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Background: Zinc (Zn) supplementation in humans is associated with improved glycemic control in
both type 1 (DM1) and type 2 diabetes (DM2). Furthermore, Zn has an important role in the meta-
bolism of insulin, and possibly the prevention, development and evolution of DM2. Aim: To assess
whether the stimulation of Zn in a pancreatic cell line (MIN-6) increases insulin release. Material
and Methods: MIN-6 pancreatic cells were stimulated with Zn (ZnSO4) at different concentrations
(0, 0.25, 0.5 and 1 uM) and timing (0, 6, 12 and 24 hours). After the stimulus, cells were incubated
with 2.8mM glucose for 30 min and insulin release was measured in triplicate by ELISA. Results:
Cell viability was maintained after stimulation with Zn at different times and concentrations. Only
the stimulus with 0,25uM Zn at 6 hours, produced a significant increase in insulin levels (p < 0.05;
Kruskal-Wallis test, comparing between all groups). Conclusions: Zn stimulation of a pancreatic cell
line MIN-6 at six hours led to increased insulin release.
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Introduccion

tal para el ser humano y otros organismos, donde este

tiene una importante participacion en el metabolismo
del ADN (sintesis y transcripcion), estabilizacion de protei-
nas, y en la actividad de mas de 300 enzimas vinculadas di-
rectamente a procesos celulares tales como la division celular
y la apoptosis'?. Ademas, el Zn es relevante para la manten-
cion de un adecuado: i) estado redox intracelular; ii) respues-
ta inmunoldgica; iii) sefializacion celular; iv) funcién endo
y exocrina pancreatica y v) reparacion de tejidos®. Siendo el
Zn un micronutriente relevante en el metabolismo, cualquier
alteracion en su homeostasis puede generar diversas altera-
ciones y/o el desarrollo de diversas patologias entre las que
destaca la diabetes. En este sentido, en 1938 se reportd por
primera vez que los niveles de Zn en cadaveres de pacientes
diabéticos eran un 50% menores en comparacion a los cada-
veres pacientes no diabéticos, sugiriendo una asociacion en-
tre la concentracion de Zn y la diabetes tipo 1 y 2*. Ademas,
en pacientes con diabetes el Zn en orina aumenta significa-
tivamente®’. En la diabetes tipo 2, también se ha observado
una disminucion significativa en los niveles plasmaticos de

E 1 zinc (Zn) es un micronutriente esencial y fundamen-

Zn*’, lo que puede indicar un deterioro en los niveles de Zn
asociados directamente a la enfermedad. A diferencia de la
diabetes tipo 2, en la diabetes tipo 1 el Zn plasmatico tiende
a aumentar, probablemente como resultado de la destruccion
de las células B-pancreaticas, produciéndose un incremento
en el aporte de Zn a la sangre'®!". La diabetes tipo 2 es una
compleja patologia que puede presentar: i) resistencia a la
insulina y/o ii) una disminucion en la secrecion de insulina,
donde el Zn participaria principalmente en la preservacion de
la capacidad de liberar insulina. El Zn se encuentra en impor-
tantes concentraciones en los islotes pancredticos y participa
en la conversion de proinsulina en insulina y en la cristaliza-
cion de insulina para su posterior liberacion, lo que demues-
tra claramente la importancia del Zn en el metabolismo de
esta hormona'>'3, Por otra parte, la insulina en presencia de
Zn se puede asociar en hexameros, estructuras mas estables
que facilitan su liberacion al torrente sanguineo, indicando la
importancia del Zn para un correcto procesamiento, almace-
namiento y liberacion de la insulina'.

El Zn se secreta en forma conjunta con la insulina, y de he-
cho la hipersecrecion de insulina puede agotas las reservas de
Zn en las células B-pancreaticas'®. Pero las funciones del Zn
en el pancreas no solo se limitan a las células B-pancreaticas,



dado que la suplementacion con Zn en ratones db/db permitio
reducir los niveles de glucosa e insulina en ayuna's. En ratas
diabéticas suplementadas con Zn se observo una disminucion
significativa en el deterioro generado en la retina por el estrés
oxidativo caracteristico de la diabetes'”. Ademas, en ratas tra-
tadas previamente con aloxano o dithiozone (agentes toxicos
a nivel pancratico) se observo que la suplementacion con Zn
permiti6 prevenir la hiperglicemia y la destruccion de los is-
lotes pancreaticos'®. El Zn es un micronutriente fundamental
para multiples procesos en el organismo, ademas de presen-
tar una serie de efectos beneficiosos frente a la diabetes, sin
embargo, los mecanismos asociados a estos efectos aiin son
desconocidos. El objetivo de este estudio fue evaluar el efec-
to del estimulo con Zn sobre la liberacion de insulina en el
modelo celular MIN-6.

Material y Método

Cultivo celular y estimulo con Zn

Las células de la linea celular pancreatica MIN-6
(ATCC™, University Boulevard, Virginia, U.S.A.) fue-
ron mantenidas en un medio Eagle modificado Dulbecco’s
(DMEM, Life Technologies) el cual contenia glucosa (2,8
mM) suplementada con solucion de suero fetal bovino al
15%, B-mercaptoetanol (SpL/L), penicilina (100 unidades/
mL), y estreptomicina (100 pg/mL) a 37°C en una atmésfera
con 95% aire y 5% CO,. Las células fueron sembradas en
placas de 24 pocillos a una densidad de 3 x 10° células/mL,
creciendo durante la noche a un 80% de confluencia. Previo
al estimulo con Zn se realizaron pruebas de viabilidad celu-
lar determinando las dosis maximas posibles de utilizar. Las
células fueron lavadas con buffer fosfato salino e incubados
por 0, 6, 12 y 24 horas a 37°C en 0,5 mL de un medio que
contenia sulfato de Zn (ZnSO,) en diferentes (0; 0,25; 0,5
y 1 uM), utilizdndose como control para determinar niveles
basales de insulina un medio que no contenia Zn (ZnSO,).

Medicion de los niveles de insulina

Después del estimulo con Zn las células MIN-6 fue-
ron incubadas por 30 minutos en una solucién con glucosa
(2,8mM) mas un de buffer de BSA KRBH al 0,5% (NaCl
129,4 mM; KCl 5,2 mM; CaCl, 2,7 mM; KH,PO, 1,3 mM;
MgSO, 1,3 mM; NaHCO, 24.8 mM; y HEPES 10 mM a pH
7,4) y luego niveles de insulina (ng/mL) fueron determinados
por triplicado en tres ensayos independientes mediante un kit
ELISA ultrasensible (Mercodia, Carolina del Norte, USA).

Analisis estadistico

Los datos se presentan como el promedio + desviacion
estandar. El analisis estadistico se realizé con el test de me-
diante Kruskal-Wallis, seguido de comparacién entre todos
los grupos.

Resultados

En este modelo celular el estimulo con Zn (ZnSO,) en
los diferentes tiempos (0, 6, 12 y 24 horas) y concentracio-
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Tabla 1. Niveles de insulina en el tiempo cero y alas 6, 12 y 24 posteriores
al estimulo con Zn en la linea celular MIN-6

Insulina (ng/mL)

Tiempo de estimulo (horas)

6 12 24
0 (control) 3,40 £ 0,44 3,1+£0,33 3,50+0,56 3,54 +0,84
0,25 3,21 +0,51 4,95 + 0,56* 3,42+0,83 2,86 +0,97
0,5 3,35+0,28 3,33+0,17 3,15+ 0,07 3,17 £ 0,66
1 3,02 +£0,36 3,12+0,52 3,16 + 0,06 3,09 +0,44

Los valores son promedios + DS por triplicado en cada grupo experimental. Para es-
tablecer si existen diferencias entre los tratamientos (dosis de Zn y tiempo de
estimulo) se realizo el test de Kruskal-Wallis seguido de comparacion entre todos
los grupos (p < 0,05). Se indica con un *cuando hay diferencias significativas
entre los grupos.

nes utilizadas (0; 0,25; 0,5 y 1 pM) mantuvo la viabilidad
de la linea celular pancreatica MIN-6, donde en ninguno
de los tiempos y concentraciones utilizadas se presentd una
disminucion significativa en los niveles basales de insulina
(p > 0,05) (Tabla 1). Al evaluar el posible incremento en los
niveles basales de insulina liberados por las células MIN-6
solo el estimulo con Zn a las seis horas con una concentra-
cion de 0,25 uM generd un incremento significativo en los
niveles de insulina (p < 0,05) en comparacion con los otros
grupos experimentales (tiempo y dosis) (Tabla 1).

Discusion

El pancreas es un o6rgano que tiene un importante con-
tenido de Zn, el cual se ubica principalmente en los islotes
pancreaticos, y modificaciones en los niveles intracelulares
de Zn libre se producen en respuesta a estimulos externos,
tales como un aumento en las concentraciones plasmaticas
de glucosa’. En las células B-pancreéticas el Zn es esencial
para el correcto procesamiento, almacenamiento y secrecion
de insulina® y la concentracion de Zn aumenta considerable-
mente en los granulos donde se almacena la insulina para su
posterior secrecion, permitiendo establecer que el Zn, esta
involucrado en el metabolismo, almacenamiento y tiempo de
accion de la insulina?'. Ademas el Zn acttia como un inhibi-
dor de la secrecion de glucagoén, de hecho la secrecion de Zn
durante la hiperglicemia, parece ser una sefal para las célu-
las a-pancreaticas supriman la secrecion de glucagon®. En
las células, el contenido de Zn ademas de estar estrictamen-
te regulado, sus concentraciones varian significativamente,
siendo la concentracion intracelular de Zn libre del orden
pico a nano molar, mientras que en plasma en contenido de
Zn total es del orden micromolar. A nivel celular de Zn esta
estrictamente regulado por dos familias de transportadores,
la familia ZnT (SCL30A), donde su funcién es exportar Zn
al espacio extra celular o incorporar Zn a determinados com-
partimentos celulares, reduciendo asi los niveles citoplasma-
ticos de Zn*. Y la familia ZIP (SLC39A), cuya funcién es
importar Zn al intracelular o sacar Zn de determinados com-
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partimentos celulares, aumentando la concentracion citoplas-
matica de Zn?*. En este sentido uno de los transportadores de
Zn, especificamente el transportador SLC30A8 (ZnT8), el
cual se expresas en monocitos y células pancreaticas® puede
ver alterada su expresion tanto en la tanto en el caso de la
diabetes tipo 1 como la tipo 2, situacion atribuida a niveles
elevados de citoquinas proinflamatorias, lo que ademas de
repercutir en el metabolismo celular del Zn, alteraria la li-
beracion de insulina, estableciendo la relevancia del Zn en
el metabolismo de la insulina®. Los resultados obtenidos en
este estudio estimulan a la realizacion de nuevas investiga-
ciones sobre el efecto del Zn sobre la liberacion la insulina,
considerando los cambios en i) los niveles intracelulares de
Zn; ii) interaccion entre el Zn con otros agentes o moléculas
asociadas al metabolismo de la insulina; iii) modificaciones
moleculares de los transportadores de Zn y iv) el potencial
uso de la suplementacién con Zn humanos como parte del
tratamiento de la diabetes?’.
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