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l. Resumen

El zinc es el segundo ion metdlico de transiciéon mas abundante en los seres vivos después
del hierro. Se estima que el 10% de las proteinas codificadas por el genoma humano
requieren la unién a uno o mas iones de zinc para su plegamiento adecuado y/o para su
funcién. A pesar de la reconocida importancia del zinc en la fisiologia, se desconoce la
regulacion sistémica de dicho metal. Recientemente se reporté que la via de la quinurenina,
una via de degradacidon del triptéfano participa en la regulacidon sistémica del zinc en
Drosophila melanogaster. Por tal razén, nos preguntamos en este trabajo, si la observacion
anterior en el caso de la mosca es valida en un modelo animal de mamiferos. El objetivo
principal de este estudio fue determinar si un aumento de la quinurenina plasmatica regula
los niveles de zinc en el ratén. Para ello inyectamos ratones macho C57BL/6 con quinurenina
o PBS por via subcutdnea, segun el grupo experimental. Posteriormente, se sacrificaron y se
obtuvo de ellos el plasma, los eritrocitos, el higado, el pancreas, los riflones, el musculo
gastrocnemio, el fémur y tejido adiposo blanco; a los cuales se les determind la
concentracion de zinc y otros metales mediante Espectrometria de Emisiéon Optica con
fuente de Plasma Acoplado Inductivamente. Observamos que la administracién de
qguinurenina provocé una disminucién del zinc circulante y favorecié su almacenamiento en
el fémur y el higado. Sin embargo, el efecto no parece ser exclusivo, debido a que, un efecto
similar se observé en magnesio y hierro.



. Abstract

Zinc is the second most abundant transition metal ion in living organisms after iron. It is
estimated that 10% of the proteins encoded by the human genome require binding to one
or more zinc ions for proper folding and/or function. Despite the recognized importance of
zinc in physiology, the systemic regulation of this metal is unknown. It was recently reported
that the kynurenine pathway, a tryptophan degradation pathway, participates in the
systemic regulation of zinc in Drosophila melanogaster. For this reason, in this work, we ask
ourselves if the previous observation in the case of the fly is valid in an animal model of
mammals. The main objective of this study was to determine if an increase in plasma
kynurenine regulates zinc levels in the mouse. To do this, we injected male C57BL/6 mice
with kynurenine or PBS subcutaneously, depending on the experimental group.
Subsequently, plasma, erythrocytes, liver, pancreas, kidneys, gastrocnemius muscle, femur,
and white adipose tissue were obtained at different time points and the concentration of
zinc and other metals was determined by Optical Emission Spectrometry with an Inductively
Coupled Plasma source. We observed that the administration of kynurenine caused a
decrease in circulating zinc and favored its storage in the femur and liver. However, the
effect does not appear to be exclusive, as a similar effect was observed for magnesium and
iron.



Introduccién

Los iones metalicos y sus complejos biomoleculares son esenciales para la vida ya que
participan en la mayoria de las funciones metabdlicas y fisioldgicas de los organismos
(Bertini et al., 1994; Da Silva & Williams, 2001). El zinc (Zn) es el segundo ion metalico de
transicion mas abundante en los seres vivos después del hierro (Andreini et al., 2006). El
cuerpo humano contiene de 1,5 a 2,5 g de Zn los cuales se distribuyen entre miles de
proteinas y le confiere a este metal una amplia diversidad de funciones bioquimicas y
fisiolégicas (Sloup et al., 2017). Se estima que el 10% de las proteinas codificadas por el
genoma humano requieren la unién a uno o mas iones de zinc para su plegamiento
adecuado y/o para activar la funcién catalitica en el caso de enzimas (Andreini et al., 2006;

Kambe et al., 2015).

Las funciones del zinc se pueden clasificar en tres categorias principalmente: catalitica,
estructural y reguladora (Tuerk & Fazel, 2009). En su funcién catalitica se estima que es
cofactor enzimatico para mas de 300 enzimas (Mezzaroba et al., 2019) entre las que se
incluyen la anhidrasa carbdnica, la carboxipeptidasa pancredtica, la fosfatasa alcalina, las
ARN polimerasas y la alcohol deshidrogenasa (Maret, 2013; Vallee & Falchuk, 1993). En su
funcién estructural, el zinc se coordina con dominios de proteinas, facilitando su
plegamiento y la formacion de estructuras como los "dedos de zinc" las cuales se unen al
ADN para la trascripcién y expresion génica (Hall, 2005; Klug & Rhodes, 1987; Miller et al.,
1985). Los dedos de zinc se agrupan en mas de 20 clases de mddulos estructuralmente
distintos y se conoce que son un motivo funcional que interactia con una variedad de
proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Kambe et al., 2015). Finalmente, los iones de zinc
intracelulares cumplen una funciéon reguladora activando o inhibiendo proteinas de
sefializacion intracelular (Kambe et al., 2015; Tuerk & Fazel, 2009). Por dar unos ejemplos, la
sefalizacidon de zinc se ha relacionado con el factor de transcripcidn Snail en la migracién
celular y la transicion epitelial-mesenquimatosa de las células de pez cebra (Hirano et al.,
2008; Yamashita et al., 2004). También el ion metdlico regula la expresién de proteinas
citosdlicas con sitios de unién a zinc, como la metalotioneina, esto por la unién del zinc al
factor de transcripcion del elemento de respuesta al metal 1 (MTF1) que activa la
transcripcién de la metalotioneina, asi como muchos otros genes (Cousins, 1994; Dalton et
al., 1997; Grzywacz et al., 2015). Ademas, la senalizacidn de zinc intracelular se dirige a una

serie de enzimas involucradas en la sefializacién celular, incluidas las proteinas tirosina



fosfatasas (Brautigan et al., 1981; Wilson et al., 2012), fosfodiesterasas (von Bilow et al.,
2005), caspasas (Miyai et al., 2014; Veldazquez-Delgado & Hardy, 2012) y varias quinasas
como la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK) y la proteina quinasa C (PKC)
(Csermely et al., 1988; Hansson, 1996; Nimmanon et al., 2017). Esta amplia implicacion del
zinc en los procesos metabdlicos y fisioldgicos hace que sea un elemento esencial para el
correcto funcionamiento de muchos sistemas de dorganos, por tanto, una pérdida de la
homeostasis de este ion metdlico puede traer consigo multiples consecuencias para el

organismo.

Por ejemplo, se sabe que la deficiencia de Zn afecta negativamente el crecimiento, la
morfogénesis, la respuesta inmune, asi como las funciones neurosensoriales y endocrinas
(Baltaci et al., 2019; Prasad, 2013; Tuerk & Fazel, 2009). Entre las manifestaciones clinicas
por deficiencia de zinc se encuentran la alopecia, la pérdida de peso, diarreas,
hipogonadismo, infecciones recurrentes, retraso en la cicatrizacién y enfermedades como la
acrodermatitis enteropatica (Prasad, 2013). En 2012 se estimd que aproximadamente al 17
% de la poblacién mundial tiene un consumo inadecuado de zinc (Wessells & Brown, 2012),
Recientemente se estimd en algunos paises de bajos y medios ingresos, como México, la
prevalencia de deficiencia de zinc es mayor al 20 % (Gupta et al., 2020). Por otro lado un
ingesta excesiva de zinc produce nauseas, mareos, dolores de cabeza, vomitos y dolor
epigastrico entre otros sintomas (Fosmire, 1990). Por tanto, mantener la homeostasis del

zinc en el organismo es muy importante para la salud.

La concentracidén intracelular de Zn esta estrictamente regulada por los transportadores de
zinc (Cousins et al., 2006) y por proteinas de unidn a Zn como las metalotioneinas (Vallee,
1995) (Fig.1). Existen dos familias de transportadores de zinc que se conservan
filogenéticamente. La primera es la familia de transportadores ZnT/ SLC30 (solute-linked
carrier 30), que actuan para disminuir los niveles de zinc intracelular al transportar zinc
desde el citoplasma hasta la luz de los organulos o el espacio extracelular (Palmiter &
Huang, 2004). La segunda es la familia ZIP (Zrt-, Irt-like protein), que lleva el nombre de la
proteina Zrt1 de levadura y la proteina Irtl de Arabidopsis. La firma de la familia ZIP es que,
sin excepciones conocidas hasta el momento, estas proteinas transportan zinc y/u otros
sustratos de iones metalicos desde el espacio extracelular o la luz del organulo hacia el
citoplasma (Eide, 2004). Ademds, la expresidn génica de estas proteinas esta regulada por

moléculas sensibles a Zn, como el factor de transcripciéon 1 de unién a elementos de
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respuesta a metales (MTF-1, por sus siglas en inglés), que funciona como un sensor de zinc
celular que coordina la expresion de genes implicados en la homeostasis del zinc, asi como
la proteccidn contra la toxicidad de los metales y el estrés oxidativo (Andrews, 2001). Estas
moléculas controladoras de Zn y controladas por Zn tienen mecanismos, funciones vy

ubicaciones celulares Unicos (Cousins et al., 2006; Eide, 2006) (Fig. 2).
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Figura 1: Localizaciéon celular de los transportadores de zinc y metalotioneinas. Las flechas indican
la direccién prevista de la movilizacidon de Zn. MT, metalotioneina; RE, reticulo endoplasmico; MTF-1,
factor de transcripcién de unién a elementos sensible a metales-1. Tomado de Hirano et al., Adv.
Immunol., 2008.
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Figura 2: Vias de sefializacidon que regulan algunos genes ZnT y Zip e influyen en el trafico intracelular
de Zn2+. Nota: estos eventos son especificos de la célula, pero los mecanismos no se conocen bien.
No se muestran los cambios dependientes de zinc en la localizacion del transportador. Los cambios
en el suministro de zinc en la dieta influyen en ZnT1, ZnT2, Zip4 y expresion Mt. MTF1 controla Mt y
ZnT1. El estrés nitrosativo inducido (iNOs) por citocinas proinflamatorias aumenta el NO y estimula
la liberacién de Zn2+ de MT, lo que activa MTF1. Los eventos que inducen iNOS y aumentan el NO
conducen a la tionitrosacion de MT, que puede revertirse con Zn2+ adicional. Por el contrario, la
oxidacion irreversible de MT por especies reactivas de oxigeno (ROS) conduce a la degradacion,
probablemente a través de la ubiquitinacidn. Las citocinas proinflamatorias, incluidas IL1R e IL6,
estimulan la sefalizacidn mediada por STAT, la regulacién positiva de Zip14 y Zip6 y la entrada de
zinc celular. La prolactina, el estrégeno y la testosterona regulan la expresidn celular especifica de
algunos genes transportadores Zip. Modelos no mamiferos han demostrado la regulacién mediada
por Zn2+ de las principales vias de sefializacion por homdlogos de ZnT1 de mamiferos, y Zip6 influye
en componentes importantes necesarios para el desarrollo y la cicatrizacion de heridas (mostrado en
gris). EMT puede ser un factor controlado en parte por Zn2+ a través de la regulacién del
transportador. Las lineas sélidas indican modos de accién positivos y las lineas discontinuas indican
un proceso inhibitorio. EGFR, receptor del factor de crecimiento epidérmico. Tomado de Cousins et
al., JBC, 2006.

A nivel sistémico se conoce que el zinc de la dieta se absorbe en el intestino delgado y luego
se distribuye a los tejidos periféricos (Kambe et al.,, 2015; Taylor et al., 1991).
Aproximadamente el 60 % del zinc se almacena en el musculo esquelético, el 30 % en los
huesos, el 5% en el higado y la piel, y el 2-3 % restante en otros tejidos como el cerebro, el
rifidn y el pancreas (Jackson, 1989; Kambe et al., 2015). Cuando el zinc en la dieta es

limitado, la absorcidn de zinc en el intestino delgado aumenta hasta un 90 % (Taylor et al.,



1991). Cuando se ingiere demasiado zinc en la dieta, el exceso de este metal puede
secretarse al tracto gastrointestinal y excretarse en las heces fecales y también se elimina en
la excrecién renal (Brugger & Windisch, 2019; King et al., 2000). Una proporcidn importante
del Zn enddgeno que se excreta en el tracto gastrointestinal es de origen pancreatico

(Oberleas, 1996). Esto destaca el papel esencial del pancreas en el metabolismo del Zn.

Para contrarrestar los efectos negativos de una dieta deficiente en zinc el cuerpo debe tener
reservas de este metal en algin érgano. En un estudio con ratas hembra adultas marcadas
homogéneamente con ® Zn y posteriormente alimentadas con una dieta baja en zinc se
observd que los depdsitos de Zn se localizan principalmente en el esqueleto, en el tejido
muscular y en el graso (Wilhelm Windisch, 2003). El esqueleto, sin embargo, demostré ser el
principal almacenamiento de Zn debido a su contribucion dominante al Zn movilizable de
todo el cuerpo y su flexibilidad para servir como almacenamiento de Zn tanto a corto como
a largo plazo (Wilhelm Windisch, 2003). En otro estudio concluyeron que la movilizacién
transitoria y la restauracion del Zn esquelético (fémur) ocurre principalmente en el hueso
trabecular (diafisis y epifisis) y no implica cambios importantes en la masa odsea, el
contenido de macrominerales o el recambio de tejido éseo en ratas adultas jovenes (W.
Windisch et al., 2002). Sin embargo, los mediadores humorales, que indican el estado del
zinc en una célula o tejido a otros érganos que importan y almacenan zinc, no se han
identificado en el metabolismo del zinc. Esto contrasta con el metabolismo del hierro,
donde una hormona peptidica, la hepcidina, desempefia un papel fundamental en la

homeostasis sistémica del hierro (Nemeth et al., 2004).

En 1980, Gary Evans trabajando en el laboratorio de nutricién humana del Departamento de
Agricultura del Gobierno de Estados Unidos establecid que la presencia de triptéfano en la
dieta de roedores o humanos incrementa drasticamente la absorcién de zinc (Evans, 1980).
Sin embargo y a pesar del efecto dramatico que documentd, no logrd explicar la conexién
fisioldgica entre el aminoacido y el ion metalico. Recientemente se descubrié que la via de
la quinurenina, una via de degradacidn del triptdéfano, participa en la regulacién sistémica
del zinc en Drosophila melanogaster (Garay et al., 2022). Especificamente, observaron que
la quinurenina que se libera de los cuerpos grasos de este insecto, induce la formacion de
granulos de almacenamiento de zinc en los tubulos de Malpighi (6rgano equivalente al rifidn
en mamiferos). Utilizando técnicas de absorcion de rayos X de alta energia y de resonancia

magnética nuclear entre otras, demostraron que el zinc se almacena en un complejo con la



3-hidroxiquinurenina y en menor medida con acido xanturénico en depdsitos intracelulares

(Garay et al., 2022).

La quinurenina ( kynurenine: KYN, por sus siglas del inglés) es un metabolito del triptéfanoy
un precursor directo del acido quinurénico, el acido antranilico y la 3-hidroxiquinurenina, asi
como de otros metabolitos formados a lo largo de la via de la quinurenina (Fig.3)
(Marszalek-Grabska et al., 2021). Esta via se conserva en mamiferos y es responsable de
mas del 95 % de toda la degradacion del triptéfano en los mamiferos (Leklem, 1971). La
principal fuente enddgena de KYN es su produccién en el higado por la enzima triptéfano
2,3-dioxigenasa (TDO). La quinurenina también es sintetizada por las enzimas indolamina
2,3-dioxigenasas 1 (IDO-1) e indolamina 2,3-dioxigenasas 2 (IDO-2) que se producen en
muchos tejidos en respuesta a la activacion inmunitaria (Marszalek-Grabska et al., 2021;
Opitz et al., 2011). Todas estas enzimas tienen al triptéfano como sustrato para la sintesis
de quinurenina, pero difieren en cuanto a tamano, forma, distribucion tisular, expresién y

otros sustratos (Boros et al., 2018).

La IDO-1 humana es una enzima extrahepdtica ubicada en el citosol, que se expresa
predominantemente en el cerebro, los pulmones, los rifiones, el bazo, el sistema intestinal,
los ganglios linfaticos o la placenta (Takikawa, 2005; Yamazaki et al., 1985). A diferencia de
TDO, IDO1 es inducida en varios estados patoldgicos por citocinas proinflamatorias, como
interferén-y (IFN-y), TNF-a, TGF-, IL-1, IL-2, IL-4, IL-13 vy lipopolisacdridos (LPS) (Mandi &
Vécsei, 2012). Por otro lado, la IDO-2 se expresa principalmente en el cerebro, el higado, los
rifiones, el epididimo y las células inmunitarias presentadoras de antigenos (Fukunaga et al.,
2012). Su expresion es estimulada por IFN-y, aunque de manera menos eficiente que la IDO-

1 (Barreto et al., 2018).

La quinurenina es un ligando enddgeno del receptor de hidrocarburos de arilo ( AhR : Aryl
hydrocarbon receptor ) (Huang et al., 2022; Opitz et al., 2011), este receptor se expresa de
forma ubicua en tejidos humanos (Yamamoto et al.,, 2004). AhR estd involucrado en
multiples funciones fisioldgicas, incluido el desarrollo de células madre embrionarias
tempranas (Ko et al., 2016), la regeneracion de tejidos adultos (Gialitakis et al., 2017),
defensa quimica (Nebert et al., 2004), y microbiana (Lawrence & Vorderstrasse, 2013),
inmunidad e inflamaciéon (Esser & Rannug, 2015; Gasiewicz et al., 2014; Rothhammer &
Quintana, 2019; Stockinger et al., 2014), reproduccion (Baba et al., 2005) y metabolismo

energético (Diani-Moore et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/aromatic-hydrocarbon-receptor
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/aromatic-hydrocarbon-receptor
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Figura 3: Via de la quinurenina. Receptor de hidrocarburo de arilo (AhR); triptéfano 2,3-dioxigenasa
(TDO); indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO); 3 hidroxiantranilato 3,4-dioxigenasa (HAAQ); quinurenina
aminotransferasa (KAT); quinurenina 3-monooxigenasa (KMO); kynureninasa (KYNU); 4cido
quinolinico fosforribosiltransferasa (QPRT). Tomado de Marszalek-Grabska et al., Pharmacology &
Therapeutics, 2021.

Por otro lado, su activacion juega un papel importante en varios procesos patoldgicos,
incluyendo la inflamaciéon y la carcinogénesis (Murray et al.,, 2014). Por lo tanto, la
quinurenina al actuar sobre AhR puede afectar numerosas condiciones fisioldgicas vy
patoldgicas. De hecho, se observa un aumento de KYN en algunas patologias como la
tuberculosis, obesidad, diabetes tipo 2, en la enfermedad de Crohn, en la enfermedad renal
cronica y en el covid-19 (Marszalek-Grabska et al., 2021). En el plasma de pacientes de lupus
eritematoso sistémico la quinurenina también se encuentra incrementada (Akesson et al.,
2018). Curiosamente, en otros estudios se ha observado una disminucién en el zinc
plasmatico de pacientes con algunas de estas enfermedades como es el caso del covid-19
(Ekemen Keles et al., 2022; Verschelden et al., 2021; Vogel-Gonzalez et al., 2021) y el lupus

eritematoso sistémico (Wang et al., 2022).



En un estudio reciente que investigd el papel de la quinurenina en la obesidad, se
inyectaron ratones con quinurenina y se observd que la quinurenina se mantiene
incrementada hasta 24 horas después de la inyeccion (Fig. 4A). Ademas, este estudio
identificd que los adipocitos maduros del tejido adiposo blanco (WAT, por sus siglas en
inglés) son fundamentales para el metabolismo de quinurenina y actidan como la fuente
principal del aumento de quinurenina circulante en sujetos con obesidad; y que un exceso
de quinurenina favorece a la inflamacién y a la resistencia de insulina a través de la via de
sefializacion de AhR/Stat3/IL-6 en los adipocitos (Fig. 4B). Nosotros pensamos que este
metabolito también pudiera estar involucrado con la regulaciéon de los niveles de zinc en

mamiferos.
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Figura 4: (A) La quinurenina permanece aumentada en el plasma de ratones hasta 24 horas después
de la inyecciéon de esta. (B) Esquema de la sefializacion de la quinurenina derivada de adipocitos que
promueve la obesidad y la resistencia a la insulina. La sobrealimentacion induce la sobreexpresion de
IDO1 en los adipocitos, que luego producen una gran cantidad de Kyn, lo que exacerba la resistencia
a la insulina y la obesidad a través del eje AhR/STAT3/IL-6, mientras que el 5'-fosfato de piridoxal
(PLP) cataliza el catabolismo de Kyn para prevenir de manera eficiente la resistencia a la insulina y la
obesidad. Tomado de Teng Huang et al., Nature Communications, 2022.
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Problema

A pesar de la reconocida importancia del zinc en la fisiologia, se desconoce cémo el
organismo detecta la disponibilidad sistémica del zinc para regular su absorcién, su
almacenamiento y su excrecién. En otras palabras, se desconoce la regulacidn sistémica de

dicho metal.

1. Hipotesis

Un aumento de la quinurenina plasmatica provoca una disminuciéon del zinc en la circulacion

sanguinea y favorece su almacenamiento en los tejidos del ratén.

V. Objetivos

° Determinar si la inyeccién de quinurenina regula los niveles de Zn en el plasma y
en varios érganos del raton.

) Cuantificar los niveles de otros metales (Fe, Cu, Mg, Na, Ca, K, y P) en el plasma y
en varios drganos del ratdn después de la inyeccién de quinurenina.

° Evaluar si la inyeccién de quinurenina afecta la funcién renal.
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V. Materiales y métodos

Animales y condiciones experimentales

Se utilizaron ratones macho de la cepa C57BL/6 de 8 semanas de edad que se alojaron en
jaulas de acrilico con acceso al agua y comida ad libitum. Estos animales fueron mantenidos
en condiciones de temperatura y humedad controladas (23 °C, 50 % respectivamente) y

ciclos de luz-oscuridad de 12 horas.

Grupos experimentales

Los animales que conforman cada grupo son animales sanos, obtenidos en el bioterio del
CINVESTAV. Los cuales se pesaron el dia del experimento para la determinacidn del volumen

de inyeccidn que se les debia administrar de la solucién de quinurenina.

Segln el grupo, se les administr6 100 pL de tampdn fosfato salino (por sus siglas
en inglés, PBS, de phosphate buffered saline) o quinurenina (20 mg kg™ d?%, vehiculo PBS)
por via subcutdnea. Utilizamos un PBS comercial de la marca Sigma y la L-quinurenina (K-
826) de Sigma. La solucidn se prepard el mismo dia del experimento y posteriormente se

esterilizé por filtracion.
- C/(naive): grupo control experimental que no recibié ninguna inyeccion (n = 6).

- C-1h: grupo experimental que se inyectd con PBS y se sacrificd 1 hora después de la
inyeccion (n = 4).

- C-4h: grupo experimental que se inyectd con PBS y se sacrificd 4 horas después de la
inyeccién (n = 4).

- C-24h: grupo experimental que se inyectd con PBS y se sacrificd 24 horas después de
la inyeccién (n = 4).

- K-1h: grupo experimental que se inyectd con quinurenina y se sacrific6 1 hora
después de la inyeccion (n = 6).

- K-4h: grupo experimental que se inyectd con quinurenina y se sacrificé 4 horas
después de la inyeccion (n = 6).

- K-24h: grupo experimental que se inyectd con quinurenina y se sacrificé 24 horas
después de la inyeccién (n = 6).
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Cuantificacion de los niveles de metales

Los animales de cada grupo experimental después de su respectivo tratamiento fueron
anestesiados con isoflurano (nivel de oxigeno = 2 unidades, nivel de isoflurano para
induccidon = 3 unidades y 1.5 unidades para mantenimiento) y sacrificados por puncion
cardiaca. A cada animal se les extrajo diferentes tejidos/érganos (sangre, higado, pancreas,
rifidn, fémur, masculo gastrocnemio, grasa). La sangre se centrifugd (2000 gs, 4°C, 15 min) y

se tomo el plasma y los eritrocitos por separado.

Los eritrocitos, el higado, pancreas, rindn, fémur, musculo gastrocnemio vy el tejido adiposo
blanco se liofilizaron por 48 horas. Una vez secos, de cada tejido de cada animal se tomaron
tres muestras, las cuales se pesaron y se clasificaron para su posterior digestién. Para la
digestion a cada muestra se le afiadié 1 mL de acido nitrico Fluka Trace al 65% y se realizo
en el sistema de digestion de microondas MARS 6 CEM a 200 °C por 15 minutos. Las

muestras digeridas se aforaron a 5 mL con agua miliQ.

En el caso del plasma para cada animal de cada grupo se tomaron tres alicuotas y se les
adiciond 200 pL de acido nitrico Fluka Trace al 65%. La digestion se realizé en un horno a 66

°C durante 24 horas. A las muestras digeridas se les adicioné 800 pL de agua miliQ.

Aunque el metal de interés principal es el zinc, se analizaron otros elementos para en caso
de encontrar algun un efecto en zinc poder saber si es especifico o no. Es decir, son
controles. Por tanto, a cada muestra se le determind la concentracion de los metales
alcalinos y alcalinotérreos (K, Ca y Mg) y de los metales de transicion (Fe, Cu y Zn) por
espectroscopia de emisiéon dptica por plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES por sus
siglas del inglés) con el equipo Optima 8300 (PerkinElmer). Cada muestra obtenida se

cuantificd por triplicado y se obtuvo el promedio y la desviacién estandar.
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Figura 5: El plasma de acoplamiento inductivo (ICP) es una fuente de ionizacién que junto a un
espectrofotdmetro de emision dptico (OES) constituye el equipo de ICP-OES. En esta técnica, la
introduccion continua de la muestra liquida y un sistema de nebulizacién forma un aerosol que es
transportado por el argdén a la antorcha del plasma. En el plasma, debido las altas temperaturas
generadas, los analitos son atomizados e ionizados generandose los espectros de emision atémicos.
Los espectros son dispersados por la red de difraccion y el detector sensible a la luz se encarga de
medir las intensidades de las lineas. La informacidn es procesada por el sistema informatico.

Analisis estadistico

Para comparar los niveles de metales de cada tejido entre los diferentes grupos de animales
se comprobd la normalidad con la prueba de Shapiro-Wilk. Para los datos que cumplieron
con una distribucion normal se les realizé un ANOVA de una via y como prueba a posteriori,
la prueba de Tukey. Para los datos que no cumplieron con una distribucién normal se les
realizé la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis y como prueba a posteriori, la prueba de
Dunn. Para graficar y para el andlisis estadistico de los datos se utilizé el software GraphPad

Prism 8.0.2. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando p<0.05.
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Determinacion de niveles plasmaticos de creatinina

La cuantificacion de los niveles plasmaticos de creatinina se realizé por el método de Jaffé
(Hervey, 1953) y se utilizd el kit de Randox Laboratories. Se empleé 50 uL del estandar de
referencia del kit de Randox y se le agregd 500 pL de la solucidn de trabajo (250 uL de la
solucion A + 250 pL de la solucién B), se agité por 15 segundos y se tomd lectura en el
equipo Microlab 300; este procedimiento se realizd de la misma manera con las muestras
de plasma. Cada muestra se trabajé por duplicado. Los controles de calidad utilizados

fueron: la precision con una variacion de = 0.005 y el uso del control de Randox.

Para comparar los niveles plasmaticos de creatinina entre los diferentes grupos de animales
se realizé un ANOVA de una via y como prueba a posteriori, la prueba de Tukey. Para
graficar y para el analisis estadistico de los datos se utilizé el software GraphPad Prism 8.0.2.

Se consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando p<0.05.

VI. Resultados
Efecto de la quinurenina en el nivel de zinc (Zn) en diferentes tejidos

En la figura 6A podemos observar que la inyeccion de quinurenina provocd una disminucién
de la concentracion plasmatica de Zn a las 4 horas, de manera estadisticamente significativa.
Por otro lado, una hora después de la inyeccidon de PBS se observa un aumento considerable
de los niveles de Zn, este aumento fue mucho mayor que el provocado a las 4 horas por la

inyeccion de quinurenina.

La inyeccidn de quinurenina no afectd la concentracién de zinc de manera significativa en el
pancreas (fig. 6B), los eritrocitos (fig. 6F), el musculo (fig. 6G) y la grasa (fig. 6H) en ninguno
de los tiempos evaluados. En el caso del fémur (fig. 6C) podemos observar que la inyeccién
de quinurenina a la una hora provocd un aumento significativo en la concentracién de zinc
en este hueso, que se mantuvo 24 horas después de dicha inyeccién. Por otro lado, en el
rifidn (fig. 6D) se aprecia que a las 24 horas la inyeccion de quinurenina provoca una
disminucion en los niveles de este metal, en este 6rgano. En el caso del higado (fig. 6E)
tenemos que la quinurenina provocé un aumento a las 4 horas en la concentracién de Zn,
en este grupo tenemos un animal que respondid mucho mds fuerte que los otros a la

inyeccién de quinurenina, siendo un outlier dentro de su grupo, por tanto, lo sacamos del
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analisis estadistico. En este 6rgano también se observa un aumento de la concentracion de

Zn, 24 horas después de la inyeccién de PBS.
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Figura 6: Concentracién de Zn en los diferentes tejidos analizados.

C: grupo control sin inyeccion; C1h, C4h y C24h: grupos inyectados con PBS vy sacrificados a
las 1, 4 y 24 horas después de la inyeccidn, respectivamente; K1h, K4h, K24h: grupos
inyectados con quinurenina y sacrificados a las 1, 4 y 24 horas después de la inyeccion,
respectivamente.

Efecto de la quinurenina en el nivel de hierro (Fe) en diferentes tejidos

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y los
grupos que recibieron alguna inyeccion en los tiempos evaluados en el caso del plasma (fig.
7A), el pancreas (fig. 7B), el rifidn (fig. 7D), los eritrocitos (fig. 7F), el musculo (fig. 7G), y la
grasa (fig. 7H); por tanto, la quinurenina no afecta la concentracién de este metal en estos
tejidos. En el caso del plasma, hay una alta variabilidad en las concentraciones de Fe, esto
puede ser debido a que los plasmas presentaban diferentes niveles de hemdlisis,
coincidiendo los valores mas altos con los plasmas que tenian la coloracién mas roja. En el
caso del fémur (fig. 7C) el grupo inyectado con quinurenina y evaluado a las 24 horas
presenta un aumento estadisticamente significativo con respecto al grupo control no

inyectado. Por otro lado, en el higado (fig. 7E) se observa un aumento en la concentraciéon
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del hierro a las 4 horas después de la inyeccién con PBS que fue estadisticamente

significativo.
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Figura 7: Concentracidn de Fe en los diferentes tejidos analizados.

C: grupo control sin inyeccién; C1h, C4h y C24h: grupos inyectados con PBS y sacrificados alas 1,4y
24 horas después de la inyeccion, respectivamente; Kilh, K4h, K24h: grupos inyectados con
quinurenina y sacrificados a las 1, 4 y 24 horas después de la inyeccidn, respectivamente.

Efecto de la quinurenina en el nivel de potasio (K) en diferentes tejidos

En el caso del plasma (fig. 8A) podemos observar que los grupos inyectados con PBS y
quinurenina, y evaluados a las 4 y 24 horas después de la inyeccién, presentan una

disminucion en la concentracién del K que no fue estadisticamente significativa.

Por otro lado, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
control y los grupos que recibieron alguna inyeccién en ninguno de los tiempos evaluados
en el caso del pancreas (fig. 8B), el fémur (fig. 8C), el rifidn (fig. 8D), el higado (fig. 8E), los
eritrocitos (fig. 8F), y la grasa (fig. 8H). Sin embargo, en el caso del musculo (fig. 8G), 24
horas después de la inyeccién de quinurenina hay una disminucién en la concentracion de
llega a ser

este metal con respecto al grupo control que, aunque es pequefia,

estadisticamente significativa.
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Figura 8: Concentracion de K en los diferentes tejidos analizados.

C: grupo control sin inyeccién; C1lh, C4h y C24h: grupos inyectados con PBS vy sacrificados a
las 1, 4 y 24 horas después de la inyeccidn, respectivamente; K1h, K4h, K24h: grupos
inyectados con quinurenina y sacrificados a las 1, 4 y 24 horas después de la inyeccion,
respectivamente.

Efecto de la quinurenina en el nivel de magnesio (Mg) en diferentes tejidos

La inyeccidn de quinurenina provocd una disminucidn en la concentracion plasmatica de
Mg, a las 4 y 24 horas, de manera significativa.

Por otro lado, en el pancreas (9B), el fémur (fig. 9C), el rifidn (fig. 9D), los eritrocitos (fig. 9F),
el musculo (fig. 9G) y la grasa (fig. 9H), la inyeccién de quinurenina no provocé un cambio
significativo en la concentracién de este metal con respecto al grupo control que no se
inyectd. Sin embargo, en el higado (fig. 9E) los grupos inyectados con quinurenina presentan
un aumento significativo en la concentracién de Mg a la 1 y 4 horas después de la inyeccion
pero este efecto no se mantuvo hasta las 24 horas. Curiosamente la inyeccidon de sélo el
vehiculo, PBS, provocd un aumento significativo en la concentracion de Mg a las 4 y 24

horas después de la inyeccidn (fig. 9E).
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Figura 9: Concentracién de Mg en los diferentes tejidos analizados.
C: grupo control sin inyeccién; C1lh, C4h y C24h: grupos inyectados con PBS vy sacrificados a
las 1, 4 y 24 horas después de la inyeccidon, respectivamente; K1h, K4h, K24h: grupos
inyectados con quinurenina y sacrificados a las 1, 4 y 24 horas después de la inyeccion,

respectivamente.
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Efecto de la quinurenina en el nivel de cobre (Cu) en diferentes tejidos

Como se puede observar en la figura 10, los niveles de Cu son bastante bajos en todos los

tejidos. En el caso de los eritrocitos, el fémur y la grasa, las mediciones de Cu estuvieron por

debajo del limite de deteccidn por eso no se muestran. Por otro lado, en el plasma (fig.

10A), el pancreas (fig. 10B), el higado (fig. 10C), el rifidn (fig. 10D) y el musculo (fig. 10E), no

se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y los

grupos que recibieron alguna inyeccién en ninguno de los tiempos evaluados.
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Figura 10: Concentracion de Cu en los diferentes tejidos analizados.

C: grupo control sin inyeccion; C1h, C4h y C24h: grupos inyectados con PBS y sacrificadosalas 1,4y
24 horas después de la inyeccion, respectivamente; Klh, K4h, K24h: grupos inyectados con
quinurenina y sacrificados a las 1, 4 y 24 horas después de la inyeccidn, respectivamente.
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Efecto de la quinurenina en el nivel de calcio (Ca) en diferentes tejidos

Los niveles de Ca fueron bastante bajos en la mayoria de los tejidos, en el caso de los

eritrocitos y la grasa estuvieron por debajo del limite de deteccién, razén por la cual no se

muestran. Por otro lado, en el plasma (fig. 11A), el pancreas (fig. 11B), el fémur (fig. 11C), el

rindn (fig. 11E) y el musculo (fig. 11F) no se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre el grupo control y los grupos que recibieron alguna inyeccién en ninguno

de los tiempos evaluados. Particularmente, en el higado (fig. 11D) se observé un aumento

en la concentraciéon del Ca en el grupo inyectado con quinurenina y evaluado a las 4 horas

después de la inyeccidon, que es estadisticamente significativo con respecto al grupo control

naive.
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Figura 11: Concentracion de Ca en los diferentes tejidos analizados.

C: grupo control sin inyeccién; Clh, C4h y C24h: grupos inyectados con PBS vy sacrificados a
las 1, 4 y 24 horas después de la inyeccidn, respectivamente; K1h, K4h, K24h: grupos
inyectados con quinurenina y sacrificados a las 1, 4 y 24 horas después de la inyeccion,

respectivamente.
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Efecto de la quinurenina en la filtracién renal

En la figura 12 se muestran las concentraciones de creatinina plasmatica de los animales de
cada grupo experimental. Como se puede observar, los niveles de creatinina plasmatica no
variaron de manera significativa después de la administracion de quinurenina, en ninguno

de los tiempos evaluados, con respecto a los grupos controles.
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Figura 12: Niveles de creatinina en el plasma de los animales estudiados.
C: grupo control sin inyeccién; Clh, C4h y C24h: grupos inyectados con PBS y sacrificados a
las 1, 4 y 24 horas después de la inyeccidn, respectivamente; K1h, K4h, K24h: grupos

inyectados con quinurenina y sacrificados a las 1, 4 y 24 horas después de la inyeccion,
respectivamente.

VII. Discusion

Efecto de la quinurenina sobre los niveles de zinc en el organismo

Sobre la regulacién sistémica del hierro, se conoce que el higado secreta la hormona
peptidica hepcidina cuando hay una sobrecarga de hierro o estimulos inflamatorios
(Nemeth et al., 2004). La hepcidina induce la degradacion del exportador de hierro, la
ferroportina, favoreciendo el almacenamiento celular de este metal (Nemeth et al., 2004).
La disminucién del hierro en circulacion da lugar a una reducciéon en la sintesis de
hemoglobina, la cual es detectada por el rifidn y en respuesta secreta la hormona
eritropoyetina. Las células eritroides responden a la eritropoyetina secretando

eritroferrona, que luego actuia sobre el higado para inhibir la sintesis de hepcidina y asi
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restablecer la entrada de hierro en la circulacién sanguinea (Muckenthaler et al., 2017). En
contraste con esto, se desconoce como el organismo detecta la disponibilidad sistémica del
zinc para regular su absorcidén, su almacenamiento y su excrecion. Recientemente se
descubrié que la via de la quinurenina participa en la regulacién sistémica del zinc en
Drosophila melanogaster (Garay et al., 2022). Debido a esto investigamos si la quinurenina
en mamiferos esta implicada en la regulacion sistémica del Zn, promoviendo el almacén de
este metal. Para ello inyectamos ratones con quinurenina (20 mg kg™d™, vehiculo PBS) por
via subcutdnea. Como se puede observar en la figura 6A, la quinurenina provocd una
disminucion significativa de la concentracién plasmdtica de zinc en los ratones que
recibieron la inyeccidn y fueron evaluados 4 horas después de la misma. Curiosamente, el
grupo control que recibié la inyeccién de PBS y se evalué 1 hora después presenta un
incremento muy significativo en la concentracién de Zn plasmatica, lo cual fue inesperado
(fig. 6A). Es bastante frecuente en estudios donde administran algun farmaco, que el PBS
sea utilizado como vehiculo. Hasta donde revisamos no encontramos reportes de efectos
producidos por el PBS sobre los metales o alguin proceso fisiolégico, puesto que al ser una
solucidon tampdén no debe modificar el perfil de expresiéon y el funcionamiento celular
normal. Por tanto, es algo que debemos repetir, ya que un aparente efecto del PBS se
observdé mds de una vez en plasma e higado en diferentes grupos experimentales en varios

metales (fig. 6A, fig. 6E, fig. 7E, fig. 9E).

De acuerdo también con nuestra hipdtesis, observamos un aumento significativo en la
concentracion de Zn en el fémur (fig. 6C) y el higado (fig. 6E), ambos drganos han sido
relacionados con el almacén de este metal. En el caso del fémur (fig. 6C) vimos que el
incremento ocurrié una hora después de la inyeccidén y se mantuvo hasta 24 horas después
de la misma. En el caso del higado (fig. 6E) el aumento ocurrid a las 4 horas y no se mantuvo
24 horas después de la administracion. Se ha reportado, que algunos tejidos blandos como
el higado pueden acumular Zn, pero estos sumideros son limitados y, por lo tanto, se agotan
con bastante rapidez (Brugger & Windisch, 2019; Wilhelm Windisch, 2003). Sin embargo, el
hueso sirve como almacenamiento de Zn tanto a corto como a largo plazo (Wilhelm
Windisch, 2003). En el caso del rifidn se observa una disminucién de la concentracion de Zn
a las 24 horas quizas como mecanismo compensatorio por la disminucion plasmatica de este

metal y el hecho de que parece estar almacendndose en el fémur.
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Efecto de la quinurenina sobre los otros metales evaluados

Medimos otros metales a modo de control, para que, en el caso de observar algun efecto de
la quinurenina en la concentracién del zinc, saber si era un efecto especifico o no. En el caso
del plasma podemos observar que hay una disminucién en el hierro (fig. 7A), aunque no es
significativa, y que los datos presentan una alta variabilidad la cual puede deberse a que los
plasmas presentaban distinto grado de hemdlisis, coincidiendo los valores mas altos de
concentracion de hierro con los plasmas que tenian la coloracion mas roja, lo cual
ciertamente afecta la estadistica y la interpretacién de los resultados. En el caso del fémur el
hierro subié de manera estadisticamente significativa a las 24 horas después de la inyeccion
(fig. 7C), sin embargo, no sabemos de dénde pudo venir ese hierro, ya que en ningun tejido
se produce una disminucidn estadisticamente significativa que lo pueda explicar, aunque no

podemos descartar que provenga de la circulacion sanguinea.

En la concentracién plasmdtica de magnesio vemos una disminucion significativa a las 4 y 24
horas después de la administracion de quinurenina (fig. 9A); y que aumento en el higado en
los grupos administrados con PBS a las 4 y 24 horas (fig. 9E), asi como también en los grupos
administrados con quinurenina y evaluados a las 1 y 4 horas después de la inyeccion, sin
embargo, es vdlido destacar que el mayor efecto se produce por la quinurenina a las 4 horas
(fig. 9E). No encontramos en la literatura antecedentes sobre estas observaciones. Lo que si
se ha visto es que una deficiencia de magnesio provoca un aumento en la concentracién
plasmatica de quinurenina (Garcia-Lopez et al., 2009; Grimaldi, 2002). Debido a que la
enzima quinureninasa, que descompone la quinurenina a acido antranilico (fig. 3), requiere
magnesio y fosfato de piridoxal, y su actividad disminuye en la deficiencia de magnesio
(Shibata et al., 1991). Ademas, la quinureninasa tiene una alta expresién en los hepatocitos

(segun el Human Protein Atlas: www.proteinatlas.org ), quizds por eso al aumentar la

guinurenina plasmatica favorecié al aumento en la concentracidon de magnesio en el higado,
para garantizar el correcto funcionamiento de esta enzima. Sin embargo, al verse un efecto

también después de la inyeccién de PBS, los resultados se vuelven dudosos.

Por otro lado, en el potasio se observé una ligera disminucién, aunque significativa
estadisticamente, en el musculo, a las 24 horas después de la administraciéon de
quinurenina. Y el Ca aumentd en el higado en el grupo experimental inyectado con

guinurenina y evaluado a las 4 horas.
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Resumiendo, tenemos que, en el plasma se observé una disminucidon estadisticamente
significativa como resultado de la administracion por via subcutanea de quinurenina en los
metales zinc y magnesio. En el caso del zinc el efecto fue a las 4 horas y en el caso del
magnesio el efecto comenzé a las 4 horas y se mantuvo 24 horas después de la inyeccién.
Por tanto, parece que un aumento de la quinurenina plasmatica no afecta de manera
exclusiva al zinc. Pudiera ser que la quinurenina esté provocando una activacién del sistema
inmunoldgico a través del receptor AhR y como consecuencia se esté afectando mas de un
metal, principalmente Zn y Mg, ambos muy importantes en la respuesta inmunitaria (Keen
& Gershwin, 1990; Nielsen, 2018; Trapani et al., 2022; Verschelden et al., 2021; Vogel-

Gonzdlez et al., 2021).

En el caso de los tejidos, el higado fue el érgano con mds cambios, donde aumenté zing,
hierro, magnesio y calcio. Sin embargo, para hierro el Unico incremento significativo, fue el
grupo inyectado con PBS a las 4 horas, por tanto, no podemos hablar de un efecto de la
quinurenina en este érgano para este metal. Y en el caso del magnesio en higado el
aumento se observé con la administracion de PBS y quinurenina, lo cual no nos permite

saber si es un efecto real o no.

En el fémur los resultados son mas claros, se observé un aumento en hierro a las 24 horas y
un aumento en zinc a la una hora tras la inyeccidon de quinurenina. El aumento de zinc se

mantuvo hasta 24 horas después de la administracion.
En el musculo sélo cambid el potasio.

En el resto de los tejidos no se observaron cambios significativos tras la inyeccién de la

quinurenina.

Y en el cobre no se observaron cambios en ningln tejido.
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Efecto de la quinurenina en la filtracién renal

Aunque la mayoria de los procesos metabdlicos de la quinurenina ocurren en el higado, la
eliminacién ocurre principalmente en los rifiones a través de la orina (Marszalek-Grabska et
al., 2021). Por tanto, para comprobar la bioseguridad de la dosis administrada de
guinurenina, medimos la concentracién de creatinina plasmatica. Ya que la concentracién
de creatinina plasmatica es inversamente proporcional a la tasa de filtracion glomerular.
Como se observa en la figura 12, los niveles de creatinina plasmatica no variaron de manera
significativa tras la administracion de quinurenina, en ninguno de los tiempos evaluados,
con respecto a los grupos controles. Por tanto, podemos decir que la quinurenina no afecto
la filtracion renal de los animales, lo cual es indicativo de un funcionamiento renal adecuado

y que la dosis de quinurenina empleada es segura para los rifones.

VIlIl. Conclusiones

La administracion de quinurenina afecté la concentracién de zinc en el organismo,
provocando una disminucién del zinc circulante y favoreciendo su almacenamiento en el
fémur y el higado. Sin embargo, el efecto no parece ser exclusivo, debido a que, un efecto

similar se observé en magnesio y hierro.
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IX. Perspectivas

Para continuar dilucidando el efecto de la quinurenina en la regulacién del zinc,
proponemos: cuantificar los niveles de interleucina-6 en el plasma de los ratones para ver si
la inyeccion de quinurenina provoca la activacién del sistema inmunolégico, debido a que la
activacion del sistema inmunolégico puede influir en los niveles plasmaticos del zinc y de
otros metales; aumentar la dosis de quinurenina para ver si se hace mds evidente su efecto
sobre la concentracidon de algunos de los metales estudiados; repetir los experimentos
utilizando un vehiculo diferente (solucién salina) para la inyeccidon de quinurenina y ver si se
mantiene el efecto sin el “ruido” causado por el PBS. Todo lo anterior sera de ayuda para
esclarecer si la quinurenina funciona como un modulador de la homeostasis sistémica del

zinc como nuestros datos sugieren.
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