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Resumen
El zinc es el segundo ion metélico de transicibn 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 correcto
plegamiento y/o funcion. A pesar de la reconocida importancia del zinc en la
fisiologia, la regulacion sistémica de este metal sigue siendo desconocida.
Recientemente, se inform6 que la via de la quinurenina, una ruta de degradacién
del triptéfano participa en la regulacion sistémica del zinc en Drosophila
melanogaster. Por ello, en este estudio se explora si esta observacion en la mosca
es aplicable a un modelo animal de mamiferos. El objetivo principal de este estudio
fue evaluar el papel de la quinurenina (tanto exdgena, como enddgena) en la
regulacion de los niveles sistémicos de zinc en el raton. Para ello, inyectamos
ratones macho C57BL/6 con quinurenina, PBS o simplemente realizamos el
pinchazo subcutaneo, segun el grupo experimental. Posteriormente, los ratones
fueron sacrificados y se obtuvieron muestras de plasma e higado, en las cuales se
determind la concentracion de zinc mediante ICP-OES. Se avanzo en la
estandarizacion de la cuantificacion de quinurenina por FT ICR-MS y se cuantifico
guinurenina mediante un ensayo de ELISA. Se observo que el estrés del pinchazo
producido por la inyeccidén provoca un aumento del zinc plasmatico, aumento que
no se produce cuando se administra una dosis de quinurenina de 20 mg/kg.
Ademas, cuando la quinurenina esta elevada en plasma, se favorece un

almacenamiento proporcional de zinc en el higado.



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 the
binding of 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
remains unknown. Recently, it was reported that the kynurenine pathway, a
tryptophan degradation route, participates in the systemic regulation of zinc in
Drosophila melanogaster. Therefore, in this study, we questioned whether this
observation in the fly is applicable to a mammalian animal model. The main objective
of this study was to evaluate the role of kynurenine (both exogenous and
endogenous) in regulating systemic zinc levels in mice. For this purpose, we injected
male C57BL/6 mice with kynurenine, PBS, or simply performed the subcutaneous
prick, depending on the experimental group. Subsequently, the mice were sacrificed,
and plasma and liver samples were collected, in which zinc concentration was
determined by ICP-OES. Progress was made in the standardization of kynurenine
guantification by FT ICR-MS, and kynurenine was quantified using an ELISA assay.
It was observed that the stress of the prick caused by the injection induces an
increase in plasma zinc, an increase that does not occur when a dose of 20 mg/kg
of kynurenine is administered. Furthermore, when kynurenine is elevated in plasma,

it promotes a proportional storage of zinc in the liver.



Introduccion
Los metales traza o micronutrientes inorganicos desempefian un papel crucial en la

biologia, siendo el hierro (metal de transicién) un ejemplo destacado al formar parte
esencial de la hemoglobina. El segundo metal de transicion mas abundante,
encontrado en alrededor del 10 % de las proteinas, es el zinc. La asociacién del i6n
metalico con diversas proteinas es fundamental para sus funciones estructurales,
cataliticas. Ademas, el zinc funciona como mediador de sefiales, en la regulacion y
ejecucioén de procesos bioldgicos, lo que subraya la importancia del zinc en el marco

de la fisiologia celular y molecular (Kambe et al.,2015).

El zinc desempefia un papel crucial en el ciclo celular, contribuyendo a la regulacion
precisa de las fases celulares. Es conocido que inhibe a enzimas como la caspasa
9, regulando de esta manera la apoptosis (Huber y Hardy, 2012). Ademas, la
sefalizacion de zinc se ha relacionado con el factor de transcripcion Snail en la
migracion celular y la transicion epitelial-mesenquimatosa de las células de pez
cebra (Hirano et al., 2008; Yamashita et al., 2004), para dar algunos ejemplos de

sus multiples funciones en sistemas biologicos.

A nivel genético, el zinc es un regulador clave, participando en la modulacion de la
expresion génicay, por ende, influyendo en la respuesta celular a estimulos internos
y externos. Un ejemplo son los dedos de zinc que son extremadamente abundantes
en eucariotas superiores. Antes considerados exclusivamente como motivos de
unién especifica al ADN, se sabe ahora que los dedos de zinc tienen actividades
adicionales, como el reconocimiento de ARN y otras proteinas (Gamsjaeger et al.,
2007; Krishna et al., 2003).

Asimismo, se ha establecido la contribuciéon esencial del zinc en el metabolismo de
nutrientes, facilitando procesos metabdlicos cruciales para la obtencion de energia
y la sintesis de biomoléculas. Tal es el caso de la carboxipeptidasa pancreatica
(Maret, 2013). Reconocer y mantener niveles optimos de zinc durante las fases
tempranas del desarrollo embrionario es crucial para garantizar la formacion
adecuada de estructuras y la viabilidad del organismo en desarrollo. Por ejemplo, la

“zinc spark”; esta consiste en una expulsion de zinc de los ovocitos, necesario para



la transicion de huevo a embrién (Kim et al., 2011). La acumulacion de zinc en
compartimentos subcelulares se encuentra en procesos especificos; por ejemplo,
se importan grandes cantidades de zinc y se localizan en los granulos corticales de
los ovocitos durante la maduracion meidtica desde la profase | hasta la metafase
(Kim et al., 2011; Kong et al., 2011; Que et al., 2015), lo cual es necesario para la

detencion del crecimiento después de la primera division mei6tica (Kim et al., 2011).

Se ha destacado el papel del zinc en el desarrollo del sistema nervioso, subrayando
su influencia en la neurogénesis y la funcién neuronal. Se conoce que el zinc se
almacena selectivamente en las vesiculas presinapticas de un tipo especifico de
neurona, que se encuentra principalmente en la corteza cerebral de mamiferosy en
las llamadas fibras muzgosas del giro dentado del hipocampo. Estas neuronas
liberadoras de zinc también liberan glutamato y, por lo tanto, se ha propuesto el
término 'gluzinérgico’ para describirlas (Frederickson, 1989; Frederickson y Bush,
2001). La mayoria de las neuronas liberadoras de glutamato y zinc tienen sus
cuerpos celulares en la corteza cerebral o en las estructuras limbicas (amigdala y
septo) del prosencéfalo (Slomianka et al., 1990). Por lo tanto, el sistema neuronal
liberador de glutamato y zinc comprende una vasta red asociativa cortical-limbica
gue une funciones limbicas y cerebrocorticales. El zinc parece modular la
excitabilidad general del cerebro a través de sus efectos en los receptores de
glutamato y probablemente de acido gamma-aminobutirico (GABA) (Smart et al.,
1994), y también se cree que es importante en la plasticidad sinaptica (Li et al.,
2001; Brown et al., 2002). También en la literatura hay evidencias que implican
sefiales de zinc en la fisiopatologia del dafio cerebral agudo y enfermedades

degenerativas del cerebro (Frederickson et al., 2005).

Por dltimo, se ha documentado su impacto en el desarrollo del sistema
inmunoldgico, siendo un factor determinante en la maduracién y funcién efectiva de
las células del sistema inmune. Numerosos resultados de modelos animales han
confirmado que la deficiencia de zinc induce atrofia timica y linfopenia, compromete

las respuestas celular y mediada por anticuerpos, y resulta en tasas de duracion de



infeccién aumentadas (Fraker y King, 2004). Los niveles y la distribucién intracelular
de zinc han sido investigados utilizando sondas para visualizar el zinc labil, que
permiten la visualizacion de distintos depoésitos de zinc en células relacionadas con
alergias. Por ejemplo, los grénulos de las células de mastocitos fluorescen
intensamente con zinquin (Ho et al.,, 2004). Las células epiteliales de las vias
respiratorias también son ricas en zinc (Truong-Tran et al., 2000). Ademas, el zinc
se encuentra en la matriz intracelular y extracelular y se acumula en los tejidos
cutaneos después de una lesion (Lansdown et al., 2007). Ademas, el zinc acelera

la cicatrizacion de heridas y el proceso de reepitelizacion (Lansdown, 1996).

Por lo anteriormente expuesto, es importante regular la homeostasis fisiol6gica del
zinc. En el organismo adulto humano alberga en su interior aproximadamente de 2
a 3 gramos de zinc. La mayor parte de este zinc, alrededor del 60%, se almacena
en el musculo esquelético, mientras que aproximadamente el 30% se encuentra en
los huesos. En menor proporcion, alrededor del 5%, se distribuye entre el higado y
la piel, y el restante 2-3% se localiza en otros tejidos (Jackson et al., 1989) (Figura
1). En cuanto al zinc en el suero, representa solo cerca del 0.1% del total de zinc en
el cuerpo. De este porcentaje, aproximadamente el 80% esta débilmente ligado a la
albumina, mientras que el restante 20% esta fuertemente ligado a la o2-
macroglobulina (Barnett et al., 2013; Reyes, 1996) Respecto al aporte diario,
alrededor del 0.1% del zinc corporal se repone mediante la dieta. La absorcion de
zinc en el duodeno y el yeyuno esta meticulosamente regulada, incrementandose
hasta un 90% en situaciones de deficiencia dietética de zinc (Taylor et al., 1991).
En contraste, la liberacion de zinc en caso de exceso se facilita a través de la
secrecion gastrointestinal, la descamaciéon de células mucosas e integumento, y la
excrecion renal (Hambidge y Krebs, 2001; Krebs, 2013). Se destaca la notable
capacidad de los seres humanos para regular el contenido total de zinc en el cuerpo,
incluso ante cambios en la ingesta de hasta diez veces (King et al., 2000). Sin

embargo, como se logra tal regulacion homeostatica no esta descrito hasta la fecha.
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Figura 1. Esquema de la distribucién de zinc en el cuerpo. El zinc de la dieta se absorbe en el
intestino delgado (duodeno y yeyuno) y luego se distribuye a los tejidos periféricos.
Aproximadamente el 60% del zinc se almacena en el musculo esquelético, un 30% en los
huesos, y un 5% se almacena en el higado y la piel. El porcentaje restante se distribuye en
otros tejidos como el cerebro, el rifién y el pancreas. El exceso de zinc se elimina a través de

la secrecion gastrointestinal, la descamacion de las células mucosas y la piel. Ladistribucién



de zinc en el cuerpo esté controlada de manera elaborada mediante la regulacién coordinada

de transportadores ZnT y ZIP. Tomado de Kambe et al., 2015 Physiological Reviews.

Relacion entre la via de las quinureninas y el zinc
Cabe destacar que, en la década de 1980 Gary Evans, establecié que la presencia

de triptéfano en la dieta de roedores o seres humanos ocasiona un aumento
significativo en la retencion por parte del intestino de zinc (Evans, 1980). A pesar
del efecto que documentd, Evans no logré elucidar la conexion fisioldgica entre el
aminodcido y el ion metalico. Recientemente, se ha descubierto que la via de la
quinurenina (Figura 3), una ruta de degradacion del triptéfano desempefia un papel
crucial en la regulacion sistémica del zinc en Drosophila melanogaster (Garay et al.,
2022). En particular, se observé que la quinurenina liberada de los cuerpos grasos
de estos insectos induce la formacion de granulos de almacenamiento de zinc en
los tubulos de Malpighi (equivalentes a los rifiones en mamiferos). Mediante
técnicas como la absorcion de rayos X de alta energia y resonancia magnética
nuclear, entre otras, se demostré que el zinc se almacena en complejo con 3-
hidroxiquinurenina y en menor medida con acido xanturénico en depositos

intracelulares (Garay et al., 2022).

Via de las quinureninas
La via de kynurenina (KP, por sus siglas en inglés) existe principalmente en el

higado, que contiene todas las enzimas necesarias para la sintesis de NAD+ a partir
de Trp y es responsable de aproximadamente el 90% de la degradacion total de Trp
bajo condiciones fisiolégicas normales. La KP también existe fuera del higado, pero
su contribucién a la degradacién de Trp es normalmente menor (5%-10%), aunque
se vuelve mas significativa cuantitativamente bajo condiciones de activacion
inmunoldgica. La KP extrahepatica no incluye todas las enzimas de la via, lo que
determina qué intermediarios se producen y, por ende, el tipo de modulacién
funcional que resulta. Un esquema de la KP se presenta en la Figura 3. De manera
general, el triptéfano se convierte en N'-formilquinurenina (NFK) por la accion de la
triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO) principalmente en el higado, o de la indoleamina
2,3-dioxigenasa (IDO; EC 1.13.11.17) extrahepaticamente. La N'-formilquinurenina

es luego hidrolizada a quinurenina (Kyn) por la NFK formamidasa (FAM). La



quinurenina se metaboliza principalmente por hidroxilacion a 3-HK por la K
hidroxilasa (K monooxigenasa [KMO]), seguida de la hidrolisis de 3-HK a 3-HAA por
la quinureninasa. Esta Udltima enzima también puede hidrolizar la K a &cido
antranilico (AA). Tanto la K como el 3-HK también pueden ser transaminados a KA

y &cido xanturénico (XA) por la K aminotransferasa (KAT) (Xue et al. 2023).
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Figura 2: Vias de degradacion del triptéfano, en centro y de color azul la via de las
guinureninas, que ocurre en varios érganos del cuerpo humano. La via de la izquierda es de
bacterias entéricas y la de la derecha esté relacionada a la produccién en mamiferos de

neurotransmisores. Tomado de Xue et al., 2023, Cell Metabolism.

Modulacion de la via de las quinureninas
En 1987 Nakamura y colaboradores reportaron que la induccion de TDO por

glucocorticoides en cultivos primarios de hepatocitos adultos de rata se ve
potenciada por el glucagén, pero inhibida por la insulina y la adrenalina, todos los
cuales actuan a nivel transcripcional. Sin embargo, en hepatocitos cultivados, el
glucagoén incrementa la actividad de TDO en la etapa de traduccion siempre que
haya Trp presente para restaurar la actividad disminuida a los niveles observados

en células recién aisladas, y este aumento parece ser sinérgico con el de los
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glucocorticoides, sugiriendo asi diferentes mecanismos de accién. Por lo tanto, el
glucagén parece ejercer un efecto permisivo en la induccion de TDO por

glucocorticoides y actuar adicionalmente en presencia de Trp (Badawy, 2017).

Cuantificacion de la quinurenina
El estudio de los metabolitos del triptéfano, como la quinurenina, en muestras

biolégicas requiere de métodos analiticos sofisticados y precisos. En este contexto,
el método utilizado fundamentalmente es la cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC). Uno de los desafios iniciales en el andlisis de quinurenina es la eliminacion
eficiente de proteinas de la muestra bioldgica. Esto se logra de diversas maneras
puede ser mediante el uso de &acidos como el acido perclérico (PCA), el acido
tricloroacético (TCA) o bien sea mediante precipitaciones con metanol o acetonitrilo.
Estos compuestos desnaturalizan las proteinas, lo que provoca su precipitacion
cuando se mezclan con la muestra. Posteriormente, la mezcla se somete a
centrifugacion para separar las proteinas precipitadas de los metabolitos solubles

en el sobrenadante, como la quinurenina y el triptéfano.

Después de la preparacion de la muestra, los metabolitos de interés, incluida la
quinurenina, se separan y cuantifican utiizando HPLC. Para la deteccién, se
emplean diversos sistemas, incluyendo deteccion por absorbancia UV,
fluorescencia, métodos electroquimicos o espectrometria de masas (MS). Cada uno
de estos métodos tiene sus ventajas y desventajas en términos de sensibilidad,
selectividad y complejidad analitica. Por ejemplo, mientras que la HPLC-UV es
atractiva para aplicaciones clinicas por su simplicidad y accesibilidad, su
selectividad puede verse comprometida por la presencia de compuestos enddégenos
en las muestras bioldgicas; a pesar de ello es el mas ampliamente utilizado. En
contraste, la MS ofrece una alta sensibilidad y selectividad, permitiendo la
identificacion precisa de la quinurenina basada en sus masas moleculares unicas.
Sin embargo, su implementacion puede requerir equipo mas especializado y
experiencia técnica; ademas que los métodos reportados hasta el momento
requieren de un paso previo de simplificacion de las mezclas por HPLC.

Evidenciando de esta manera, la necesidad de seguir trabajando en la
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estandarizacion y la inclusion de nuevos métodos para la deteccion y cuantificacion

de quinurenina y los metabolitos de esta via (Sadok et al., 2017).

Espectrometria de masas de ultra alta resolucion con

resonancia en el ciclotréon FT ICR MS
El espectrometro de masas por resonancia ciclotronica de iones con transformada

de Fourier (FT-ICR MS) es una técnica avanzada que permite analizar la masa de
iones con alta precision y resolucion. Su funcionamiento se basa en la manipulacion
de iones en un campo magnético uniforme. Cuando los iones cargados se
introducen en este campo, se mueven en trayectorias circulares debido a la fuerza
de Lorentz. La frecuencia de esta trayectoria, conocida como frecuencia
ciclotrénica, depende de la masa y la carga del ion, asi como de la intensidad del
campo magnético. Para detectar esta frecuencia, los iones son excitados mediante
un campo eléctrico de radiofrecuencia resonante, lo que hace que todos los iones
de una masa especifica se muevan de manera coherente. Esta coherencia espacial
permite que la sefial de los iones sea detectada como una corriente inducida en
electrodos opuestos. La sefial detectada en el dominio del tiempo se convierte en
un espectro de masas mediante la transformada de Fourier, permitiendo la
identificacion de los iones presentes en la muestra. La técnica FT-ICR MS destaca
por su alta resolucion y precision en la medicion de masas, lo que la hace
especialmente atil en la identificacion de compuestos complejos. Ademas, la
posibilidad de resolver mezclas sin la necesidad de un paso previo de separacion

del analito de interés (Marshall et al., 1998)

Antecedentes directos:
Segun los resultados obtenidos por Orama en el 2023: la administracion Unica de

20 mg/kg de quinurenina provoco una disminucion de la concentracion plasmatica
de Zn a las 4 horas, de manera estadisticamente significativa. Por otro lado, una
hora después de la inyeccion de PBS se observo un aumento considerable de los
niveles de Zn. Este aumento no se esperaba y no se encontré algo al respecto en

la literatura.
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La inyeccion de quinurenina no afectd la concentracion de zinc de manera
significativa en el pancreas (fig. 3B), los eritrocitos (fig. 3F), el masculo (fig. 3G) y la
grasa (fig. 3H) en ninguno de los tiempos evaluados. En el caso del fémur (fig. 3C)
podemos observar que la inyeccién de quinurenina a la una hora provocd un
aumento significativo en la concentracion de zinc en este hueso, que se mantuvo
24 horas después de dicha inyeccién. Por otro lado, en el rifién (fig. 3D) se aprecia
que a las 24 horas la inyeccién de quinurenina provoca una disminucién en los
niveles de este metal, en este 6rgano. En el caso del higado (fig. 3E) tenemos que
la quinurenina provoco un aumento a las 4 horas en la concentracion de Zn, en este
organo también se observa un aumento de la concentracion de Zn, 24 horas

después de la inyeccion de PBS (Orama, 2023).
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Figura 3. Concentracion de Zn en los diferentes tejidos analizados. C: grupo control sin
inyeccién; Clh, C4h y C24h: grupos inyectados con PBS y sacrificados alas 1, 4y 24 horas
después de la inyecciéon, respectivamente; Klh, K4h, K24h: grupos inyectados con
quinurenina y sacrificados a las 1, 4 y 24 horas después de la inyeccién, respectivamente.
Tomado de Orama, 2023.

Efecto del estrés en los animales de laboratorio
Dado los novedosos resultados obtenidos por Orama, 2023, en el cual reporta que

una inyeccion del vehiculo PBS provoca un aumento en los niveles de zinc
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plasmaticos. A raiz, se propuso revisar la literatura acerca de los efectos que tienen
los procedimientos utilizados frecuentemente en investigacion con ratones de
laboratorio. Un estudio comparé practicas comunes, evaluando su impacto en el
bienestar animal mediante parametros de estrés fisioldgico y conductual, incluyendo
niveles de corticosterona, como parametro indicador de estrés. Se encontrd que el
muestreo de la vena facial y el seno retrobulbar causaba mayores incrementos en
los niveles de corticosterona plasmética y fecal, estos hallazgos contribuyen a la
hip6tesis de que en tratamientos en los que el animal es punzado por una aguja,
este estimulo aversivo provoca un aumento en sus niveles de estrés (Meyer et al.
2020).

Problema: se desconoce cémo el organismo detecta la disponibilidad sistémica

del zinc para regular su absorcidn, su almacenamiento y su excrecion.

HipéteSiSZ Un aumento de la quinurenina plasmatica (exdégena o enddgena)

provoca una disminucion del zinc en la circulacidon sanguinea y favorece su

almacenamiento en los tejidos del raton.

ObjetiVO general: Evaluar el papel de la quinurenina (tanto exdgena, como

enddgena) en la regulacion de los niveles sistémicos de zinc en el raton.

Objet|vos especificos:
Establecer el método de cuantificacion de quinurenina mediante FTICR MS.

« Evaluar si la inyeccion de quinurenina regula los niveles de Zn sistémico en

el raton.

« Medir quinurenina en el plasma mediante ELISA.

Materiales y Métodos

Animales y condiciones experimentales
Se emplearon ratones macho de la cepa C57BL/6, de 8 semanas, alojados en jaulas

de acrilico y con acceso libre al agua y al alimento. Estos animales se mantuvieron
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en un entorno con condiciones controladas de temperatura (23 °C) y humedad (50

%), con ciclos regulares 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
determinacién del volumen de inyeccion que se les debia administrar de la solucién
de quinurenina.

Segun el grupo, se les administré 100 uL de tampon fosfato salino (por sus siglas
en inglés, PBS, de phosphate buffered saline) o quinurenina (20 mg kg—1, vehiculo
PBS) por via subcutédnea. Utilizamos un PBS comercial de la marca Sigmay la L-
quinurenina (K-826) de Sigma. La solucion se preparo el mismo dia del experimento
y posteriormente se esterilizo por filtracion. Los grupos experimentales son:

-C (naive): grupo control experimental que no recibié ninguna inyeccion (n = 5).

-C inyeccidn-1h: grupo que solo se inyectd, sin vehiculo y se sacrificd una hora
después, para distinguir entre el proceso de inyeccion y cualquier actividad del
vehiculo inyectado (n = 5).

-PBS-1h: grupo experimental que se inyecto con PBS y se sacrificé 1 hora después
de lainyeccion (n = 4).

-PBS-4h: grupo experimental que se inyecto con PBS y se sacrifico 4 horas después
de lainyeccion (n = 4).

-PBS-24h: grupo experimental que se inyectdé con PBS y se sacrificO 24 horas
después de la inyeccién (n = 3).

-Kyn-1h: grupo experimental que se inyecté con quinurenina y se sacrifico 1 hora
después de la inyeccién (n = 3).

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

-Kyn-24h: grupo experimental que se inyectd con quinureninay se sacrificd 24 horas

después de la inyeccién (n = 3).
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Cuantificacion de los metales ICP-OES
La cuantificacion de los niveles de metales se realiz6 en los animales de cada grupo

experimental después de su respectivo tratamiento. Para ello, los animales fueron
anestesiados con isoflurano (nivel de oxigeno = 2 unidades, nivel de isoflurano para
induccién = 3 unidades y 1.5 unidades para mantenimiento) y sacrificados mediante
puncién cardiaca. Se extrajeron diferentes tejidos/6rganos de cada animal,
incluyendo higado, rifion, fémur y musculo. La sangre fue centrifugada (2000 gs,

40°C, 15 min) para obtener plasma y eritrocitos por separado.

El higado, rifidén, fémur y masculo se liofilizaron durante 48 horas. Posteriormente,
se tomaron tres muestras de cada tejido de cada animal, las cuales se pesaron y
clasificaron para su posterior digestion. Para la digestion, a cada muestra se le
afiadio 1 mL de acido nitrico Fluka Trace al 65%, y se llevo a cabo en el sistema de
digestion de microondas MARS 6 CEM a 200 °C durante 15 minutos. Las muestras

digeridas se aforaron a 5 mL con agua miliQ.

En el caso del plasma, se tomaron tres alicuotas de 20 pyL de cada animal de cada
grupo, a las cuales se les afadié 200 uL de acido nitrico Fluka Trace al 65%. La
digestion se realiz6 en un horno a 66 °C durante 24 horas, y luego se les adiciono

800 pL de agua miliQ a las muestras digeridas.

Aunque el zinc fue el metal de interés principal, se analizaron otros elementos (K,
Ca, Mg, Fe, Cuy Zn) para evaluar la especificidad de cualquier efecto en el zinc. La
concentracion de estos metales se determind por triplicado en cada muestra
utilizando espectroscopia de emision optica por plasma de acoplamiento inductivo
(ICP-OES) con el equipo Optima 8300 (PerkinElmer). Se calcularon promedios y

desviaciones estandar para cada muestra obtenida.

Protocolo de ELISA para la determinacion de Quinurenina en

plasma de ratones
Para la recoleccion de plasma, se utilizé6 Heparina como anticoagulante. Las

muestras se centrifugaron durante 15 minutos a 2000xg a una temperatura de 4°C
dentro de los 30 minutos posteriores a la recoleccion. Se recolecto el sobrenadante

y se realizd el ensayo inmediatamente, evitando hemdlisis y muestras con alto
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contenido de colesterol. Todos los reactivos, muestras y estandares se prepararon
segun las instrucciones indicadas. El protocolo del ensayo comenzé con el lavado
de la placa dos veces con Solucion de Lavado 1X antes de agregar los estandares,
muestras y controles en los pocillos correspondientes. Se afiadieron 50 ul de cada
estandar o muestra en los pocillos apropiados y, de inmediato, se agregaron 50 pl
de la Solucion de Trabajo de Anticuerpo Biotinilado en cada pocillo. La placa se
cubrié con el sellador proporcionado y se golped suavemente para asegurar una
mezcla completa, incubando durante 45 minutos a 37°C. Después de esto, se
descart6 la solucién y se lavo tres veces con Solucion de Lavado 1X, llenando cada
pocillo con 350 ul de Buffer de Lavado utilizando una pipeta multicanal o lavador
automatico. Se dej6 en remojo durante 1-2 minutos, retirando luego todo el liquido
residual de los pocillos por aspiracion. Tras el ultimo lavado, se retiré cualquier
Buffer de Lavado restante por aspiracion o decantacion, golpeando la placa sobre
papel absorbente u otros materiales absorbentes. Luego, se afiadieron 0.1 ml de la
solucion de trabajo SABC (HRP-Streptavidin Conjugate dilution buffer) en cada
pocillo, se cubrio la placa e incubé a 37°C durante 30 minutos. Se descart6 la
solucion y se lavo cinco veces con Solucién de Lavado 1X como en el paso anterior.
Posteriormente, se afnadieron 90 ul de sustrato TMB en cada pocillo, se cubrié la
placa e incub6 a 37°C en la oscuridad durante 15-30 minutos, observando
tonalidades de azul en los primeros 3-4 pocillos al final de la incubacion. Finalmente,
se afiadieron 50 ul de Solucion de Parada a cada pocillo y se ley6 el resultado a 450

nm dentro de los 20 minutos siguientes.

Resultados

Cuantificacion de quinurenenina por espectrometria de masas
FTICR MS

Para cuantificar la quinurenina, se evaluo la sensibilidad del equipo para detectar la
molécula de interés. Las muestras se analizaron mediante espectrometria de masas
en un FT ICR-MS Solarix Bruker. Los resultados de la cuantificacion fueron
procesados con el software MetaboScape de Bruker. Primero, se realizaron

diluciones seriadas de quinurenina en metanol para identificar el limite de deteccion,

17



la cual determiné que el nivel de deteccion mas bajo sin realizar ningan tratamiento
a la muestra es de 0.125 ppm, equivalente a 0.6 pM (Figura 4). Este nivel de
deteccion es similar a lo que normalmente se encuentra en el plasma, en el orden
de los puM (de Jong et al., 2009). Por ello, se propone realizar una curva en una

matriz similar -en este caso SFB- a la matriz de interés (plasma).
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Figura 4: Espectros utilizados para determinar el limite de deteccion de quinurenina en
metanol. En el eje x se muestran lam/zy en el ejey la intensidad del espectro en unidades
arbitrarias.

Esta curva en SFB, al cual se le afiadieron concentraciones conocidas de
quinurenina, mostré que el nivel de deteccion mas bajo sin realizar ningun
tratamiento a la muestra es de 1 ppm, equivalente a 4.8 uM (Figura 5). Este nivel
de deteccion no es lo suficientemente sensible para la deteccidn y cuantificacién de
la quinurenina, que normalmente se encuentra en el plasma en el orden de los 2 uM

(de Jong et al., 2009). Por ello, se propone una precipitacion proteica para aumentar
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el limte de deteccibon de Ila molécula (Gowda vy Raftery, 2014).
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Figura 5: Espectros de SFB donde se observa el aducto M-H. De arriba hacia abajo 1ppm, 10
ppm y 100 ppm. En el eje x se muestran la m/z y en el eje y la intensidad del espectro en

unidades arbitrarias.

Con ese proposito, se inicia el proceso realizando una precipitacion proteica en una
alicuota de 50 uL de SFB (con concentracion de quinurenina afiadida conocida) o
de plasma (de ratén) afladiendo metanol grado HPLC de Sigma en una proporcion
de 1:2 al volumen de la muestra de interés. La siguiente etapa consiste en incubar
la mezcla a una temperatura de -20 °C durante 20 minutos. Posteriormente, se
procede a la centrifugacion a 11,000 rpm a una temperatura de 4 °C durante 30
minutos. Con precaucion, se recoge el sobrenadante, evitando la capa de proteinas
precipitadas en el fondo del tubo. Al sobrenadante se le afiadié 10 puL de acido
férmico al 88 % para favorecer el aducto M+H, luego se analizé por espectrometria
de masas en un FT ICR-MS Solarix Bruker. Los resultados de la cuantificacion
fueron procesados con el software MetaboScape de Bruker. En la figura 6 se
muestran los espectros que se utilizaron para realizar la curva de quinurenina en
SFB, mientras que en la figura 7 se muestra la curva. Como se aprecia, con este
protocolo bajé considerablemente el nivel de deteccidén de la quinurenina en SFB
(0.1 ppm, equivalente a 0.48 uM). Sin embargo, con este protocolo no se detecto la

quinurenina en los plasmas experimentales, o que parece indicar que el rango de
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concentraciones en los plasmas experimentales est4 por debajo del limite de

deteccion del instrumento  bajo estas condiciones  (Figura  8).
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Figura 6: Espectros utilizados para realizar la curva de quinurenina en SFB precipitado con
metanol, se resalta el pico de m/z= 209.09, correspondiente al aducto M+H. Las
concentraciones son de arriba hacia abajo 1ppm, 0.75ppm, 0.6ppm, 0.4ppm, 0.25ppm, 0.1ppm.

En el eje x se muestran lam/zy en el ejey laintensidad del espectro en unidades arbitrarias.
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Figura 8: Espectros de plasmas de ratén donde no se puede distinguir a la quinurenina, en el
pico M+H m/z= 209.09. En el eje x se muestran lam/z y en el eje y la intensidad del espectro

en unidades arbitrarias.

Por ello, para 3 muestras de plasmas experimentales se realiz6 la precipitacion
proteica y se tomo el sobrenadante, tal y como se describe anteriormente. Luego
ese sobrenadante se concentré6 en atmosfera de nitrdgeno a sequedad y se
reconstituyo el solido remanente con 50 uL de metanol, a este volumen se le afiadio
una alicuota de 2.5 uL de 4cido formico al 88% y se observo que si bien en 1 de los
2 espectros se puede identificar un pico correspondiente al aducto M+H; la
intensidad de este no es suficiente como para cuantificar la quinurenina (Figura 9).
Cabe destacar que en el pico en el cual no se observé ninguna sefal de quinurenina
proviene de un plasma control, mientras que en los que se observa sefial provienen
de plasmas de ratones a los que les fue administrada quinurenina. Esto establece
la pauta de que parece estar muy cerca del objetivo propuesto con esta técnica, y
gue quizas en lugar de partir de un volumen de 50 uL de plasma, seria mas
conveniente partir de un volumen mayor de plasma 100 uL realizando el mismo
procedimiento descrito, al partir de un volumen mayor y luego de todo el proceso
concentrar de igual manera a 50 uL, probablemente esto potencie que la sefal de
la quinurenina sea al menos el doble de intensa, ya que se partiria del doble del

volumen inicial del plasma.
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Figura 9: Plasmas experimentales de ratdn, precipitados con metanol; posteriormente
concentrados en atmosfera de nitrdgeno y reconstituidos con 50 uL de metanol y 2.5 uL de
acido formico al 88%. La linea azul sefiala la masa donde se encuentra en el espectro el pico
correspondiente al aducto M+H. En el eje x se muestran lam/z y en el eje y la intensidad del

espectro en unidades arbitrarias.

Cuantificacion de zinc en plasma e higado
Luego de los distintos tratamientos se obtuvo la siguiente grafica donde se ven que

los niveles de zinc en plasma aumentan significativamente (ANOVA de una via)
para aquellos animales que fueron punzados con una aguja, pero que no les fue
administrado ni PBS, ni quinurenina 20 mg/kg. Esto evidencia que la propia puncién
provocada por la aguja eleva los niveles de zinc plasmaticos, pero no es asi cuando
el tratamiento incluye la dosis de quinurenina. De esto Ultimo se desprende que
guizas estos datos respalden la primera hipotesis, dado que segun esta; un aumento
de la quinurenina plasméatica provocaria una remocion de los niveles de zinc y

favoreceria el almacenamiento en los 6rganos (Figura 10).
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Figura 10: Comparacioén del contenido de zinc del plasma de ratones ante el tratamiento de

quinurenina, vehiculo (PBS), inyeccidn (pinchazo).

Por lo anteriormente expuesto y dado que los resultados reportados por Orama,
2023 fueron obtenidos bajo las mismas condiciones experimentales que los que
aqui se reportan; a continuacion, se muestra la uniébn de ambos resultados
experimentales (Figura 11). Dado los resultados se reporta que existe diferencia
significativa entre el control y la inyeccion 1h y el PBS 1h. Es importante destacar
gue no existe diferencia significativa entre el tratamiento inyeccién 1h y el
tratamiento PBS 1h; evidenciando a su vez que los niveles de zinc en estos
tratamientos son muy similares. Es importante destacar que este aumento en los
grupos inyeccion 1h y PBS 1h, probablemente producido por el estrés al que se
somete el animal ya fue reportado por Orama, 2023; pero en su caso no incluyo el
grupo inyeccion 1h por lo tanto no existia control sobre la administracion del
tratmiento. También es relevante que el grupo Kyn 1h (ni el resto de los grupos) tuvo
una diferencia significativa con respecto al grupo control, en cambio si con respecto

al grupo inyeccion 1h.
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Figura 11: Comparacioén del contenido de zinc del plasma de ratones ante el tratamiento de
guinurenina, vehiculo (PBS), inyeccidon (pinchazo). Resultados conjuntos con Orama, 2023.
La letra a significa que entre estos grupos no hay diferencias estaditicamente significativa,

para un ANOVA de una via, mientras que la letra b significa que si las hay.

Por otra parte, Orama, 2023 reportd que el higado pudiera ser el 6érgano donde
ocurre este almacenamiento, se cuantificaron niveles de zinc en higado. Sin
embargo, en este organo no se evidencia diferencias con respecto al control

(estadisticamente significativo) ante ninguno de los tratamientos (Figura 12).

Asimismo, como los resultados reportados por Orama, 2023 fueron obtenidos bajo
las mismas condiciones experimentales que los que aqui se reportan; a
continuacioén, se muestra la union de ambos resultados experimentales (Figura 13).
Segun estos datos hay un aumento significativo de los niveles de zinc para los

grupos inyeccion 1h, PBS 24h y quinurenina 1hy 4h.
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Figura 12: Comparacion del contenido de zinc del higado de ratones ante el tratamiento de

quinurenina, vehiculo (PBS), inyeccion (pinchazo).
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Figura 13: Comparacion del contenido de zinc del higado de ratones ante el tratamiento de

guinurenina, vehiculo (PBS), inyeccion (pinchazo). Resultados conjuntos con Orama, 2023.
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Cuantificacion de quinurenina por ELISA
Por otra parte, para saber si existe una correlacion entre los niveles de este

metabolito con los niveles de zinc plasmatico, resulta importante la cuantificacion de
quinurenina. Con ese objetivo se obtuvo la siguiente grafica a partir de un ELISA.

Sin embargo, en este experimento no se reporta evidencia significativa (Figura 14).

1000
=
Y
£ 800-
o
e I 4 © A
S 600- o , - J. ey
© o | v (om®]
c u —_ —
= 400 *® vV oo
o Y v
o
£ 2004
-
(@4
0 T T T T T T T T
N
PRSI S S SR SR SN
S S F P
9 \(\4, RV QY R v O

Figura 14: Contenido de quinurenina en plasma de ratones evaluado por ELISA.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, se muestra la necesidad de
estandarizar la técnica para la deteccion de quinurenina por FTICR MS. Ademas,
resulta interesante la posibilidad de evaluar los mecanismos enddgenos que
favorecen la produccién de quinurenina y aquellos que estan asociados al estrés.
Entre ellos resulta interesante evaluar la corticosterona, no solo por ser un marcador
de estrés, sino también por estar involucrado como una activador de la enzima TDO,

reguladora principal de la via de las quinureninas (Meyer et al. 2020)(Nakamura et
al., 1987).
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Discusion
Estandarizacion del método de cuantificacion de quinurenina
por FTICR MS

Los resultados obtenidos en la estandarizacion de la cuantificacion de quinurenina
por FTICR MS muestran la complejidad de estas técnicas. Ademas, es notable que
existen numerosos trabajos que proponen que el método a seguir debe ser HPLC,
sin embargo, en la literatura también se encuentran distintas recomendaciones en
cuanto los protocolos a seguir en el tratamiento de las muestras (Badawy y Morgan,
2010)(Atsumi et al, 2016)(Wilhelmina et al.,2009) . Por otra parte, para aumentar la
precision del método, muchos recomiendan la utilizacion de la espectrometria de
masas luego del HPLC. Por ello, un método como el que se propone en el presente
trabajo que no precise de un paso previo que involucre HPLC, haria el método mas
eficiente en cuanto a tiempo y materiales gastados. Si bien no se obtuvieron los
resultados deseados por cuestiones de tiempo, el resultado presentado en la Figura
9 establece las pautas para que se considere que la meta de cuantificacion de
qguinurenina en plasma de raton no esta lejos. Finalmente, otra herramienta que
ofrece el FTICR MS que es la evaluacion del perfil metabolémico de las muestras.
Esto se presenta como una herramienta valiosa, que puede contribuir a conocer qué
metabolitos se pueden estar afectando ante los distintos tratamientos
experimentales y para la cual no se presentaron resultados porque es necesario
primero establecer bien el método para luego inyectar plasmas experimentales,

dado lo valioso que resulta la obtencién de las muestras.

Efecto de la quinurenina en el contenido de zinc en plasma e
higado

Tras los resultados reportados en el plasma tanto en el presente trabajo como los
datos conjuntos con Orama, 2023; se evidencia que el estrés del pinchazo tanto
para los grupos PBS 1h e inyeccion 1h provoca un aumento en los niveles de zinc
plasmatico. Este resultado novedoso para la ciencia implica conocer quizas de
donde proviene este zinc excedente. Al respecto se conoce que ante un estrés
intenso (como al que se someten los ratones que son inyectados) la adrenalina y la

noradrenalina son las primeras hormonas en liberarse, estas estan involucradas en
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los mecanismos de lucha o huida; ademas los granulos que contienen estas
hormonas se ven electrodensos en microscopia electrénica de transmision esto
puede implicar la presencia de metales como el zinc (Kobashi y Coupland, 1993).
Esta idea puede estar respaldada debido a que se ha reportado que el zinc se
almacena en vesiculas subcelulares junto con hormonas como la insulina en tejido
pancredtico y en vesiculas singpticas glutamatérgicas en el cerebro (Nicolson et al,
2009)(Frederickson et al, 2005). Sin embargo, los experimentos para evaluar esta
teoria quedan como perspectivas a trabajos futuros. Asimismo, también queda
pendiente evaluar el estrés al que se someten estos animales cuantificando
corticosterona tal y como se plantea en el trabajo de Meyer y colaboradores, 2020.
Por otra parte, resulta interesante explorar si la corticosterona es un activador
endoégeno de la produccion de quinurenina, como se sugiere en el trabajo de
Nakamura y colaboradores 1967, en el cual se plantea que la dexametasona (una
droga esteroidea muy similar a la corticosterona) incrementa la actividad
transcripcional de la TDO, enzima principal reguladora de la via. Pero lo que resulta
mas interesante es como en el grupo quinurenina 1h no hubo un aumento
significativo en los niveles de zinc, es decir que la propia inyeccion de quinurenina
en una dosis de 20 mg/kg es capaz de mantener los niveles de zinc en sus valores
normales a pesar del aumento que provoca aquellos tratamientos que se evallan a

la hora que conllevan pinchazo del animal.

También resulta interesante los resultados obtenidos en el contenido de zinc en
higado. Como se aprecia en la figura 13 (datos combinados con los de Orama,
2023) hay un aumento significativo de los niveles de zinc para los grupos PBS 24h
y quinurenina 1h y 4h. De estos es importante destacar que los grupos quinurenina
1h y 4h al parecer se favorece el almacenamiento del zinc que se eleva en plasma
de manera rapida, mientras que en el caso del PBS se eleva el contenido de zinc a
las 24h; evidenciando de esta manera que quizas se favorecen los mecanismos
endégenos de produccion de quinurenina; por ende, mas tardados. Por otra parte,
en el grupo inyeccién 1h también se ve cédmo se favorece un almacenamiento
temprano de zinc en el higado; sin embargo, se desconocen qué mecanismos

pudieran estar implicados en esta temprana captura del zinc por parte del higado.
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No obstante, resulta muy interesante cdmo a pesar de no presentarse diferencias
significativas en el ELISA de quinurenina, si se observa que el perfil de
comportamiento de esta es directamente proporcional al almacenamiento en
higado; quizas esto ayuda a entender mucho mejor cobmo el zinc se comporta

fisiolégicamente.

Conclusiones
Se requiere mas volumen de muestra (plasma) inicial para concluir con la

estandarizacion del método para la cuantificacion de quinurenina por FT ICR-MS,
ademas se pudiera usando esta misma herramienta comprobar que otros
metabolitos se ven afectados ante los distintos tratamientos. Por otra parte, el estrés
del pinchazo producido en la inyeccion provoca un aumento del zinc plasmatico, tal
aumento no se produce cuando se administra una dosis de quinurenina de 20
mg/kg. Ademas, cuando la quinurenina esta elevada en plasma se favorece un

almacenamiento del zinc en higado directamente proporcional.
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