 y 380 pg/dl) inducirian una
menor viabilidad y provocarian un mayor nivel de dafio en
el ADN y en los cromosomas. Asimismo, observamos que
el nivel superior del rango fisioldgico normal establecido
para nifios provocaria un incremento del efecto citotoxi-
co resultando en una reduccidén de la viabilidad celular vy,
por otra parte, un aumento del dafo cromosémico. En
otros estudios, se observd que la suplementaciéon con Zn
dentro del rango fisiolégico normal tuvo un efecto bene-
ficioso sobre la estabilidad genémica en células WIL2-NS
y queratinocitos de mucosa humana, mientras que el limi-
te superior del rango farmacologico (100 uM) afectd de
manera adversa algunos parimetros celulares (Sharif ef al.,
2011;2012). En contraste, en otro trabajo donde se evalud
el efecto de la suplementacion con 100 pM de sulfato de
Zn no se observo que la viabilidad de linfocitos humanos
estuviera afectada (Sliwinski et al., 2009).

En trabajos in vivo también se observé una relacion en-
tre el estado de Zn y el dafio en el ADN (Bae ef al., 2007;
Sliwinski et al., 2009; Xie et al., 2009; Wise et al., 2010;
Sharif ef al.,2011). En un estudio realizado en hombres de
entre 19 y 50 anos (Song ef al., 2009¢), donde se restringio
la ingesta de este micronutriente y luego se la restablecio,
se registrdé un aumento significativo de fracturas del ADN
durante el periodo de deplecién. Este incremento se re-
virtid luego de la replecién de Zn, sugiriendo que el dafo
esta relacionado con el nivel de Zn.

Se requerirdin nuevos estudios para determinar la
adecuada ingesta diaria de este micronutriente.Ya que, en
primera instancia, es necesario llevar a cabo estudios in
vitro dosis-respuesta que permitan evaluar el efecto de la
concentraciéon del micronutriente sobre el dafio genético
y la citotoxicidad. Y, posteriormente, deben desarrollarse
investigaciones in vivo de corte transversal, que sean utiles
para valorar la asociacién entre la ingesta de nutrientes y
los marcadores utilizados para cuantificar el dafio genético.
Asimismo, futuras investigaciones en este tema, deberian
poner énfasis en la elucidacién de los mecanismos
subyacentes por los cuales el Zn modularia la reparacion
del ADN, estudiando el dafio oxidativo, los procesos
epigenéticos de regulacién de la reparaciéon del ADN vy los
cambios en la expresiéon génica.

Las recomendaciones diarias de alimentos intentan
dar una guia para la ingesta adecuada de nutrientes en la

prevencion de enfermedades causadas por la deficiencia
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o el exceso. Es claro que determinar estos extremos
es importante, pero el mayor reto en la prevencién de
enfermedades del desarrollo y degenerativas, es definir
la ingesta apropiada de micronutrientes, individuales o
combinados (nutriomas) para optimizar el funcionamiento
celular y del organismo. Esta optimizacién depende de la
prevencion del daio en el genoma nuclear y mitocondrial.
Asi, “poner a punto” el metabolismo humano podria ser
el mejor camino para minimizar el dafio en el ADN,

mejorando la salud y prolongando la esperanza de vida.
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