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Resumen 

El zinc es un metal iónico que se distribuye de manera ubicua en todas las 

células de los eucariontes y se une al 10% de las proteínas codificadas en el 

genoma humano. El zinc es indispensable para la comunicación, proliferación, 

diferenciación y supervivencia celular. Además, las funciones del sistema 

inmune dependen del zinc, ya que su deficiencia por desnutrición disminuye 

las respuestas innata y adquirida, haciendo a los pacientes más propensos a las 

infecciones. Durante la pandemia por SARS-Cov2, se usó hidroxicloroquina en 

combinación con zinc, en pacientes hospitalizados, con base en un reporte que 

proponía que la cloroquina es un ionóforo de zinc, y donde se usaba Fluozin-3 

como indicador de su concentración. Nosotros demostramos que las 

Drosophila que crecen en una dieta suplementada con cloroquina pierden 

hasta un 45% del zinc almacenado y 10% del contenido de potasio, mientras 

que en las células MDCK, la cloroquina promueve la disminución del 36% de 

zinc y 48% del potasio. A pesar de que la cloroquina disminuye el zinc 

intracelular, la señal de Fluozin-3 aumenta debido a que la cloroquina 

incrementa el pH de los organelos ácidos, dando así un falso positivo. Por lo 

tanto, la cloroquina no debería considerarse como un ionóforo de zinc. Por otro 

lado, encontramos que la suplementación con zinc evita su depleción inducida 

por cloroquina en Drosophila y en células MDCK. 
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Abstract 

Zinc is an ionic metal ubiquitously distributed in all eukaryotic cells that binds 

to 10% of proteins encoded in the human genome. It is essential for cell 

communication, proliferation, differentiation, and survival. In addition, the 

immune system depends on zinc because its deficiency due to malnutrition 

decreases the innate and acquired responses, making patients prone to 

infections. During the SARS-Cov2 pandemic, hydroxychloroquine was used in 

combination with zinc supplementation in hospitalized patients, based on a 

report that proposed that chloroquine is a zinc ionophore, where Fluozin-3 was 

used as an indicator of its concentration. Here, we show that Drosophila 

growing on a chloroquine-supplemented diet lose up to 45% of their stored 

zinc and 10% of their potassium content, while in MDCK cells, chloroquine 

promotes a 36% decrease in zinc and 48% in potassium. Although chloroquine 

decreases intracellular zinc, the Fluozin-3 signal increases because it also 

increases the pH of acidic organelles, giving a false positive signal. Therefore, 

chloroquine should not be considered a zinc ionophore. Furthermore, zinc 

supplementation prevents chloroquine-induced depletion in Drosophila and 

MDCK cells. 
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Introducción 

El zinc en el organismo 

La relevancia del zinc en los organismos se conoce desde 1869, cuando Jules 

Raulin descubrió que este ion metálico es esencial para el crecimiento del 

hongo Aspergillus niger (Raulin, 1869). Posteriormente, en la década de 1920 

se encontró que el zinc es un elemento endógeno y ubicuo en los tejidos 

humanos, y por lo tanto se propuso que podría tener diversas funciones 

biológicas (Drinker & Collier, 1926; Maret, 2013). Ahora sabemos que el zinc 

tiene funciones celulares catalíticas, estructurales y reguladoras. Por una parte, 

es el cofactor de más de 300 enzimas de diferentes clases (oxidorreductasas, 

transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas) (Vallee & Galdes, 1984), y 

por lo tanto todas las reacciones en las que éstas participan dependen de la 

presencia de zinc endógeno. Por otra parte, el zinc juega un papel importante 

en la regulación de la expresión génica, ya que promueve la interacción entre 

el ADN y los factores de trascripción, por medio de los dominios denominados 

‘dedos de zinc’. La relevancia del zinc en el organismo es tal, que este elemento 

puede unirse potencialmente a aproximadamente un 10% de las proteínas 

codificadas por el genoma humano (Andreini et al., 2006) y está involucrado en 

la comunicación, la proliferación, la diferenciación y la supervivencia celular 

(Prasad, 2012). Es decir, el zinc endógeno impacta en todos los aspectos de la 

biología celular.  

La importancia de este elemento para la salud humana se puso en evidencia en 

personas con deficiencia de zinc debida a la desnutrición, que afecta a un 20-

25% de la población mundial (Maret & Sandstead, 2006; Sanna et al., 2018). De 
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hecho, la organización mundial de la salud reporta que la deficiencia de zinc es 

uno de los cinco factores de riesgo en los países en vías de desarrollo (WHO, 

2017). Numerosos estudios demuestran que esta deficiencia se asocia con 

enfermedades crónicas y metabólicas como la diabetes y el cáncer, y con 

enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (Maywald & Rink, 2022). 

Además, la deficiencia de zinc compromete las funciones del sistema inmune, 

tanto la respuesta innata, como la adquirida; ya que disminuye la proliferación, 

actividad y quimiotaxis de las células que participan en estas respuestas (Figura 

1). Por lo tanto, los pacientes con déficit de zinc son más propensos a las 

infecciones virales, bacterianas y parasitarias (Hojyo & Fukada, 2016; Shankar 

& Prasad, 1998).  

Figura 1. Efectos de la deficiencia de zinc sobre las células del sistema inmune. La 

deficiencia de zinc afecta tanto al número y actividad de las células del sistema inmune 

innato: células polimorfonucleadas (PMN), monocitos, macrófagos y células natural 

killer (NK), y a las del sistema inmune adaptativo: linfocitos B y linfocitos T. 
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Homeostasis celular de zinc 

Ya que el zinc cumple funciones esenciales en el organismo, su concentración 

intracelular se regula finamente. Después de que se captura en las células, el 

zinc se distribuye de la siguiente manera: 50% en el citoplasma, 30-40% en el 

núcleo y 10% en las membranas (Thiers 1957). La homeostasis de zinc 

intracelular (Figura 2), depende de: 

1) Transportadores: El transporte de zinc a través de las membranas 

celulares se media por dos familias de proteínas integrales: 1) los 

transportadores ZIP, (similares a las proteínas ZR e IRT, ZRT/IRT-like 

protein) que mueven al zinc desde el líquido extracelular, el lumen de 

los organelos o el lumen de los gránulos de almacenamiento de zinc 

hacia el citosol; y 2) los transportadores ZnT (Zinc Transporters) que lo 

movilizan en el sentido opuesto (Fukada & Kambe, 2011; Lichten & 

Cousins, 2009). Éstos se regulan transcripcional, traduccional y post-

traduccionalmente por ubiquitinación, fosforilación y proteólisis 

(Gaither & Eide, 2001). Dichos transportadores son responsables de la 

compartimentalización intracelular de zinc en organelos y vesículas de 

almacenamiento, conocidas como zincosomas. Se estima que en los 

zincosomas la concentración de zinc es de 1-100 μM/L (Vinkenborg et 

al., 2009). 

2) Proteínas de unión a zinc: El zinc se puede encontrar como un 

componente estructural de metaloproteínas; estar unido a 

metaloenzimas como un cofactor; o bien, atrapado por metalotioneínas 

(MT). Éstas últimas son proteínas constituidas por 60 a 68 aminoácidos, 

de los cuales 20-21 son cisteínas (Li & Maret, 2008). Las MT atrapan y 

almacenan zinc, ya que éste se une al azufre del grupo tiol de las 
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cisteínas (Arseniev et al., 1988; Robbins et al., 1991). Este 

amortiguamiento de zinc responde a cambios en el estado oxidativo de 

la célula que modifica la estabilidad de los complejos. La oxidación del 

azufre lleva a la liberación del zinc, mientras que la reducción favorece 

su unión. 

3) Detección: El factor de transcripción de respuesta a metales 1, MTF-1 

(por sus siglas en inglés Metal-response element-binding Transcription 

Factor-1), es el único sensor de zinc que se conoce en las células 

eucariotas (Maret, 2013). Se activa con un incremento del zinc libre 

intracelular y promueve la expresión de proteínas de unión a zinc. 

 

Figura 2. Homeostasis celular de zinc. La homeostasis de zinc depende de: 1) 

transportadores ZIP y ZnT; 2) proteínas de unión a zinc como metaloproteínas, 

metaloenzimas y metalotioneínas (MT) y 3) del factor de transcripción MTF1 

(modificado de Kimura & Kambe, 2016). 
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Almacenamiento de zinc sistémico 

A pesar de que conocemos los mecanismos de la regulación celular de zinc, es 

poco lo que se sabe sobre su homeostasis a nivel sistémico, por ejemplo, no se 

conoce algún factor humoral que responda a la deficiencia o al incremento de 

éste, pero sí existe información respecto a su almacenamiento. Tejeda-Guzmán 

y colaboradores (Tejeda-Guzmán et al., 2018), utilizando el modelo de 

Drosophila melanogaster, disecaron distintas partes del organismo de moscas 

hembra y macho (los túbulos de Malpighi, los intestinos, los ovarios, los 

testículos y la cabeza), de moscas control (w⁺) y mutantes con defectos en el 

almacenamiento de zinc (w*). Analizaron el contenido de zinc en estas muestras 

por medio de Espectroscopía de Emisión Atómica con Plasma de Acoplamiento 

Inductivo (ICP-OES) y demostraron que el principal reservorio se localiza en las 

células epiteliales de los túbulos de Malpighi (Figura 3).  
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Figura 3. Los túbulos de Malpighi son el principal reservorio de zinc en 

Drosophila melanogaster. Se midió la cantidad de zinc por medio de ICP-OES y se 

normalizó considerando la cantidad de hierro, en distintas partes del cuerpo de 

moscas adultas control (w+) en negro o con una mutación que impide el 

almacenamiento de zinc (w*) en rojo (Tejeda-Guzmán et al., 2018). 

Los túbulos de Malpighi o túbulos Malpighianos son órganos análogos a las 

nefronas en los vertebrados, que promueven la producción de orina y modulan 

la osmorregulación, ya que reabsorben selectivamente agua, iones y solutos. 

En Drosophila, son dos pares de ductos ciegos, formados por una sola capa de 

células epiteliales, que se encuentran suspendidos en la hemolinfa y que se 

insertan en el en el límite entre el intestino medio y el posterior, hacia donde 

vacían sus secreciones (Figura 4A) (Farina et al., 2022). Están formados por dos 

tipos de células: las células principales, 5 veces más numerosas, que proyectan 
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microvellosidades hacia el lumen y que participan en el transporte activo de 

solutos y iones (Klowden, 2002); y las células secundarias que modulan el 

transporte de cloruro y contienen acuaporinas (Chapman, 2012). Éstas últimas 

tienen una forma estelar en las moscas adultas como se observa en la figura 

4B. 

 

Figura 4. Localización y anatomía de los túbulos de Malpighi en Drosophila 

melanogaster. A) Tracto excretor de D. melanogaster, se muestran los dos pares de 

túbulos Malpighianos conectados al intestino (modificado de Miller et al., 2013). B) 

Sección de un túbulo de mosca adulta, donde se observan las células secundarias (SC) 

en verde y las células principales (PC), con una tinción de faloidina para denotar al 

citoesqueleto de actina. Los núcleos están marcados en azul (Denholm, 2013).  
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El zinc se almacena en organelos relacionados a los lisosomas 

Tejeda y colaboradores también evaluaron el almacenamiento de zinc por 

medio de microscopía confocal, utilizando el indicador fluorescente Fluozin-3. 

Éste es el marcador de zinc más utilizado (Marszałek et al., 2016); cuando se 

une con el zinc, genera una estructura resonante que incrementa su intensidad 

de fluorescencia hasta 50 veces en respuesta a la cantidad de zinc libre (Figura 

5A). Se encontró que este ion metálico se almacena en forma de gránulos 

dentro de las células principales de los túbulos de Malpighi (Figura 5B, flechas). 

Además, cuando las moscas presentan mutaciones en las proteínas de los 

complejos BLOC y HOPS, como BLOC2, HOPS, AP3, Rab32, y la GEF de Rab32, 

los gránulos ya no se forman y se genera un fenotipo de moscas que no pueden 

almacenar zinc (Figura 5C). Todas estas proteínas son esenciales en la 

biogénesis de los organelos relacionados a los lisosomas (ORLs). Por lo tanto, 

se concluye que el zinc se almacena en el interior de las células de los túbulos 

de Malpighi, en los ORLs.  
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Figura 5. El zinc se almacena en organelos relacionados a los lisosomas. A) 

Molécula de Fluozin-3, y complejo Fluozin-3-zinc. B) Imágenes de microscopía 

confocal de la fluorescencia del indicador Fluozin-3 en las células principales (PC) de 

los túbulos de Malpighi, las flechas rojas señalan los gránulos de almacenamiento de 

zinc. N: núcleo; SC: Célula secundaria. B) La biogénesis de los gránulos depende las 

proteínas mostradas, alguna mutación en cualquiera de ellas, genera un fenotipo de 

mosca que no almacena zinc (Tejeda-Guzmán et al., 2018). 
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Los lisosomas son el principal organelo degradativo de las células eucariotas y 

tienen un lumen ácido (pH 4.5-5.0) por la acción de la H⁺-ATPasa presente en 

su membrana. Este pH es necesario para la hidrólisis de materiales de desecho 

y reciclaje, como carbohidratos, aminoácidos, nucleótidos y lípidos (Lawrence 

& Zoncu, 2019). Los ORLs se denominan de esta manera porque su biogénesis 

depende del sistema endosomal, tienen un contenido variable de proteínas 

lisosomales y un pH ácido que requiere de la actividad de la H⁺-ATPasa 

vacuolar, además se marcan con el indicador de lisosomas LysoTracker 

(Bowman et al., 2019). Cada componente y función de los ORLs es tejido 

específico, entre ellos se encuentran los gránulos citolíticos de los linfocitos T, 

los melanosomas, los gránulos densos, las vesículas pre-sinápticas 

(Dell’Angelica et al., 2000) y los gránulos de almacenamiento de zinc (Tejeda-

Guzmán et al., 2018). 

El zinc es tan importante para distintas funciones del organismo, que se han 

identificado moléculas para incrementar su concentración intracelular, que se 

conocen como ionóforos de zinc. Un ionóforo es una molécula que se une 

reversiblemente a algún ion y lo transporta a través de las membranas 

biológicas. Se ha propuesto a la cloroquina como una sustancia que modula el 

almacenamiento de zinc intracelular e incluso como un ionóforo de zinc. 
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Cloroquina 

La cloroquina se descubrió como un fármaco para el tratamiento de la malaria 

(Loeb et al., 1946), y durante mucho tiempo fue el principal agente utilizado 

tanto para tratar como para prevenir esta enfermedad. Actualmente dejó de 

utilizarse debido a que el patógeno Plasmodium que causa esta enfermedad, 

generó resistencia. Sin embargo, sus análogos aún se utilizan en México, Corea, 

China, Turquía y Paraguay como tratamiento profiláctico contra esta 

enfermedad (CDC, 2021). Durante la segunda guerra mundial, los soldados que 

tomaban cloroquina o alguno de sus derivados como tratamiento preventivo, 

mejoraban sus síntomas de artritis inflamatoria, este hallazgo llevó a descubrir 

su función en el tratamiento de enfermedades autoinmunes como el lupus 

eritematoso y la artritis reumatoide. En la actualidad, los análogos de 

cloroquina, como la hidroxicloroquina, se utilizan para tratar desórdenes 

reumáticos, y una gran variedad de enfermedades dermatológicas e 

inmunológicas (Al-Bari, 2014). 

Se han propuesto distintos mecanismos de acción para entender el efecto de 

la cloroquina sobre estas enfermedades, el más común se basa en la propiedad 

conocida como ‘lisosomotropismo’, en la que una base débil como la 

cloroquina y sus análogos, desprotonada puede difundir libremente a través de 

las membranas celulares hasta los organelos acídicos como el lisosoma y los 

ORLs. Una vez que entra a estas estructuras, al encontrarse en un pH bajo se 

protona, y, en consecuencia, ya no puede difundir hacia otro lado. Esto lleva a 

una acumulación irreversible y un incremento en la concentración de la 

molécula de más de 100 veces en estos organelos (Figura 6), lo que a su vez 

provoca el incremento del pH debido al atrapamiento de H⁺ (Kaufmann & Krise, 

2007). Es decir que los agentes lisosomotrópicos como la cloroquina, ejercen 
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su efecto al interferir con la acidificación de los lisosomas y ORLs, por lo tanto 

inhiben la proteólisis, la quimiotaxis, la fagocitosis y la presentación de 

antígenos en las células del sistema inmune (Taherian et al., 2013). La 

cloroquina también se utiliza como una herramienta en el estudio de la 

autofagia, ya que impide la fusión del lisosoma con el autofagosoma, 

bloqueando así el flujo autofágico (Mauthe et al., 2018).  

 

Figura 6. Los agentes lisosomotrópicos se acumulan en los organelos ácidos. Éstos 

son bases débiles (B) que en su forma no protonada, difunden pasivamente a través 

de las membranas celulares. En el ambiente ácido de algunos organelos como el 

lisososoma, se protonan (BH⁺) y al estar cargadas, ya no pueden difundir a través de 

las membranas, quedando atrapadas en estos compartimentos (Villamil Giraldo et al., 

2014). 

Debido a que los gránulos de almacenamiento de zinc son ORLs, y que tienen 

un pH ácido, cabe esperar que éstos y por lo tanto el zinc intracelular se vean 

afectados con el tratamiento de cloroquina. De hecho, se ha propuesto que 

ésta puede modificar la concentración de zinc intracelular. 
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Cloroquina en el almacenamiento de zinc 

Para probar el efecto de la cloroquina sobre el almacenamiento de zinc, Xue y 

colaboradores incubaron células epiteliales cancerosas de ovario humano, 

A2780, en presencia y ausencia de cloroquina 300 μM y/o ZnCl₂ 50 μM como 

fuente exógena de zinc y midieron la concentración intracelular de zinc 

utilizando el indicador Fluozin-3. Adicionalmente usaron LysoTracker para 

marcar organelos ácidos. Encontraron que la adición de ZnCl₂ por sí solo no 

modifica la intensidad de fluorescencia de Fluozin-3, mientras que la 

combinación de ZnCl₂ con cloroquina incrementa notablemente la señal 

fluorescente y que ésta colocaliza con la señal de LysoTracker. Esto los llevó a 

concluir que la cloroquina es un ionóforo de zinc, ya que promueve la 

internalización del zinc exógeno (Figura 7).   

Durante la pandemia por COVID-19, un estudio piloto con una n=30 reportó 

que el tratamiento con hidroxicloroquina ofrecía una “eficacia y seguridad 

aparente ante el COVID-19”(Gao et al., 2020), semanas después se publicó que 

la hidroxicloroquina en combinación con el antibiótico azitromicina reducía la 

carga viral en los pacientes (Gautret et al., 2020). Después, considerando la 

relevancia del zinc en la respuesta inmune, y la afirmación de que la cloroquina 

es un ionóforo para este ion, se propuso la combinación de hidroxicloroquina 

con aditivos de zinc (Olushola & Ifeoluwa, 2020), que llevó a demostrar cierto 

nivel de protección en la letalidad de la enfermedad (Carlucci et al., 2020)..  
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Figura 7. La intensidad de fluorescencia de Fluozin-3 sube con el tratamiento de 

cloroquina en las células A2780. Las células se trataron con cloroquina (ChQ) y ZnCl₂ 

a las concentraciones indicadas durante 1 hora. Después se incubaron con los 

marcadores Fluozin-3 (indicador de zinc) y Lysotracker (indicador de organelos ácidos) 

y se examinaron por microscopía confocal. 
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Tomando en consideración lo siguiente:  

• El almacenamiento de zinc en D. melanogaster ocurre en ORLs en los 

túbulos de Malpighi. 

• La cloroquina se propuso como un ionóforo de zinc. 

• La relevancia del zinc para la respuesta inmune. 

• Durante la pandemia por SARS-CoV2 se propuso el uso de la 

hidroxicloroquina en pacientes hospitalizados. 

• Los pacientes de covid-19 tenían mejores resultados cuando se les 

administraba hidroxicloroquina en combinación con una dieta alta en 

zinc. 

Decidimos contribuir al conocimiento sobre el mecanismo de acción de la 

cloroquina en el almacenamiento de zinc y por lo tanto nos planteamos el 

siguiente problema. 

Planteamiento del problema 

¿Cuál es el efecto de la cloroquina sobre el almacenamiento de zinc en D. 

melanogaster y en las células MDCK?  

 

Hipótesis 

La cloroquina incrementa el almacenamiento de zinc intracelular en D. 

melanogaster y en las células MDCK 
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Objetivos 

1) Evaluar el efecto de la cloroquina sobre la cantidad de zinc en D. 

melanogaster. 

2) Investigar si el efecto de la cloroquina sobre la concentración de zinc es 

dependiente de la dosis. 

3) Evaluar el efecto del tratamiento con cloroquina sobre la concentración 

de zinc en las células de mamífero MDCK, utilizando el reportero 

Fluozin-3. 

4) Averiguar el efecto que ejerce el tratamiento con cloroquina sobre la 

concentración de distintos iones metálicos en células MDCK, por medio 

de ICP-OES. 

5) Investigar si la suplementación con zinc previene el efecto de la 

cloroquina sobre el almacenamiento de zinc en D. melanogaster. 
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Resultados 

1) El tratamiento de cloroquina disminuye el almacenamiento de zinc D. 

melanogaster de manera dosis-dependiente 

Para este objetivo, analizamos distintos elementos en el cuerpo completo de 

moscas adultas, alimentadas durante su desarrollo larvario con una dieta 

control (CTL) o enriquecida con 2.5 mg/ml de cloroquina (CQ). La elección de 

esta concentración se basó en reportes previos de la administración CQ por 

medio de la dieta al modelo de Drosophila (Zirin et al., 2013). Se midió la 

cantidad total de los iones zinc, potasio, hierro y magnesio por medio de ICP-

OES. Sorprendentemente, los resultados de este experimento no muestran el 

incremento de zinc esperado en la dieta con cloroquina, por el contrario, se 

presenta una disminución del 37% (Figura 8A). El hierro y el potasio 

disminuyeron ligeramente con el tratamiento, un 7 y 5%, respectivamente, 

mientras que el magnesio no se afectó (Figura 8B, C, D). Esto sugiere que la 

cloroquina afecta diferencialmente el almacenamiento de zinc. Para entender 

si este efecto se debía a la dosis de CQ utilizada, nos planteamos el siguiente 

objetivo. 
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Figura 8. El tratamiento de cloroquina durante el crecimiento larval disminuye el 

almacenamiento de zinc en D. melanogaster. Análisis de ICP-OES del cuerpo 

completo de moscas adultas que crecieron en una dieta estándar (CTL), o con la 

adición de 2.5 mg/ml de cloroquina (CQ). Se normalizó la proporción de metales 

evaluados con la cantidad de fósforo presente. A) El zinc disminuye un 37% con el 

tratamiento de cloroquina. B) El hierro disminuye un 7% en las moscas tratadas con 

cloroquina. C) El potasio disminuye un 5% en las moscas tratadas con cloroquina. D) 

El magnesio no se afecta con el tratamiento. Se muestran los resultados provenientes 

de lotes de moscas independientes. La diferencia entre los grupos se analizó utilizando 

una prueba t no pareada ***p<0.001, **p<0.01. 
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Para saber si la respuesta a la CQ que se observa previamente es dosis-

dependiente, alimentamos a las larvas con concentraciones crecientes de 

cloroquina (0, 0.5, 1, 1.5, 2.0, 2.5 y 3.0 mg/ml) y realizamos las mismas 

mediciones que en el experimento anterior. Nuestros resultados muestran que 

la concentración de zinc disminuye a medida que se aumenta la de CQ, con un 

coeficiente de correlación de 0.92 (Figura 9A). Además, estos experimentos son 

un replicado biológico independiente de la concentración de 2.5 mg/ml de CQ 

reportada en la figura 8A, en este caso se presenta una disminución de zinc del 

34%. Por otro lado, el potasio también tiende a disminuir, con un coeficiente 

de correlación de 0.81, esta disminución alcanza el 18% con 2.5 mg/ml de CQ 

(Figura 8B). Los iones hierro y magnesio no muestran cambios significativos en 

función de la dosis de cloroquina (Figura 8C, D). Todos estos resultados 

confirman que el contenido de zinc en el cuerpo completo de D. melanogaster 

es altamente sensible a la concentración de cloroquina en la dieta, y que los 

iones potasio también tienden a disminuir. 

Para entender por qué la CQ disminuye el contenido de zinc, en lugar de 

aumentarlo, como se esperaba, replicamos el experimento de Xue y 

colaboradores (Xue et al., 2014) utilizando a las células de mamífero Madin 

Darby Canine Kidney (MDCK). 
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Figura 9. El efecto de la cloroquina sobre el almacenamiento de zinc es dosis-

dependiente. Análisis de ICP-OES del cuerpo completo de moscas adultas que 

crecieron en una dieta estándar con concentraciones crecientes de cloroquina. Se 

muestran las ecuaciones de la recta y los valores de R² del análisis de regresión lineal. 

El porcentaje indicado muestra el cambio en la dieta con 2.5 mg/ml de cloroquina 

(CQ). Se normalizó la proporción de metales evaluados con la cantidad de fósforo 

presente A) Zinc. B) Hierro. C) Potasio. D) Magnesio. 
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2) La cloroquina intensifica la fluorescencia de Fluozin-3 en los 

compartimentos intracelulares de las células MDCK 

Debido a que los túbulos de Malpighi son el órgano análogo a los riñones en 

mamíferos, en el siguiente experimento utilizamos a las MDCK, que son células 

epiteliales de riñón de perro. Seguimos el mismo protocolo experimental 

reportado previamente (Xue et al., 2014), en el que se incubaron a las células 

en presencia o ausencia de CQ 300 μM y/o ZnCl₂ 50 μM como fuente exógena 

de zinc durante 1 h. Posteriormente se incubaron con el marcador de zinc 

Fluozin-3 1 μM y el marcador de organelos ácidos Lysotracker 50 μM. Nuestros 

resultados confirman lo reportado anteriormente, es decir, el tratamiento con 

ZnCl₂ tuvo un efecto mínimo sobre la fluorescencia de Fluozin-3 (Figura 10, 

ZnCl₂); en contraste, la combinación de CQ y ZnCl₂ incrementa 

significativamente la fluorescencia. Sin embargo, también analizamos el efecto 

de la CQ sin la adición de zinc exógeno y encontramos que ésta por sí sola 

incrementa la señal de Fluozin-3 en un 80% (Figura 10, CQ). Es decir que la 

intensidad de fluorescencia de Fluozin-3 depende de la cloroquina, y no del 

zinc exógeno. Para confirmar este hallazgo y entender la discrepancia con los 

resultados en D. melanogaster, medimos el zinc en las células MDCK por medio 

de ICP-OES. 
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Figura 10. La cloroquina intensifica la fluorescencia de Fluozin-3 en los 

compartimentos intracelulares. A) Las células MDCK se incubaron con los 

tratamientos correspondientes durante 1 hora y posteriormente con Lysotracker (rojo) 

que tiñe organelos ácidos, y Fluozin-3 (verde) como marcador indirecto de zinc. B) 

Intensidad media de la fluorescencia de Fluozin-3 en los distintos tratamientos. La 

diferencia entre los grupos se analizó por ANOVA de una vía, seguido de Tukey. Las 

diferencias significativas entre los grupos se muestran como letras diferentes. 
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3) En las células MDCK la cloroquina disminuye la cantidad de zinc, 

medida con ICP-OES 

Para evaluar objetivamente los cambios en el almacenamiento de zinc 

inducidos por la cloroquina, hicimos un análisis de elementos en las células 

MDCK con el mismo tratamiento de CQ 300 μM y ZnCl₂ 50 μM, utilizando ICP-

OES. Demostramos que la cloroquina disminuye en un 36% la concentración 

intracelular de zinc (Figura 11B), a pesar de que la intensidad de fluorescencia 

de Fluozin-3 se incrementa en un 80% en la misma condición (Figura 11A). Es 

decir que la señal de Fluozin-3 no se correlaciona con la cantidad de zinc 

presente en las células. Esto se debe a que la fluorescencia del complejo 

Fluozin-3-zinc, se apaga con un pH por debajo de 6 (Marszałek et al., 2016), 

que es característico de los ORLs. Un efecto conocido de la cloroquina es el de 

alcalinizar compartimentos ácidos (Ginsburg et al., 1989; Krogstad et al., 1985), 

de modo que al hacerlo, llevaría a estos compartimentos a un pH óptimo que 

incrementa la fluorescencia de Fluozin-3, independientemente de los cambios 

en la concentración zinc. Estos resultados demuestran que la cloroquina no es 

un ionóforo de zinc y que el Fluozin-3 no es un marcador adecuado cuando se 

usa en conjunto con agentes lisosomotrópicos, como la CQ. 

El análisis de elementos reveló que la cloroquina también induce la disminución 

de potasio intracelular en un 48%, (Figura 11C). Mientras que los iones de 

magnesio y hierro no se ven afectados (Figura 11D, E). Estos resultados 

demuestran que la cloroquina tiene un efecto deletéreo sobre el 

almacenamiento de zinc y la concentración intracelular de potasio, por lo tanto, 

se debe reconsiderar el uso de sus derivados. 
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Figura 11. La fluorescencia de Fluozin-3 no correlaciona con los cambios en la 

concentración de zinc en las células MDCK tratadas con cloroquina. A) 

Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de Fluozin-3 del experimento 

mostrado en la Figura 10. Cuantificación de B) Zinc, C) Hierro, D) Potasio, E) Magnesio, 

en pastillas de células MDCK por ICP-OES. La diferencia entre los grupos se analizó por 

ANOVA de una vía, seguido de Tukey. Las diferencias significativas entre los grupos se 

muestran como letras diferentes. 
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4) La suplementación con zinc evita la depleción de este ion inducida por 

la cloroquina en D. melanogaster. 

Una vez que demostramos que la cloroquina disminuye el almacenamiento de 

zinc en D. melanogaster y en células MDCK, y considerando que sus derivados 

se usan comúnmente como fármacos en el tratamiento de enfermedades 

autoinmunes, evaluamos si este efecto se puede revertir con la suplementación 

de zinc en la dieta. Para ello repetimos los tratamientos previos en los que las 

larvas crecieron en una dieta estándar, en presencia o ausencia de cloroquina 

2.5 mg/ml. Esta vez además adicionamos cloruro de zinc 1 mM a la dieta. 

Posteriormente se colectaron las muestras del cuerpo completo de las moscas 

adultas y se analizaron por ICP-OES. Como se esperaba, el zinc disminuye en el 

grupo alimentado con cloroquina en un 46%, mientras que se observa un 

incremento del almacenamiento de zinc de 74% en el grupo con la dieta 

enriquecida de zinc (Figura 12). Llama la atención que la combinación CQ y 

ZnCl₂ promueve un almacenamiento de zinc similar al control. Esto significa 

que la suplementación de zinc revierte la pérdida de zinc intracelular inducida 

por cloroquina; esto también ocurre en las células MDCK (Figura 11B, 

CQ+ZnCl₂). 
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Figura 12. La suplementación de zinc en la dieta de Drosophila revierte la pérdida 

de zinc intracelular inducida por la cloroquina. El tratamiento con cloroquina (2.5 

mg/ml) disminuye la cantidad de zinc en todo el cuerpo en un 46%, pero este efecto 

se revierte en animales que también se alimentaron con cloruro de zinc 1 mM. La 

diferencia entre los grupos se analizó por ANOVA de una vía, seguido de Tukey. Las 

diferencias significativas entre los grupos se muestran como letras diferentes. 
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Discusión  

La cloroquina no es un ionóforo de zinc 

La propuesta original de que la cloroquina incrementa el zinc intracelular se 

basa en el aumento de la fluorescencia del Fluozin-3 (Xue et al., 2014). Éste es 

el reportero de zinc intracelular más utilizado, pero como muchas sondas 

fluorescentes que se usan para cuantificar metales iónicos, su uso requiere de 

consideraciones precautorias. Por ejemplo, la afinidad de la sonda, la 

especificidad por el ion metálico, si la fluorescencia depende de la 

concentración del ion o de otras interferencias químicas, como en este caso, 

cambios en el pH (Marszałek et al., 2016).  

En este sentido, hay una serie de resultados contrastantes entre los efectos de 

la cloroquina y del ionóforo de zinc clioquinol. Por ejemplo, el tratamiento con 

cloroquina arresta el flujo autofágico en células epiteliales pigmentarias de la 

retina, mientras que el clioquinol atenúa la formación de autofagolisosomas de 

una manera dependiente de zinc (Seo et al., 2015). Además, en células de 

epitelio pulmonar, la incubación de zinc extracelular junto con clioquinol fue 

letal, pero el tratamiento con hidroxicloroquina no presentó efectos adversos 

(Kavanagh et al., 2022). Asimismo, la cloroquina no podría ser un ionóforo de 

zinc ya que se une a él con baja afinidad, y su coordinación depende del 

ambiente químico (Paulikat et al., 2022). Los experimentos con liposomas 

purificados tampoco muestran evidencia de actividad ionófora para la 

hidroxicloroquina ya que no promueve que el zinc atraviese la bicapa lipídica, 

llevando a otros a concluir que la CQ no es un ionóforo de zinc (Kavanagh et 

al., 2022).  
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La cuantificación real del ion metálico zinc en las células tratadas con 

cloroquina que se presenta aquí, resuelve este problema concluyentemente, ya 

que el tratamiento con cloroquina causa, de hecho, una pérdida significativa 

del zinc intracelular almacenado; éste es un resultado inconsistente con la 

propuesta de que la cloroquina es un ionóforo de zinc. Sin embargo, nuestros 

hallazgos son consistentes con todos los experimentos reportados, si se 

consideran las propiedades fluorescentes del complejo Fluozin-3-zinc, en el 

que un pH ácido promueve la protonación de los oxígenos de la molécula, 

impidiendo su unión con el zinc y por lo tanto, previniendo el incremento de la 

fluorescencia (Marszałek et al., 2016).  

El tratamiento con cloroquina modifica el almacenamiento intracelular de 

zinc y otros iones 

Las moscas adultas de Drosophila melanogaster que durante su desarrollo 

larvario se alimentaron con CQ, tenían invariablemente menos contenido de 

zinc en todo el cuerpo. La magnitud de esta pérdida varía entre 34 y 45% entre 

experimentos independientes. Es de notar que el tratamiento con CQ durante 

1 h en células MDCK también resultó en una pérdida similar del 36% del zinc 

total. Con base en estos resultados podemos proponer un nuevo mecanismo 

de acción para la cloroquina en enfermedades autoinmunes, tomando como 

evento central la disminución del zinc, y considerando que en estos 

padecimientos se necesita disminuir la reactividad del sistema inmune.  

Además, en las células MDCK también se afectó significativamente el contenido 

de potasio, incluso a un nivel más alto que el zinc, en un 48%. Este es un efecto 

ya documentado de la cloroquina (Clemessy et al., 1995). También existe un 

caso médico reciente de un niño que accidentalmente ingirió 10 g de 
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hidroxicloroquina y resultó con hipocalemia (Srihari et al., 2022). Un mecanismo 

propuesto para explicar la acción de la cloroquina sobre el potasio es su unión 

directa e inhibición de canales de potasio (Rodríguez-Menchaca et al., 2008; 

Szendrey et al., 2021; Takemoto et al., 2018). Aunque también podría deberse 

a la inhibición de la bomba Na⁺/K⁺ (Chandra et al., 1992; Huang et al., 2009). 

Con respecto a este mecanismo, se ha demostrado que la cloroquina afecta la 

unión de la ouabaína con la bomba, así como la recuperación de las células tras 

el tratamiento con ouabaína (Contreras et al., 1989, 1995). En este estudio, no 

nos enfocamos en el efecto de la cloroquina sobre los iones potasio, pero sería 

importante hacer notar que, junto con el zinc, el potasio fue el único otro ion 

que disminuyó en 3 experimentos distintos de un modelo in vivo, consistente 

con lo que ya se sabía en la experiencia médica. 

El tratamiento de hidroxicloroquina podría llevar al vaciamiento de los 

almacenamientos intracelulares de zinc 

El principal resultado de este estudio es que el tratamiento con cloroquina 

conlleva a la depleción de zinc de los almacenes intracelulares. Esta conclusión 

tiene implicaciones para el mecanismo de acción de este fármaco en distintas 

enfermedades. Durante la pandemia por COVID-19, un estudio piloto con una 

n=30 reportó que el tratamiento con hidroxicloroquina ofrecía una “eficacia y 

seguridad aparente ante el COVID-19” (Gao et al., 2020), semanas después se 

publicó que la hidroxicloroquina en combinación con el antibiótico 

azitromicina reducía la carga viral en los pacientes (Gautret et al., 2020). A pesar 

de que los métodos y la conclusión de este estudio fue cuestionada 

severamente (Rosendaal, 2020), en Estados Unidos se incrementó el consumo 

de hidroxicloroquina como tratamiento profiláctico, a tal grado que hubo un 

desabasto del fármaco. Después, considerando la afirmación de que la 
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cloroquina es un ionóforo de zinc, se propuso la combinación de 

hidroxicloroquina con aditivos de zinc (Olushola & Ifeoluwa, 2020). La gravedad 

de estos estudios radica en el hecho de que esta afirmación se basa en un 

artefacto del método de medición de zinc y por lo tanto resalta la importancia 

del rigor científico y del uso adecuado de controles en cada experimento. 

Actualmente, por medio de análisis más intensivos, se ha concluido que la 

hidroxicloroquina no tiene un efecto en prevenir el riesgo de muerte, la 

progresión de la enfermedad ni la necesidad de ventilación mecánica, e incluso 

se triplican los efectos adversos en comparación con el placebo (Gould & 

Norris, 2021; Singh et al., 2021). 

En resumen 

En D. melanogaster: 

1. La cloroquina disminuye la cantidad de zinc de manera-dosis 

dependiente. 

En MDCK: 

2. La cloroquina disminuye la concentración de zinc intracelular 

determinada por ICP-OES, pero por ser un agente lisosomotrópico 

aumenta el pH de los organelos ácidos (como el lisosoma) e intensifica 

la señal de Fluozin-3, dando un falso positivo. 

En D. melanogaster y MDCK:  

3. La suplementación con zinc evita la depleción de este ion inducida por 

cloroquina. 

4. La cloroquina disminuye el potasio intracelular. 



 
38 

 

Conclusiones 

1. La cloroquina disminuye el almacenamiento de zinc en los modelos de 

D. Melanogaster y en las células MDCK. 

2. No se debe usar Fluozin-3 como marcador de zinc en conjunto con 

agentes que alcalinizan a los organelos ácidos. 

3. Es necesario que el uso clínico de los derivados de cloroquina se 

acompañe del monitoreo de las concentraciones de zinc y potasio en los 

pacientes. 
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Materiales y métodos 

Reactivo Marca Número de catálogo 

Difosfato de cloroquina Sigma-Aldrich C6628 

Cloruro de zinc Sigma-Aldrich 229 997 

FluozinTM-3, AM Invitrogen F24195 

LysotrackerTM Deep Red Invitrogen L7528 

Penicilina y estreptomicina Invitrogen 190846 

Tripsina-verseno Invitrogen 190 510 

Ácido nítrico concentrado 

(65%) libre de metales 
Merck 1 0004 411 000 

Medio de Eagle 

modificado por Dulbecco 

(DMEM) 

Life Technologies 31600-083 

Suero fetal bovino con 

hierro 
Life Technologies 21300-058 

 

Material vivo 

Todos los experimentos se realizaron con una cepa isogénica de D. 

melanogaster w⁺, sin mutaciones conocidas (25). Las larvas crecieron en medio 

con melaza al 12.5%, levadura 10%, agar 1.6%, gelatina 0.3%, y ácido 

propiónico al 1% en agua. Las sales de difosfato de cloroquina y cloruro de zinc 

se añadieron a concentraciones finales de 2.5 mg/ml y 1 mM, respectivamente, 

donde se indica. 
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Las células MDCK crecieron en medio de Eagle modificado por Dulbecco 

(suplementado con penicilina (10,000 unidades/ml) mezclada con 

estreptomicina (10 mg/ml)) y suero fetal bovino 10% con hierro. Después de 

resuspender a las células utilizando tripsina-verseno, se transfirieron a placas 

multi-pozo (área de crecimiento de 9.6 cm²) y se incubaron durante 48 horas 

en DMEM suplementado que después se reemplazó con medio fresco que 

contenía cloruro de zinc 50 μM y/o cloroquina 300 μM y se incubaron durante 

1 hora a 37 °C en agitación continua. 

Medición de iones metálicos 

La cantidad de iones metálicos se midió usando espectroscopía 

de emisión atómica con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES por sus 

siglas en inglés “inductively coupled plasma optical emission spectrometry”). 

Este método se basa en excitar a los átomos en su estado fundamental, por 

medio de la energía proveniente de un gas altamente ionizado (o plasma). La 

aplicación de esta energía generará que los electrones salten a orbitales 

energéticos mayores, que al regresar a su posición inicial liberan fotones con 

un espectro de longitudes de onda específico para cada elemento, como una 

huella digital. 

Las larvas crecieron con dietas control con tratamiento como se indica, y las 

moscas adultas de distintos sexos se colectaron entre 4 y 7 días después de la 

eclosión de la pupa. Los insectos se liofilizaron durante 8 horas para quitar el 

agua. Las células MDCK se sembraron en un área de 9.6 cm² (250 000 células/ 

cm²), donde se lavaron dos veces con solución salina amortiguadora de 

fosfatos (PBS por sus siglas en inglés “phosphate-buffered saline”) libre de 
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calcio, después de la incubación con cloruro de zinc 50 μM y/o cloroquina 300 

μM, y se extrajeron en 0.2 ml de dodecil sulfato de sodio (SDS) 1%.  

Se digirieron 20 mg de una muestra seca de cuerpos de insecto o 0.2 ml de 

lisado celular en 1 ml de ácido nítrico concentrado (65%) libre de metales a 200 

°C durante 15 minutos en frascos cerrados del sistema de digestión por 

microondas MARS6 (CEM Corporation). Las muestras se diluyeron con agua 

Milli-Q hasta 5 ml. El blanco consistió en 0.2 ml de SDS 1%. Las concentraciones 

de metales iónicos se midieron usando una de calibración y un blanco digerido, 

en un instrumento PerkinElmer Optima 8300. Las curvas de calibración para 

hierro y zinc se realizaron entre 0.1 y 5 ppm, para magnesio entre 0.5 y 23 ppm, 

y para potasio entre 2 o 100 ppm, de manera que las mediciones cayeron 

dentro de un intervalo linear verificado de la respectiva curva de calibración. 

Imágenes de fluorescencia 

Las células MDCK crecieron sobre cubreobjetos en placas multi-pozos, después 

de la incubación con cloruro de zinc 50 μM y/o cloroquina 300 μM, se incubaron 

con medio fresco que contenía Lysotracker 50 μM y Fluozin-3 1 μM durante 30 

minutos a 37 °C. Después, las células de lavaron dos veces con PBS y se 

montaron en este medio para obtener imágenes en directo en un microscopio 

de laser confocal TCS SP8 (Leica Microsystems). El procesamiento de las 

imágenes se realizó en la plataforma ImageJ.   
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