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LISTA DE ABREVIATURAS

uL Microlitro

uM Micromolar

ug Microgramo

°C Grado centigrado

aa Aminoacidos

ACTH Hormona adrenocorticotropa

ADNc Acido desoxirribonucleico complementario

Amortiguador TAE Amortiguador de tris-acetato-EDTA

ARNmM Acido ribonucleico mensajero

ARN total Acido ribonucleico total

CDF Facilitadores de difusion cationica
Células Caco-2 Células de céncer de colon humano
Células JAR Células de coriocarcinoma humano
Células HelLa Células derivadas de cancer cérvico-uterino
Células NRK Células de rifion de rata normal

Cys Cisteina

Cd Cadmio

CdCl, Cloruro de cadmio

DMT Dominios transmembranales

D.O Densidad 6ptica

DEPC Dietilpirocarbonato

EDTA Acido etilen diamino tetra acético
GADPH Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
h Hora

HC11 Linea celular de epitelio mamario normal
HCI Acido clorhidrico

HCIO, Acido perclérico

h/mzZipl Transportador de zinc Zipl humano o murino
HNO; Acido nitrico



h/Zip2 Transportador de zinc Zip2 humano

INOS Sintasa del 6xido nitrico inducible
IP Intraperitoneal

kb Kilobases

kDa Kilodalton

KO Knock-out

IL-6 Interleucina-6

IL-1 Interleucina-1

L Litro

LPS Lipopolisacarido

M Molar

mL Mililitro

mM Milimolar

MRE Elemento de respuesta a metales

MT Metalotioneina

MT-1 Metalotioneina isoforma 1

MT-2 Metalotioneina isoforma 2

MT-3 Metalotioneina isoforma 3

MT-4 Metalotioneina isoforma 4

MTF-1 Factor de transcripcion de metales tipo 1
MTs Metalotioneinas.

m/Zip3 Transportador de zinc Zip3 murino.
N Concentracion normal

NF«B Factor nuclear de transcripcion kappa B
nm Nanometros

NO Oxido nitrico

OSM Oncostatina M

pg Picogramo

pH Potencial hidrégeno

pb Pares de bases

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa



ppm Partes por millén

rpm Revoluciones por minuto

RFA Respuesta de fase aguda

ROS Especies reactivas de oxigeno

RT-PCR Reaccion en cadena de la polimerasa acoplada a un retrotranscripcion
SLC Acarreador de soluto

STAT Elementos activados por los transductores de sefiales y activadores de
la transcripcion

Tris-base 2-Amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol

Ta Temperatura de alineamiento

TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa

TPH-1 Linea celular de leucemia monocitica aguda humana

Zip Proteinas parecidas a ZrT, Irt

Zn Zinc

ZnCl, Cloruro de zinc

ZnT Transportador de zinc

RESUMEN

La inflamacién es iniciada por las citoquinas pro-inflamatorias que tienen profundos
efectos sobre el metabolismo de nutrientes y su utilizacion. Los oligoelementos se
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encuentran entre aquellos nutrientes que exhiben perfiles metabdlicos atipicos durante la
inflamacion y episodios infecciosos. Durante la inflamacion producida por una cirugia
experimental en animales se produce una disminucion de zinc en plasma, la cual se
denomina hipozinquemia, y es debida a la redistribucion de este metal a diferentes tejidos,
principalmente hacia higado. No obstante los anterior, poco se conoce acerca de los
mecanismos bioguimicos involucrados en esta redistribucion, por lo que en el presente
estudio se examind el papel de Zipl4 en la captacion hepética de zinc, las vias de
sefializacion implicadas en su induccion después de una cirugia abdominal, asi como la
redistribucion intracelular del metal a diferentes tiempos. Adicionalmente fue importante
evaluar los mecanismos implicados en el retorno de las concentraciones de zinc hepatico a
sus niveles basales, relacionandolo con la regulacion de la expresion del exportador de zinc
ZnT1. El trauma quirdrgico produjo una disminucion de zinc plasmatico desde las 9 hasta
las 20 h post-cirugia y un incremento en higado a las 20 h. A nivel intracelular, el zinc libre
disminuyo de las 3 a las 6 h, e increment6 a las 9 h, mientras que el zinc total incrementd
de las 9 hasta la 24 h. La concentracion de MT mostré incrementos desde las 6 hasta las 36
h, retornando a sus nivles basales a las 48 h. EIl ARNm del transportador Zip14 incrementd
desde las 6 hasta las 20 h, al igual que su sintesis proteica, teniendo un maximo a las 9 h.
Al administrar un inhibidor de Jak2, se produjo una disminucién del nivel de RNAm, asi
como también de la expresion proteica, lo mismo ocurrié cuando se administro el inhibidor
para Stat3, sin embargo, al administrar un inhibidor de PI3K se evidencio un aumento en la
transcripcion y traduccion de la proteina. Cuando fue administrado el inhibidor de NFxB
incrementd el ARNm vy la expresion de la proteina Zip14. Al administrar los inhibidores de
MAPP38 y JNK no se presentaron cambios del ARNm, pero la proteina Zip14 se encontrd
incrementada. Estos datos sugieren que Zipl14 es uno de los principales transportadores que
se encuentran mediando la redistribucion de zinc plasmatico hacia higado durante el trauma
quirdrgico y que su induccién depende de la via Jak2-Stat3 que es activada por IL-6. El
trauma quirdrgico provoco un incremento de la concentracién de zinc hepéatico desde las 20
h hasta las 36 h post-cirugia, retornando a su nivel basal a las 48 h. El factor de
transcripcion de MTF-1 se encontrd incrementado en citoplasma a las 20 h, sin embargo en
nacleo no se encontraron cambios en los tiempos evaluados. El nivel de ZnT1 RNAm se
encontr6 incrementado desde las 16 h hasta las 36 h al igual que la sintesis proteica que se
mantuvo incrementada hasta las 32 h, estos resultados fueron corroborados al evaluar la
cantidad de proteina mediante western-blot. Los cambios observados en la regulacion de la
expresion de ZnT1 después del proceso experimental estudiado, sugieren que durante el
proceso inflamatorio inducido por una cirugia experimental, este transportador regula el
retorno del zinc hepéatico a su concentracion basal con la finalidad de retornar a la
homeostasis.
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1. MARCO TEORICO

1.1 INTRODUCCION

El zinc juega un papel indispensable para la vida, es el segundo metal mas
abundante en los organismos. Este se encuentra como un catién divalente (Zn?*) y no posee
propiedades redox bajo condiciones fisioldgicas, lo cual explica por qué realiza multiples
papeles fisioldgicos en una gran variedad de procesos bioldgicos [Kambe y cols., 2015]. El
cuerpo humano adulto contiene de 2 a 4 gramos de este metal, aproximadamente el 60%
del zinc se encuentra almacenado en musculo esquelético, ~30% en hueso, ~5% en piel e
higado (Fig. 1) [Jackson y cols., 1989; Rink y Gabriel, 2000]. El zinc juega un papel clave
como un componente estructural, de sefializacién y catalitico [Maret y Li, 2009; Fukada y
cols., 2011], por lo que es el Unico metal que actia como cofactor en las seis clases de
enzimas, esto Ultimo gracias a que la union del metal a las proteinas generalmente sigue la
serie de Irving-Williams, donde el zinc es altamente preferido sobre muchos otros metales
excepto cobre [Maret y Li, 2009; Colvin y cols., 2010], por lo tanto un incremento de zinc
daria lugar a numerosas proteinas disfuncionales y probablemente esto conduciria a la
muerte celular, al igual que una deficiencia de este biometal [Fraker y cols., 2000, Rink y
Gabriel, 2000].

Debido a la importancia que tiene el zinc, las células deben mantener sus niveles de
zinc a concentraciones controladas, esto es logrado a través de un balance de exportacion,
almacenamiento celular y captaciéon del metal. Cada una de estas actividades es mediada
por distintas familias de proteinas, destacando los transportadores de zinc y las
metalotioneinas (MTs) [Dufner-Beattie y cols., 2003].

Con la finalidad de mantener el metabolismo homeostatico, las células han
desarrollado un eficiente sistema de proteinas de transporte integradas a las membranas
celulares y a las membranas de los organelos intracelulares, lo que permite el movimiento y
el mantenimiento de las concentraciones de zinc adecuadas [Gaither y Eide, 2001].

Empleando estos sistemas de transporte, el zinc es trasladado al interior de los
organelos, y activa enzimas dependientes de este metal, que son necesarias para el
mantenimiento de diversos procesos bioguimicos. Ademds, cuando los niveles
intracelulares del metal son altos, el control es mantenido mediante mecanismos de

desintoxicacion que incluyen la unién del metal a proteinas citoplasmaticas como son las

12



metalotioneinas (MTs) y la participacion de los transportadores de zinc, facilitando el
secuestro dentro de organelos, el cual es empleado méas tarde cuando existe un déficit del
metal o la exportacion del zinc de las células [Gaither y Eide, 2001].
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Figura 1. Distribucion de zinc en el cuerpo. El zinc de la dieta es absorbido por el intestino (duodeno y
jejuno) y luego se distribuye a los tejidos periféricos. Aproximadamente el 60% es almacenado en el
musculo esquelético, ~30 en huesos y 5% en higado y piel. El porcentaje remanente es distribuido a otros
tejidos tales como cerebro, rifidn y pancreas. El exceso de zinc es excretado a través de la secrecion
intestinal, células de la mucosa descamadas y por el tegumento renal. Tomado y modificado de Kambe y
cols., 2015.



1.2 CONTROL HOMEOSTATICO DEL ZINC

1.2.1Transportadores de zinc

En los mamiferos existen dos familias de transportadores de zinc, la familia de
transportadores ZnT, actdan disminuyendo los niveles de zinc intracelular, mediante la
exportacion de zinc desde el citoplasma celular hacia compartimentos intracelulares o al
espacio extracelular, mientras la familia de transportadores ZIP, son las proteinas
responsables del incremento de los niveles de zinc intracelular, via el transporte del metal
desde el espacio extracelular o desde el lumen de los organelos hacia el citoplasma (Fig. 2)
[Lichten y Cousins, 2009].

Las proteinas ZnT también llamadas SLC30A (solute-linked carrier 30, haciendo
referencia a los genes que las codifican), pertenecen a la familia de proteinas CDF (por sus
siglas en inglés cation diffusion falicitator) y estd integrada por 9 miembros en los
mamiferos [Gaither y Eide, 2001; Palmiter y Huang, 2004; Cousins y cols., 2006; Lichten y
Cousins, 2009; Kambe y cols., 2015].

Basados en la similitud de sus secuencias, Gaither y Eide, dividen a los
transportadores CDF en tres subfamilias; la subfamilia | incluye principalmente proteinas
de organismos procariotas, el transportador ZnT9 de mamiferos esta clasificado dentro de
esta subfamilia. Las subfamilias 11 y Il estan presentes tanto en organismos eucariotas
como procariotas en la misma proporcion, ZnT1, 5, 6, 7, 8 y 10 se clasifican dentro de la
subfamilia Il mientras que ZnT2, 3 y 4 pertenecen a la subfamilia 111 (fig. 3) [Gaither y
Eide, 2001; Palmiter y Huang, 2004].
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Espacio extracelular/Lumen
de compartimentos
intracelulares

ZIP/SLC39A | ZnT/SLC30A

Figura 2. Prediccion de las estructuras y mecanismos de transporte de Zip y ZnT. Se muestran las
predicciones topolégicas y las direcciones del transporte de zinc de los transportadores Zip
(izquierda) y ZnT (derecha). La secuencia rica en histidinas de Zip y ZnT es indicada con una linea en
negrita. Los residuos de histidina en los DTM IV y V son esenciales para la actividad del transporte de
zinc de los transportadores Zip y los residuos de histidina y acido aspartico de los DTM 1l y V de los
transportadores ZnT son indicados. Los transportadores Zip mueven al zinc del espacio extracelular o
de los compartimentos intracelulares al citoplasma, el mecanismo de transporte ain no ha sido
aclarado. En contraste, los transportadores ZnT funcionan como intercambiadores Zn®*/H,
transportan zinc desde el citoplasma al espacio extracelular o compartimentos intracelulares.
Modificado de Fukada v Kambe. 2011

La mayoria de estas proteinas transportadoras muestran seis dominios
transmembranales (DTMs I-VI1), a excepcion de ZnT5 que posee 15 DTMs (Fig. 3);
destacando los grupos amino y carboxilo-terminal a nivel citoplasmatico [Paulsen y Saier,
1997; Palmiter y Huang, 2004]. Dentro de los DTMs Il y V se han identificado cuatro
aminoacidos conservados (dos histidinas y dos acidos asparticos) (Fig. 2), otra
caracteristica de estas proteinas es la presencia de un bucle largo rico en histidinas que
generalmente sigue una secuencia (HX)n donde n = 2 a 6 y X suele ser serina (S) o glicina
(G), el bucle se encuentra entre los DTMs IV y V (Fig. 3), esta secuencia puede representar
el dominio de union al metal. Ademas de este ultimo dominio, se encuentra otro de union a
metal en el carboxilo-terminal, teniendo una secuencia...H-D/E-X-H-X-W-X-L-T-Xg-H...
(Fig. 3) [Gaither y Eide, 2001].
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l : : i ‘ i " ‘ '
= Dominios TM, Grupo His (HXs H), ® Grupo Ser (SX;.S) en ZnT6, uGrupo Arg (RX6R) y = Grupo Lys (KX;4K) en ZnT10

Figura 3. Resumen de las caracteristicas estructurales de los transportadores ZnT. El dendograma
muestra la similitud de la secuencia entre transportadores ZnT este es mostrado a la izquierda. La
clasificacién de las subfamilias sigue la asignacion de Gaither y Eide. La cantidad de DTM, asi como los
grupos o secuencias de His (HX;¢H), Ser (SX1S) y Lys (KX1¢K) son mostrados en el panel derecho. Los
nimeros arabigos por encima de cada secuencia indica el nimero de residuos de His/Ser/Arg/Lys en las
secuencias. Modificado de Fukada y Kambe, 2011.

Investigaciones basadas en la estructura cristalina del homdélogo de ZnT en E. coli,
YiiP, con la finalidad de realizar la verificacion de las predicciones topologicas, han dado
una valiosa informacién acerca del sitio de unién y el mecanismo de transporte de las
proteinas ZnT. YiiP forma un homodimero en forma de Y, en donde los cuatro residuos
aminoacidicos conservados dentro de los DTMs Il y V (Fig. 2) forman un sitio de union
tetraédrico con zinc en cada protdmero. Cada carboxilo terminal adopta una estructura
plegada como metalochaperona. Al igual que los dominios de union a metal de las ATPasas
tipo P que transportan metales, para ambas proteinas es importante la formacion del sitio de
unién del zinc citoplasmatico y la regulacion de la actividad del transporte de zinc [Lu y
Fu, 2007; Lu y cols., 2009]. El asa citoplasmatica rica en histidinas es una caracteristica
unica de los transportadores ZnT, pero su funcidn precisa no ha sido determinada, en parte
porque esta asa esta ausente en YiiP. Sin embargo, la presencia de esta secuencia rica de
histidinas en el transportador es esencial para la actividad del transporte de zinc. EI nimero
de residuos de histidinas en la asa ha mostrado modular la actividad del transporte de zinc

en varios ZnTs incluyendo sus homologos obtenidos de otras especies [Suzuki y cols.,
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2005; Kawachi y cols., 2008]. La informacion de la estructura de los transportadores ZnT
sugiere que la region del asa de los transportadores ZnTs coopera con los DTMs y con el
grupo carboxilo terminal para el transporte de zinc [Fukada y Kambe, 2011]. Los DTMs I,
I1'y V de las proteinas ZnTs son altamente anfipaticos, sugiriendo un importante papel en el
transporte del sustrato. Esta hipdtesis es soportada por la observacion de que ciertos
aminoacidos polares dentro de estos dominios se encuentran mas conservados [Gaither y
Eide, 2001; Lichten y Cousins, 2009].

Analisis con inmunofluorescencia y actividad de los transportadores de zinc han
demostrado que ZnT1 reside en la membrana plasmatica y que estd involucrado
directamente en el transporte de zinc citoplasmatico hacia el exterior de la célula [Palmiter
y Findley, 1995; McMahon y Cousins, 1998]. Otros transportadores ZnT, incluyendo del
ZnT2 al ZnT10 se localizan predominantemente en las regiones perinucleares y/o
compartimientos vesiculares de la célula (Fig. 4) [Palmiter y cols., 1996 a, b; Huang y cols.,
2002; Kambe vy cols., 2002; Kirschke y Huang, 2003; Chimienti y cols., 2004; Yu y cols.,

2007].
/ ZhTB/ ity 7 \
ZnTg, 200 ZnT8
\X\J‘\\}_L . " .

Granulos deinsulina
(células p pancreaticas)

‘ ZnT3 LA sindpticas
Aparato'de’ 4
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, N2 ZnT2 [ ndosoma/
QM : ZnT4 ZnT4 3 Lisosoma
N\
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\ P ZnT10
— RE ZnT2 = ’
ZnT4L, o,
Células epiteliales mamarias
ZnT1
[

Figura 4. Localizacion de los transportadores ZnTs en células de mamifero. Las flechas indican la
direccion de la movilizacion de zinc. Modificado de John y cols., 2010; Kambe y cols., 2015.
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localizacion subcelular y los patrones de regulacion en respuesta a la suplementacion o

eliminacion de zinc en varios sistemas celulares.

En la tabla 1 se muestra la distribucion de los transportadores ZnT en tejidos, su

Tabla 1. Distribucidn en tejidos, localizacion subcelular y regulacion de los transportadores ZnTs.
Modificado de Overbeck vy cols., 2008.

ZnT Distribucion en tejidos Localizacién Regulacién
subcelular
ZnT1 Ubicuo Membrana SZ induce ARNm en THP-1, HC11
plasmatica y | murinas
vesiculas
ZnT2 Intestino delgado, rifién, | Vesiculas SZ induce ARNmM en intestino
placenta, testiculos, | Endosomales / delgado, higado y rifién de ratas. EZ
préstata, higado y pancreas | lisosomales reduce ARNm en intestino delgado y
acidas pancreas de ratones y en el intestino
delgado y rifion de ratas
ZnT3 Cerebro y testiculos Vesiculas sinapticas EZ no tiene ninguna influencia en
timo de raton
ZnT4 Ubicuo Red trans-Golgi, | SZ no tiene ninguna influencia en
vesiculas y | ARNm en el higado, intestino y rifién
endosomas de ratas y en células epiteliales de
mama humana; EZ no tiene influencia
en el ARNm en intestino delgado,
higado rifion, testiculos y cerebro de
ratas
ZnT5 Ubicuo Granulos secretorios | SZ induce ARNm en células Caco-2,
en células B | pero no en células JAR y células
pancredticas, aparato | HelLa; EZ reduce ARNm en THP-1 e
de Golgi, membrana | incrementa ARNm en Hel a
plasmatica.
ZnT6 Higado, cerebro, intestino | Red trans-Golgi, | SZy EZ reduce ARNm en THP-1, SZ
delgado, rifién, pulmén, | vesiculas no tiene influencia en ARNm en
THP-1 células NRK
ZnT7 Higado, intestino delgado, | Aparato de Golgi y | SZ induce ARNm en THP-1 y no
rifdn, bazo, corazon, | vesiculas afecta en células HelLa; EZ reduce
cerebro, pulmén y THP-1 ARNmM en THP-1 e induce ARNm en
células HelLa
ZnT8 Células B pancreaticas e | Vesiculas No determinado
higado
ZnT9 Ubicuo Citoplasma y nucleo No determinado
ZnT10 Higado y cerebro fetales No determinado No determinado

SZ, suplementacion de zinc; EZ, Eliminacion de zinc. TPH-1, Linea celular de leucemia monocitica aguda.
HC11, Linea celular de epitelio mamario normal. Células Caco-2, Células de céancer de colon humano.
Células JAR, Células de coriocarcinoma humano. Células Hela, Células derivadas de cancer cérvico-uterino.
Células NRK, Células de rifidn de rata normal.
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La familia de transportadores Zip también son Ilamados SLC39A (por sus siglas en
inglés, solute-linked carrier 39) haciendo alusion a la familia de genes que los codifican.
Los transportadores Zip fueron Ilamados asi debido a que son “proteinas parecidas a ZrT,
Irt” (deriva de sus siglas en inglés, Zrt-, Irt-like Proteins). Estos transportadores llevan el
nombre de los dos primeros miembros de la familia identificados, Zrt de Saccharomyces
cerevisiae e Irt de Arabidopsis thaliana [Eide y cols., 1996; Zhao y Eide, 1996 a]. Zrtl es
un transportador que capta zinc en levaduras e Irt es un transportador de hierro en plantas,
de esta forma se puede concluir que la familia de transportadores Zip provienen de un
ancestro comun [Gaither y Eide, 2001]. La familia de proteinas Zip de mamiferos consiste
de 14 miembros [Cousins y cols., 2006; Lichten y Cousins, 2009] que son divididas en
varias subfamilias con alto grado de conservacion dentro de estos grupos. La subfamilia |
estd integrada principalmente por miembros pertenecientes a hongos y plantas, el
transportador Zip9 de mamiferos pertenece a esta subfamilia. La subfamilia Il incluye a
transportadores de mamiferos, neméatodos e insectos, a esta familia pertenecen Zipl, Zip2 y
Zip3 [Guerinot, 2000; Cousins y cols., 2006]. La subfamilia GufA esta relacionada con el
gen gufA de Myxococcus xanthus y su funcion es desconocida, esta integrada por proteinas
presentes en procariontes y eucariontes, a esta subfamilia pertenece Zipl1 y, por ultimo, la
subfamilia LIV-1 que esta relacionada con genes LIV-1, que son regulados por estrgenos,
esta subfamilia esta restringida a eucariontes, encontrandose en ésta los transportadores
Zip4-Zip8, Zipl0 y Zipl2-Zipl4 (Fig. 5) [Eng y cols., 1998; Taylor, 2000; Gaither y Eide,
2001; Taylor y Nicholson, 2003; Cousins y cols., 2006].

Los transportadores de la familia Zip poseen 8 DTMs [Guerinot, 2000; Gaither y
Eide, 2001]. Destacan las orientaciones extracelulares tanto del grupo amino como del
carboxilo-terminal (Fig. 2), este modelo topoldgico ha sido confirmado en transportadores
de levaduras como Zrtl y algunos transportadores Zip de mamiferos como Zip2 [Gaither y
Eide, 2000; Gitan y cols., 1998]. Los transportadores Zip muestran un asa larga de
localizacion intracelular el cual se ha denominado “region variable” debido a que los
miembros de ésta familia muestran poca conservacion tanto en longitud y secuencia. Esta
asa se encuentra ubicada entre los dominios Il 'y IV. Una caracteristica que es compartida
por varias proteinas Zip es la presencia de repeticiones ricas de histidinas (HX), en la

region variable, donde n corresponde a un nimero de 3 a 5 [Gaither y Eide, 2001; Eide,
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2004; Kambe y cols., 2004]. Gaither y Eide han propuesto que esta secuencia rica en
histidinas corresponde a un dominio de unién al metal, ademas de que esta misma region
incluye importantes residuos aminoacidicos de vital importancia para la funcion de los
transportadores Zip, al actuar probablemente como una sefial de seleccion, como es el caso
de di-leucina en Zipl, la cual media la endocitosis y los residuos de histidina en Zip4,
median procesos de ubiquitinacion y degradacion [Gaither y Eide, 2001; Huang y Kirschke,
2007; Mao y cols., 2007]. La porcién méas conservada entre los miembros de la familia Zip
se encuentra entre los dominios IV y V, ambos son parcialmente anfipaticos y contienen
residuos de histidina conservados (Fig. 2) [Gaither y Eide, 2001; Eng y cols., 1998]. Se ha
propuesto que en esta region se forma un canal acuoso a través del cual pasa el zinc y que,
los residuos de histidina junto con residuos polares adyacentes constituyen un sitio de union
a metales a nivel intramembranal [Eng y cols., 1998]. Consistente con esta propuesta, las
mutaciones de los residuos de histidina y los residuos polares en los dominios IV y V de
IRT1 suprimen la actividad del transporte de zinc [Rogers y cols., 2000].

Los miembros de la subfamilia LIV-1 tienen caracteristicas Unicas, poseen una
secuencia conservada en el dominio V parecida a la presentada por las metaloproteasas
(HEXPHEXGD) (Fig. 5). De acuerdo a las caracteristicas de esta secuencia se sugiere que
los miembros LIV-1 pueden ligar el zinc via estos motivos [Taylor y Nicholson, 2003].
Otro motivo caracteristico es el CPALLY localizado inmediatamente antes del primer
DTM (Fig. 5) [Fukada y Kambe, 2011]. Muchos de los miembros de la subfamilia LIV-1
tienen una secuencia amino-terminal mas larga en comparacion con otros miembros de la
subfamilia Zip. Al parecer esta secuencia tiene funciones importantes, ya que en pacientes
con Acrodermatitis enteropatica se ha descrito un gran nimero de mutaciones en este
dominio del transportador Zip4 [Taylor y Nicholson, 2003; Andrews, 2008].

La estructura cristalina analizada por difraccion de rayos X de los transportadores
Zip no ha sido reportada, lo cual restringe la compresién de su topologia precisa, sitios de
unién a zinc y mecanismos de transporte [Fukada y Kambe, 2011].
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Figura 5. Resumen de las caracteristicas estructurales de los transportadores Zip. El dendograma muestra
la similitud de las secuencias entre los transportadores Zip, este es presentado a la izquierda. La clasificacién
de las subfamilias sigue la asignacion de Gaither y Eide. En el panel derecho se presentan los dominios
transmembranales (DTM), grupos de histidinas (HX;.¢H), motivos parecidos al de metaloproteasas y el motivo
CPALLY. Los numeros ardbigos por encima de cada secuencia indica el nimero de residuos de histidina en el

bucle de histidinas. Modificado de Fukada y Kambe, 2011.

Como ya ha sido mencionado, el mecanismo bioquimico involucrado en el
transporte de zinc por los transportadores Zip no ha sido completamente investigado. En
levaduras, se ha descrito que los transportadores Zrtl y Zrt2 son dependientes de energia
[Zhao y Eide 1996 a, b]. Sin embargo, el transporte de zinc por Zipl y Zip2 no depende de
energia, ni de gradientes de K* o Na’, aunque la actividad de Zip2 es estimulada por
HCO5 sugiriendo la existencia de un mecanismo simporte Zn?*/HCOs. Estudios de
competicion del metal indican que algunas proteinas Zip de mamiferos son especificas para
zinc, sin embargo, la actividad de captacion de zinc por h/mZipl, mZip3 y h/Zip2 son
inhibidas por multiples cationes [Gaither y Eide, 2001; Gaither y Eide, 2000; Dufner-
Beattie y cols., 2003].
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La mayoria de las proteinas Zip se localizan en membrana plasmatica (Fig. 6) en el
caso de Zipl-8 y Zip14 ha sido confirmado por analisis de actividad de transporte de zinc
usando transfeccion de ADN en células de mamiferos, la actividad del transporte ha sido
medido por la captacién de ®*Zn** o usando pruebas que producen emisién fluorescente
bajo la union de zinc labil intracelular [Cousins y cols., 2006]. Los transportadores Zip7,
Zip8, Zip9 y Zipl3 se localizan en membranas de organelos [Fukada y Kambe, 2011].

En la tabla 2 se muestra la distribucion de los transportadores en los tejidos, su
localizacion subcelular y los patrones de regulacion en base a la concentracion de zinc

celular.

Zipl Zip2 Zip3 Zip4 Zip5 Zip6 Zip8 Zipl0 Zipl4

e | | S |

e . Aparato'de’
y - \\. - Golgi Zip8 <:; Endosoma/

Lisosoma ,r
XXX \) -
I N pe
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b 4 Zip1l
B o Zipl3
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/,

Figura 6. Localizacion celular de los transportadores Zip. Las flechas indican la direccion del
movimiento del zinc. La mayoria de estos transportadores se localizan a nivel de membrana plasmética a
excepcion de Zip7 que se localiza en membrana de reticulo endopldsmico y Zip8 en membrana de
lisosomas. Modificado de Lichten y Cousins, 2009.
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Tabla 2. Distribucion en tejidos, localizacion subcelular y regulacién de los transportadores Zip.

Zip Distribucion en tejidos Localizacién Regulacion
subcelular
Zipl Ubicuo Membrana plasmética | El ARNmM es regulado
y vesiculas | negativamente cuando las células
intracelulares son expuestas a altas
concentraciones de zinc.

Zip2 Deteccion  limitada  en | Membrana plasmatica | Incrementa el ARNm cuando
préstata, Utero, epitelio disminuyen las concentraciones de
cervical, nervio oOptico y zinc celular.
monocitos

Zip3 Ubicuo con altos niveles en | Membrana plasmatica | EIl ARNm no es regulado por el
testiculos y células zinc de la dieta en el intestino o
epiteliales mamarias endodermo visceral.

Zip4 Intestino delgado, estdbmago, | Membrana plasmatica | Aumentan su expresién cuando
colon y rifion existen deficiencias de zinc. El

aumento de zinc de la dieta tiende
degradar el ARNm.

Zip5 Alta expresion en higado, | Membrana plasmatica | La abundancia de ARNm es
riidn, pancreas y a lo largo insensible a zinc, pero la
del intestino delgado y colén traduccion de este ARNm fue

encontrado ser sensible a zinc

Zip6 Ubicuo Membrana plasmatica | Su expresion no depende de las

concentraciones de zinc.

Zip7 Ubicuo Aparato de Golgi Su abundancia es reprimida por

suplementacion de zinc

Zip8 Pulmén, Rifibn, higado, | Membrana plasmatica [ Su expresion no depende de las
cerebro, intestino delgado y concentraciones de zinc

Endosomas/lisosomas

Zip9 Ubicuo Red trans Golgi No determinado

Zip10 Ubicuo Membrana plasmatica Aumenta su expresién con la

suplementacion de zinc

Zipll No determinado Membrana plasméatica | No determinado

Zip12 Cerebro, pulmon, testiculos | No determinado No determinado
y retina

Zipl3 Ubicuo Aparato de Golgi No determinado

Zipla Ubicuo Membrana plasmatica Su expresion no depende de las

concentraciones de zinc

Informacion modificada de Lichten y Cousins, 2009; Eide, 2004.

La expresion de muchos transportadores ZnT y Zip es regulada

transcripcionalmente y post-transcripcionalmente. Se conoce que algunos genes que

codifican para estas proteinas son blanco del factor de transcripcion de respuesta a metales
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(MTF-1), por lo tanto son regulados por la concentracion del zinc, por ejemplo, MTF-1
activa la expresion de ZnT1 (Fig. 7) y reprime la expresion de ZiplO en respuesta a
incremento de zinc [Langmade y cols., 2000; Wimmer y cols., 2005].

La expresion de Zip4 es estrictamente regulada en multiples niveles post-
transcripcionales, debido a que cumple funciones criticas para la regulacion de la
biodisponibilidad del zinc en el cuerpo, como una ruta esencial para la absorcion del zinc
de la dieta [Weaver y cols., 2007; Jou y cols., 2009]. EI ARNm del transportador Zip4 es
estabilizado durante la deficiencia de zinc lo que da lugar a un incremento del
transportador. La acumulacion de la proteina Zip4 en la superficie apical de las células
epiteliales del intestino se da después de su procesamiento, que se ha descrito que puede ser
una escisién proteolitica del dominio N-terminal. EI aumento en la concentracion de zinc
causa una rapida endocitosis y degradacion de la proteina, asi como la desestabilizacion del
ARNmM [Weaver y cols., 2007]. Un cambio de localizacion similar ha sido encontrado para
muchos transportadores Zip localizados en la membrana plasmatica, sugiriendo que la
endocitosis en respuesta a la concentracién de zinc es un mecanismo conservado para
controlar la captacién de zinc por los transportadores Zip [Wang y cols., 2004]. En
contraste existen pocos reportes acerca de los cambios de localizacion de los
transportadores ZnT. Las proteinas ZnT4 y ZnT6 se redistribuyen de la region perinuclear a
la periferia celular en respuesta a altas concentraciones de zinc [Huang y cols., 2002]. La
regulacion de éste trafico de proteinas probablemente es importante para el mantenimiento
de la homeostasis del zinc intracelular [Fukada y Kambe, 2011].

Los transportadores, ademas de ser regulados por zinc, sus concentraciones
dependen de la presencia de citocinas y hormonas, siendo esta regulacion positiva o
negativa, lo que depende del tejido (Fig. 7). Un buen ejemplo de esta regulacion positiva es
la del transportador Zip6 del pez “cebra” por el factor de transcripcion STAT3, ya que es
indispensable para la transicion epitelial mesenquimal (EMT) durante su desarrollo
temprano [Fukada y Kambe, 2011]. En los mamiferos se ha reportado una regulacion
positiva en tejido hepatico generada por IL-6 tanto para transportadores de la familia ZnT
y Zip (Tabla 3), por otro lado también se ha reportado que la hormona glucocorticoide
regula positivamente la expresién del transportador ZnT2 [Lichten y Cousins, 2009]. Asi, la

regulacion de la expresion de los transportadores de zinc es esencial para su funcién en
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fisiologia y patogenia, como lo es el proceso inflamatorio que se caracteriza por un
aumento en la sintesis de las citocinas IL-6 e IL-1, asi como algunas hormonas [Cousins y
cols., 2006, Fukada y Kambe, 2011].

Tabla 3. Regulacion de la expresion de los transportadores de zinc de la familia Zip y ZnT por citocinas y
hormonas. Modificado de Lichten y Cousins, 2009.

Transportador de zinc Regulacién
Zipl IL-6
Zip5 IL-6
Zip6 IL-6/IL-1
Zip8 TNFa
Zipl4 IL-6/1L1/Oxido nitrico
ZnT1 Factor de transcripcion de

respuesta a metales (MTF-1)

ZnT2 Hormona glucocorticoide
ZnT5 IL-6
ZnT6 ¢IL-6?

¢? No se ha definido su regulacién por IL-6
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Figura 7. Vias de sefializacién que regulan algunos genes de ZnT y Zip, y la influencia del trafico de Zn**
intracelular. Cambios en la dieta suplementada con zinc tiene influencia sobre la expresion de ZnT1, ZnT2,
Zip4 y MT. El factor de transcripcion MTF-1 controla MT y ZnT1. El estrés nitrosativo inducido por
citocinas pro-inflamatorias incrementa NO y estimula la liberacién de Zn** de MT, el cual activa MTF-1. Los
eventos que induce iNOS y el incremento de NO da lugar a la tionitrosacion de MT, lo cual puede ser
revertido adicionando Zn?*. En contraste, la oxidacion irreversible de MT por ROS dirige la degradacion
probablemente via ubiquitinacion. Las citocinas pro-inflamatorias incluyendo IL-18 e IL-6 estimulan la
sefializacién mediada por STAT, regulando positivamente a Zipl4 y Zip6, dando lugar al influjo de Zinc
celular. La prolactina, estrégeno y testosterona regulan la expresion especifica celular de algunos genes de
transportadores Zip. En modelos de organismos no mamiferos la regulacién del Zn®* es dada por
transportadores homdlogos a ZnT1 y Zip6. EMT puede ser un factor controlado en parte por Zn?* via
regulacion de transportadores. Las lineas solidas indican accion positiva y las continuas indican lo
contrario. Modificado de Cousins y cols., 2006.
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1.2.2 Distribucion de zinc intracelular

Después de la captacion celular de zinc, la que es mediada por los transportadores
localizados en la membrana plasmaética, este metal es distribuido dentro del citoplasma
(50%), nucleo (30-40%) y membrana celular (10%). La concentracion de zinc celular es
considerada estar dentro de un rango entre 10 y 100 pg. El Zinc celular estéa disponible en
cuatro pools. Primero puede unirse fuertemente a metoloproteinas como un componente
estructural o metaloenzimas como cofactor; segundo el zinc unido a metalotioneinas con
una afinidad baja, del cual puede ocupar del 5-10% del total del pool del zinc celular;
tercero puede ser compartamentalizado dentro de los organelos intracelulares y vesiculas de
almacén de zinc, y como un suministro para las proteinas dependientes de zinc, la cual es
mediada por transportadores de zinc. Como resultado del segundo y del tercero, el cuarto
pool es el zinc libre citosélico el cual es mantenido en una muy baja concentracion
considerada en un orden picomolar y nanomolar bajo. Las concentraciones de zinc libre en
los organelos intracelulares son de 0.14 pM en mitocondria, 0.2 pM en la matriz
mitrocondrial, 0.9 en el reticulo endoplasmico y ~0.2 en Golgi (Fig. 8).

La movilizacion de zinc entre las vesiculas y los organelos también es efectuada por los
transportadores de zinc, los cuales contribuyen a las perturbaciones de amortiguamiento de
la homeostasis del zinc citosolico, el cual es referido como “buffering” y “muffling”.
Buffering y muffling son importantes en situaciones de exceso de zinc y juegan un papel
importante en las fluctuaciones de zinc [Kimura y Kambe, 2016; Kambe y cols., 2015].
Para mantener controladas las concentraciones de zinc celular, las células deben disponer
de factores que sensen o regulen el estado estable de los niveles de zinc citosolico.
Solamente un sensor de zinc (Factor de transcripcion de union a elementos de respuesta a
metales de tipo 1: MTF-1 coordina la expresion de dos importantes proteinas de control

homeostatico de zinc que son Metalotioneinay ZnT1.
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Figura 8. Esquema de la distribucion de zinc. Los transportadores ZnT (flechas verdes) y ZIP (flechas
rojas) Coordinan para regular la homeostasis del zinc celular. La concentracion total del zinc celular es
considerada ser de 10 a 100 pM, pero casi todos los iones [Zn?*] en el citosol se unen estrechamente a
una serie de metaloproteinas y MTs, o secuestrados o liberados de organelos/ vesiculas intracelulares a
través de transportadores de ZnT o ZIP, respectivamente. Por lo tanto las concentraciones del Zn** 14bil
(“libre”) en el citosol son muy bajas. Las concentraciones del metal en algunos compartimentos
intracelulares también son mostradas. Sin embargo, no hay consenso sobre los valores del ER y Golgi. El
Zn** 14bil esta presente en mitocondria, pero la ruta de entrada no ha sido demostrada. Altas cantidades
de Zn®* son acumuladas en compartimentos secretorios especializados, tales como vesiculas sinapticas y
granulos de insulina. Circulos amarillos: Zinc. Circulos rosa: glutamato. Tomado y modificado de

[Kambe y cols., 2015].

1.2.3 Metalotioneinas

Después de que Margoshes y Vallee descubrieron una proteina de union a cadmio
en rifiones de caballo, a esta se le dio el nombre de “metalotioneina” para indicar la
presencia de varios tipos de iones metalicos en el material aislado (metalo-) y el alto
contenido de grupos tioles (cisteina) en la proteina (-tioneina) [Margoshes y Vallee, 1957;
Ké&gi y Vallee, 1960]. Metalotioneina (MT) es el nombre genérico para la familia de
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proteinas de unidn a metales, las cuales son estructuralmente variables [Maret, 2011]. Son
de baja masa molecular la cual va de 6-7 kDa [Ké&gi y Vallee, 1960], estdn formadas por
61-68 aminoacidos de los cuales ~30% son cisteinas y no contienen aminoacidos
aromaticos [Kojima y cols., 1976]. Las MTs tienen una gran afinidad por metales
divalentes esenciales, como zinc y cobre, asi como por metales no esenciales como cadmio,
mercurio y bismuto [Palmiter, 1994; Haq y cols., 2003]. Debido a estas caracteristicas, en
las MTs de mamiferos los metales determinan la estructura terciaria de la proteina [Maret,
2011], la cual esta constituida por enlaces de coordinacion entre los grupos tioles de las
cisteinas y los iones metalicos [Ngu y Stillman, 2009], por ejemplo el zinc se une con una
geometria tetraédrica [Maret, 2011].

Estructuralmente las metalotioneinas estan compuestas por dos dominios globulares
de unién a metales (o y B) con diferente capacidad para asociarse a iones metélicos. El
dominio o estd formado por el extremo C-terminal y contiene 11 cisteinas, el dominio f
estd formado por el extremo N-terminal y contiene 9 cisteinas (Fig. 9), los 20 residuos de
cisteina en la MT permiten que se unan un total de siete iones zinc o un total de 12 iones
cobre [Haqg y cols., 2003]. El anélisis de la secuencia de la proteina demostré que esta
constituida por una sola cadena polipeptidica, y que las distintas cisteinas se distribuyen en
tres diferentes secuencias que son Cys-X-Cys, Cys-Cys y Cys-X-X-Cys donde X denota un
aminoacido distinto a cisteina (Tabla 4) [Kojima y cols., 1976]. El alto contenido de
cisteinas en las MTs cumplen dos propiedades importantes que son criticas para la funcion

de estas proteinas y son: la union a metal y las reacciones redox [Colvin y cols, 2010].
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Figura 9. Modelos moleculares de MT. A) modelo molecular de metalotioneina en 3D (esferas), donde se
pueden observar los dos dominios a y p, carboxilo y amino terminal respectivamente. B) modelo molecular
de esferas y varillas donde se muestra la union del cadmio (esferas verdes) y los grupos sulfhidrilos (esferas
amarillas) provenientes de las cisteinas que caracterizan a la molécula. C) Estructuras oy B donde se
muestran los angulos tetraédricos de interaccion entre los grupos sulfhidrilos (esferas amarillas) y los
atamos de cadmio (esferas verdes). Modificado de Ngu y Stillman, 2009.

Tabla 4. Alineamiento de la secuencia de aminoéacidos de las cuatro isoformas de metalotioneinas
humanas usando ClustalW. Tomado de Vasak y Meloni, 2011.

1 10 20 30 40 50 60 68
MT-1H MDPN-CSCEA GGSCACAGSC KCKKCKCTSC KKSCCSCCPL GCAKCAQGCI CKG------ A SEKCSCCA
MT-2A MDPN-CSCAA GDSCTCAGSC KCKECKCTSC KKSCCSCCPV GCAKCAQGCI CKG------ A SDKCSCCA
MT-3 MDPETCPCPS GGSCTCADSC KCEGCKCTSC KKSCCSCCPA ECEKCAKDCV CKGGEAAEAE AEKCSCCQ
MT-4 MDPRECVCMS GGICMCGDNC KCTTCNCKTC RKSCCPCCPP GCAKCARGCI CKG------ G SDKCSCCP

Se destacan los residuos de cisteinas conservadas. La numeracion corresponde a la secuencia de la MT-3 humana.
El nimero de acceso a la secuencia de cada una de las isoformas en la base de datos NCBI es: MT-1H, NP_005942.
MT-2A, NP_005944. MT-3, NP_005945 y MT-4, NP_116324.

En mamiferos se han descrito cuatro isoformas que han sido designadas como MT-1
a MT-4. Las isoformas 1 y 2 de las MT fueron descubiertas hace 50 afios por Margshes y
Valle [Margoshes y Vallee, 1957], y son expresadas en casi todos las células de los
mamiferos, siendo mayor su expresion en higado [Hag y cols., 2003]. La expresion de MT-
3 y MT-4 esta mas limitada, MT-3 fue descubierta cuando en un ensayo bioldgico

empleado para investigar la falta de actividad antiproliferativa en cerebro de pacientes de
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la enfermedad de Alzheimer’s, esta proteina fue capaz de suprimir el crecimiento de células
neuronales de rata en cultivo, debido a esta propiedad fue llamada “factor de crecimiento
inhibitorio” [Haq y cols., 2003], que mas tarde fue identificado como un nuevo miembro de
la familia de MTs [Palmiter y cols., 1992]. MT-3 es expresada principalmente en neuronas
glutamatérgicas, aunque también se ha reportado en pancreas e intestino. La expresion de
MT-4 esta limitada a células del epitelio escamoso de piel y lengua [Haq y cols., 2003].

En humanos, los genes de las MT estan localizados en la region q13 del cromosoma
16, e incluye a los siguientes 11 genes de MT-1 (MT1A, -B, -E, -F, -G, -H, -I, -J, -K, -L y —
X), MT-2 (también conocida MT-2A), MT-3 y MT-4 [Haq y cols., 2003].

Las MTs son las Unicas proteinas que se han relacionado con el control y
biodisponibilidad de los iones zinc [Colvin y cols, 2010]. Los ratones carentes de los genes
de las MT-1 y 2 son sensibles a los afectos adversos del exceso de zinc en la dieta y
también son mas susceptibles a desarrollar deficiencia de zinc, demostrandose asi el papel
de las MTs en el metabolismo celular del zinc [Kelly y cols., 1996]. Las MTs pueden
localizarse en la célula a nivel citoplasmatico, endosomal, nuclear y mitocondrial, asi como
a nivel extracelular [Ye y cols., 2001; Hao y cols., 2007; Moltedo y cols., 2000; Maret,
2011].

Ademés del papel de las MTs en el metabolismo del Zn, también se le ha
relacionado con el metabolismo redox, este vinculo ha sido formulado en términos de un
ciclo redox en el cual la oxido-reduccion de la MT es bioquimicamente acoplada a otros
pares redox con una concomitante asociacion y disociacion de iones zinc [Chen y Maret,
2001] (Fig. 8).

Debido a estas caracteristicas, a las MTs se les ha adjudicado funciones de
proteccién celular en contra de la toxicidad de metales divalentes, como antioxidantes y
como protectores contra radicales libres hidroxilos [Inoue y cols., 2009].

Las MTs son inducidas en su sintesis por una gran cantidad de factores fisioldgicos,
fisiopatoldgicos y toxicologicos (Fig. 10). Las isoformas MT-1 y MT-2 son altamente
inducibles por una variedad de estimulos incluyendo metales, hormonas, citocinas,

oxidantes, estrés e irradiacion [Haq y cols., 2003].
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Figura 10. Ciclo redox de metalotioneina. Oxidacion de los grupos tiolatos unidos a zinc en la MT
resulta en la disociacién de iones Zn** y formacién de tionina con enlaces disulfuro. Los mismos o
diferentes pares redox reduce los enlaces disulfuro y regenera tioneina, la cual puede asociarse con iones
Zn** para formar MT y cerrar el ciclo. Las intersecciones del ciclo con el ciclo de un par redox y el ciclo
de la concentracion de iones Zn?*, proveen un vinculo entre el estado redox celular y la disponibilidad de
los iones Zn**. Modificado de Maret, 2011.

A nivel hepatico, la expresion de MT es inducida en ratas por IL-6 a través de un
mecanismo que requiere una adecuada dieta suplementada con zinc [Huber y Cousins,
1992]. En contraste, experimentos con hepatocitos en cultivo han mostrado que IL-6, pero
no IL-1a, incrementa la acumulacion de zinc celular, asi como la expresion de MT, en
comparacion con hepatocitos expuestos a glucocorticoides [Schroeder y cols, 1990].

Por otro lado, el incremento de la concentracion de zinc hepatico fue encontrado en
ratones después de la administracién de lipopolisacarido (LPS), sin embargo, este
incremento no fue observado en ratones knock-out para MT (MT™) o IL-6 (IL-67"), estos
resultados sugieren que MT juega un papel importante en la regulacion del zinc durante los
procesos infecciosos e inflamatorios (Liuzzi y cols., 2005; Inoue y cols., 2009].

Otro estudio demostré que los ratones 1L-6" con pre-tratamientos de 1L-6, después
de realizarles una hepatectomia parcial restablecieron la sintesis de MT hepatica y la
regeneracion del higado igual al del grupo testigo, demostrando que IL-6 es uno de los
principales inductores para la sintesis de MT hepatica y un factor critico para la

regeneracion del higado durante la hepatectomia parcial [Cherian y Kang, 2006]
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Figura 11. Panorama general de la regulacién de los genes de metalotioneina (MT) y su funcién. El
promotor de MT tiene muchos elementos de respuesta que regularan positivamente su transcripcion.
Estos incluyen: 1) Elemento de respuesta a metales (MRE), el cual es activado por el factor de
transcripcién de respuesta a metales (MTF-1) después de la captacién de zinc, que es suministrado por
la dieta; 2) Elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE); 3) Elementos activados por STAT
(Transductores de sefiales y activadores de transcripcién); 4) Elemento de respuesta a antioxidantes o
electrofilos (ARE) activado en respuesta a estados redox. La metilacion puede regular negativamente
la expresién en algunas células tumorales. Reservas de zinc celular estan influidas por la ingesta del
zinc de la dieta y la actividad de los transportadores de zinc y sirve como la fuente de zinc unido a MT.
El zinc ligado a MT muestra una estabilidad termodinamica alta pero también alta labilidad cinética.
La tioneina y Zn;MT puede servir para secuestrar o donar zinc, respectivamente, desde/a
metaloproteinas de zinc. La metalotioneina es méas rapidamente degradada que Zn;MT. Los numerosos
sitios de coordinacion de zinc en proteinas (incluye factores de transcripcion, moléculas de
sefializacién y moléculas adaptadoras que utilizan dedos de zinc para la interaccién proteina-
proteina) proporcionan la oportunidad para que el nivel de MT influya en los procesos claves
incluyendo regulacion de genes, proliferacion celular y diferenciacion, transduccion de las sefiales y
apoptosis, asi como el dafio oxidativo causado por la influencia de estrés oxidativo y electrofilos.
Modificado de Davis y Cousins, 2000.
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1.2.4 Factor de transcripcion de metales tipo 1 (MTF-1)

Los factores de transcripcion constituyen un grupo de proteinas que controlan la expresion
del gen diana por inhibicion o iniciacién de la transcripcion en respuesta a un estimulo
molecular especifico. Uno de estos factores de transcripcion es MTF-1 que representa un
interesante ligando de iones zinc involucrado en un gran nimero de procesos celulares.
MTF-1 es un regulador tanscripcional pluripontete localizado tanto en citoplasma como en
nucleo. Esta involucrado en la adaptacion celular como consecuencia de varias condiciones
de estrés, principalmente a la exposicion de metales pesados, pero también a hipoxia y
estrés oxidante.

MTF-1 es una proteina de 72.5 kDa, tiene una estructura de dominio tipico de los factores
de transcripcion intracelulares en el que varias partes funcionales pueden ser distinguidas
(Fig. 12). Una parte funcional importante es el dominio de unién a DNA (DBD por sus
siglas en inglés) el cual permite la deteccion y la union de la proteina a la secuencia del
promotor del gen. Otras partes pueden tener varios dominios de deteccion de sefiales y
dominios de trans-activacion (TAD) los cuales detectan sefiales quimicas y permiten la
regulacién positiva y negativa de la expresion de genes que accede de este modo a la
expresion celular especifica. Como la mayoria de los factores de transcripcion, MTF-1
también tiene un dominio de dedos de zinc, incluyendo 6 estructuras de dedo de zinc tipo
Cys,His; los cuales permiten un conducto de interaccién con el DNA [Grzywacz Yy cols.,
2015]. Dado que MTF-1 muestra un aumento de union a DNA bajo suplementos de zinc y
los dedos de zinc individuales tienen afinidades de union diferentes, este dominio fue
sugerido para mediar la percepcién de zinc intrinseco de MTF-1, los dedos de zinc 5y 6
pueden contribuir a la especificidad pero son indispensables para la union a MER [Gunther
y cols., 2012].

MTF-1 se encuentra altamente conservado, desde insectos hasta mamiferos, donde esta
tipicamente presentado como una sola copia [Giinther y cols., 2012]. Varios reportes han
revelado que el factor de transcripcion se acorta en roedores, lo que podria conducir a una
menor afinidad a zinc. Por otro lado en insectos como Drosophila ha sido bien

caracterizado y es responsable de la homeostasis del cobre [Grzywacz y cols., 2015].
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Debido a la importancia del proceso transcripcional para la supervivencia de los
organismos, existen varios niveles de regulacion y control. En el caso de MTF-1 y procesos
conectados con su actividad, el zinc parece ser el mensajero crucial y un factor central para
el cruce de vias fisiologicas, también MTF-1 necesita iones de zinc para iniciar su actividad

como un factor de transcripcion [Grzywacz y cols., 2015].
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Fig. 12 Esquema de MTF-1 con sus dominios funcionales. Esquema de MTF-1 a) humano; b) ratén; c)
Drosophila. NLS, sefial de localizacion nuclear, NES sefial de exportacion nuclear. Tomado y modificado
de Grzywacz y cols., 2015

El mecanismo que ha sido bien descrito de la estimulacion celular de MTF-1 ocurre por
iones de zinc libre. La activacion de este factor de transcripcion puede ser precedida (i)
directamente por los iones zinc de citoplasma, (ii) indirectamente por la liberacion de zinc
de metalotioneinas o (iii) indirectamente por fosforilacién/desfosforilacion de la proteina
[Grzywacz y cols., 2015].

Bajo condiciones normales MTF-1 se localiza tanto en nucleo como en citoplasma, pero se
acumula en ndcleo bajo condiciones de estrés, incluyendo la sobrecarga de metales
pesados, choque térmico y estrés oxidante. Una vez que MTF-1 es activado, se tansloca al
nacleo y después de que se une al DNA recluta diferentes activadores, ya que a menudo
depende de otros factores de transcripcion para la expresion coordinada del gen diana (Fig.
13) [Giinther y cols., 2012].
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Figura 13. Generalidades de la regulacion de MTF-1 en mamiferos. Bajo condiciones normales se
encuentra en nucleo y citoplasma con la exportacion mas probable de MTF-1 con Crm1, el cual media la
exportacion nuclear de proteinas que llevan una sefial de exportacidn nuclear rica en leucina. MTF-1
puede ser activado directamente por zinc o indirectamente por la liberacion de zinc de metalotioneinas
que es desplazado de esta por metales divalentes y estrés oxidante H,O,. Ademas la activacion de MTF-1
puede ser modulada por fosforilacién. Bajo la union de zinc a MTF-1 es transportado al nicleo donde se
une a su motivo de DNA, denominado MRE (elemento de respuesta a metales) con la secuencia consenso
TGRCNC (R=A o G; N=cualquier nuclettido). MTF-1 interact(ia con otros factores de transcripcion
(como Spl) y coactivadores (como p300) para dirigir la expresion del gen diana. Tomado y modificado
de Gunther y cols., 2012,

A través de la regulacion de los genes correspondientes, MTF-1 tiene influencia sobre la
homeostasis de zinc, hierro y cobre. Este factor de transcripcion estd implicado en la
regulacion de la inflamacion, especialmente la activacion de citocinas inflamatorias pro- o
anti-inflamatorias [Grzywacz y cols., 2015].
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1.3 ZINC E INFLAMACION

Reportes previos han mostrado que el zinc juega un papel muy importante en la
regulacion de la respuesta inmune. La deficiencia de zinc afecta multiples aspectos de la
inmunidad innata y adaptativa, viéndose reflejados en alteraciones de la expresion de
citocinas, enzimas de reparacion del ADN, transportadores de zinc y moléculas de
sefializacion. Estos datos sugieren que las células del sistema inmune se adaptan al estres
ocasionado por la deficiencia de zinc [Rink y Gabriel, 2000; Vasto y cols., 2006;
Mocchegiani y Malavolta, 2008; Prasad, 2008; Overbeck y cols., 2008; Prasad, 2009; John
y cols., 2010].

La inflamacion es una respuesta inmune esencial que es activada por diversos
estimulos, como la lesion tisular e infeccidén, permitiendo la supervivencia de los
organismos bajo estas condiciones; en general la reaccion inflamatoria aguda tiene un inicio
rapido y con poca duracion [Goldsby y cols., 2004; Medzhitov, 2010]. El objetivo de esta
respuesta es restaurar la homeostasis y eliminar la causa de su perturbacion [Moshage,
1997; Medzhitov, 2010; Ventecleft y cols., 2011]. Por otro lado, en algunas enfermedades
la activacion inmunoldgica persistente puede ocasionar inflamacion crénica, que a menudo
tiene consecuencias patoldgicas [Goldsby y cols., 2004; Vasto y cols., 2006; Libby, 2007;
Van Dyke y Kornman, 2008].

Estudios previos han permitido la identificacion de diferentes clases de mediadores
inflamatorios, las vias que controlan su produccion y sus mecanismos de accion. Hasta el
momento se conoce que la inflamacién puede darse de diferentes formas y modalidades, las
cuales son gobernadas por diferentes mecanismos de induccidn, regulacion y resolucion.
Una respuesta tipica inflamatoria consiste de cuatro componentes: inductores inflamatorios,
los sensores que los detectan, mediadores inflamatorios inducidos por los sensores y el
tejido blanco que se ve afectado por los mediadores inflamatorios. Cada componente viene
de maltiples formas y sus combinaciones funcionan en distintas vias inflamatorias. El tipo
de via inducida bajo condiciones dadas depende de la naturaleza del estimulo inflamatorio
[Medzhitov, 2010].

37



Un proceso inflamatorio agudo comprende reacciones tanto localizadas como
generalizadas. Las piedras angulares de la reaccion inflamatoria localizada son
tumefaccion, enrojecimiento, calor, dolor y pérdida de la funcion, estos signos reflejan los 3
principales fendmenos de una reaccion inflamatoria que son: 1) vasodilatacion, 2) aumento
de la permeabilidad capilar y 3) afluencia de fagocitos. La duracion y la intensidad de la
reaccion inflamatoria aguda local deben regularse para controlar la lesion tisular y facilitar
los mecanismos necesarios para que los tejidos cicatricen [Goldsby y cols., 2004].

La reaccion inflamatoria local se acompafia de una respuesta sistémica o general
conocida como reaccion de fase aguda que es referida como la reprogramacion rapida de
expresion de genes y metabolismo en respuesta a la sefializacion de citocinas inflamatorias
(Fig. 14) [Goldsby y cols., 2004; Gruys y cols., 2005; Kuribayashi y cols., 2011; Ventecleft
y cols., 2011]. La respuesta de fase aguda se observa en todas las especies animales, de
hecho las contrapartes de las proteinas de fase aguda de mamiferos han sido identificadas
en invertebrados y peces, en los cuales se ha propuesto que esta respuesta es mas fuerte que
la de los mamiferos para compensar una menos evolucionada respuesta inmune adaptativa
[Cray, 2009].
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Figura 14. Revisién general de los érganos y los mediadores que participan en la reaccion sistémica
de la fase aguda. IL-1, IL-6 y TNF-a, que los macréfagos activados en el sitio de la inflamacion
producen, tienen importancia particular para mediar los efectos de fase aguda. Factor inhibidor de
leucemia (LIF); Oncostatina M (OSM). Tomado y modificado de Goldshy y cols., 2004. ta

produccién de leucocitos, (c) cambios en el metabolismo de lipidos, (d) aumento de la
gluconeogénesis, (e) en musculo se incrementa el catabolismo de proteinas y existe
transferencia de aminoacidos de musculo a higado, (f) activacion del complemento y vias
de coagulacion, (g) cambios hormonales, (h) induccion de proteinas de fase aguda, (i) asi
como una disminucién de la concentracion de hierro y zinc sérico [Moshage, 1997;
Goldsby y cols., 2004].

La disminucidn de la concentracion de zinc en plasma ha sido observada después de
la administracion de numerosos agentes incluyendo endotoxina, dibutiril-cAMP, hormonas
glucocorticoides, IL-1a, Lipopolisacarido (LPS) y turpentina [Powanda y cols., 1979;
Cousins y Leinart, 1988; Rofe y cols., 1996; Liuzzi y cols., 2005].

El estrés quirdrgico induce modificaciones complejas en la hemodinamica, la
respuesta metabdlica, neuro-hormonal e inmune del individuo. La magnitud de estas
modificaciones depende de los eventos preoperatorios que conducen a la cirugia, de la
severidad del trauma quirdrgico y también de las complicaciones post-operatorias/post-
traumaticas. Al igual que en otras condiciones que presentan dafios tisulares, el trauma
quirdrgico es seguido por una respuesta inmune-inflamatoria iniciada en el sitio de la lesién
por el sistema inmune innato y una respuesta anti-inflamatoria compensatoria [Desborough,
2000; Kehlet, 2000; Cardinale y cols., 2011].

Dentro de los cambios sistémicos que ocurren durante los procesos quirdrgicos
también sobresale la disminucién de la concentracion de zinc plasmatico, por lo que es
razonable decir que no ha habido elementos traza mas estrechamente relacionados con la
cirugia que el zinc [Okada y cols., 1990].

Pories investigo el proceso de curacion de heridas quirdrgicas en ratas, encontrando
que la cicatrizacion de heridas fue mucho mas rapida en animales alimentados con dietas
suficientes en zinc, en comparacion con aquellos que no fueron provistos de este metal
[Okada y cols., 1990]. Posteriormente, este investigador condujo estudios acerca del papel
del zinc en la cicatrizacién de heridas, tanto en animales de laboratorio como en humanos.

Los resultados de un experimento que involucraba la curacion de una Ulcera en una pierna,
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demostro que la curacion rapida de la Ulcera se asocid con la suplementacion de zinc en
individuos con niveles muy bajos de zinc plasmaético [Pories y cols., 1967; Okada y cols.,
1990].

Otro aspecto importante a considerar fue la redistribucién hacia el sitio de la lesion
que sufre el zinc durante los procesos quirargicos, por lo que esto fue analizado
determinando la diferencia de captacion de ®°Zn?* entre la piel lesionada e intacta, los
resultados mostraron que el zinc se acumula alrededor de la lesién donde toma lugar la
division celular, siendo mayor en etapas tempranas del proceso quirdrgico [Okada y cols.,
1990].

Por otro lado, también se ha mostrado en modelos infecciosos o quirdrgicos que la
disminucion de zinc plasmatico esta estrechamente relacionada con la distribucién de este

metal hacia higado.

1.3.1 Hipozinquemia y redistribucion de zinc hacia higado durante el
proceso inflamatorio agudo

Durante la respuesta de fase aguda, la viscosidad del plasma incrementa como
resultado de los cambios en la concentracion de proteinas plasmaticas totales [Gruys y
cols., 2005], por el contrario, también se ven disminuidas las concentraciones de algunos
metales como hierro (hipoferremia) y zinc (hipozinquemia) plasmaticos. Al parecer, estos
cambios en la respuesta de fase aguda tienen como finalidad proteger al hospedero
[Moshage, 1997; Kim y cols., 2004]. En el caso de hipoferremia, el hospedero disminuye la
biodisponibilidad de hierro evitando un mayor crecimiento de microorganismos patdgenos
[Jurado, 1997]. Previamente se ha reportado que la disminucion de la concentracion de
hierro plasmatico es generada por hepcidina, que es el principal péptido regulador del
balance del hierro en la mucosa intestinal y macrofagos.

Bajo condiciones inflamatorias esta hormona inhibe la absorcion de hierro por el
intestino y su liberacion de los macréfagos, su regulacion depende de 1L-6, IL-1a e IL1-p,
por lo que es contemplada como una proteina de fase aguda [Nemeth y cols., 2004; Lee y
cols., 2004; Sheikh y cols., 2007]. En circulacion el hierro es capturado por proteinas

plasmaticas como transferrina, lactoferrina y ferritina, manteniendo su concentracion en el
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orden de 10™ M, cantidad que es muy baja, ya que los microorganismos requieren en una
concentracién de 10°® M para su crecimiento [Jurado, 1997].

A diferencia de la hipoferremia, el papel de la hipozinquemia no ha sido
completamente entendida, estudios previos empleando modelos infecciosos e inflamatorios
han reportado la redistribucién de zinc plasmatico hacia higado [Cousins y Leinart, 1988;
Brambila y cols., 1999; Liuzzi y cols., 2005]; por lo que se han propuesto algunas
funciones en las que la biodisponibilidad del zinc es importante para la regulacion de la
gluconeogénesis, control de especies reactivas (6xido nitrico o radicales hidroxilo) y para la
sintesis hepatica de proteinas de fase aguda [Liuzzi y cols., 2005].

Durante la reaccion de fase aguda se incrementa la concentracion de un gran
namero de proteinas plasmaticas, colectivamente conocidas como proteinas de fase aguda,
las cuales son sintetizadas casi exclusivamente en el higado. Las proteinas de fase aguda
pueden ser divididas dentro de dos grupos: tipo | y tipo Il. Las proteinas tipo I incluyen
amiloide A sérico (SSA), proteina C-reactiva (CRP), complemento C3, haptoglobina (rata),
y al-glicoproteina acida, todas ellas son inducidas por citocinas de la familia interleucina-1
(IL-1), las cuales comprenden IL-1a, IL-1p, factor de necrosis tumoral (TNF)-a y TNF-f.
Dentro del grupo de las proteinas tipo Il se encuentran fibrindgeno, haptoglobina
(humanos), al-antiquimotripsina, ol-antitripsina y o2-macroglobulina (rata), que son
inducidas por citocinas de la familia de IL-6, las cuales incluyen a la misma IL-6 y sus
miembros, factor inhibidor de leucemia (LIF), IL-11, oncostatina (OSM), factor
neurotrofico ciliar (CNTF) y cardiotrofina-1 (CT-1). La redundancia en la capacidad de las
citocinas sintetizadas en la inflamacién para favorecer la produccion de proteinas de fase
aguda por el higado es mediante la induccion de un factor de transcripcién comdn, que es el
factor nuclear-kB (NF- xB) (Fig. 11), el cual activa tanto la expresion de 1L-6 como de IL-1
[Moshage, 1997; Gruys y cols., 2005; Vasto y cols., 2006].

NF- kB es un factor de transcripcion que juega un papel importante en la expresion
de un amplio nimero de genes como es el caso de las citocinas pro-inflamatorias (Fig. 15).
En células no estimuladas, NF- kB es secuestrado en el citosol a través de interacciones con
la proteina inhibitoria IxB, en este contexto se ha reportado que el zinc juega un importante

papel en el transporte de NF- kB a nucleo debido a que suprime la fosforilacion de las

41



proteinas inhibitorias dando lugar a su degradacion, permitiendo que el factor de

transcripcion NF- kB quede libre y entre a nlcleo [Jeon y cols., 2000].
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Figura 15. Diagrama de flujo que representa los hechos principales que conducen a la induccion de la
respuesta de fase aguda. El disparo inicial conduce a la activacion rapida del factor de transcripciéon NF-
kB, dando lugar a una mayor expresion de citocinas. La union a receptores de citocinas inicia eventos de
sefializacién, lo que lleva a la activacion de varios factores de transcripcién. Estos factores se unen a sus
elementos de respuesta en las regiones promotoras de genes de fase aguda. La transcripcion de los genes de
fase aguda se induce y las proteinas de fase aguda son secretadas. En el medio extracelular, la funcion de
las proteinas de fase aguda es restaurar la homeostasis. Modificado de Moshage y cols., 1997.

La IL-1o humana fue empleada por Cousins y cols., para estudiar el curso temporal
de sus efectos sobre el metabolismo del zinc como parte de la respuesta de fase aguda. Para
ello administraron IL-la a ratas, lo que produjo una depresion transitoria en la
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concentracion de zinc sérico a las 6 horas posteriores a su administracion, regresando a sus
niveles basales a las 12 horas después de la administracion; también observaron que la
distribucion de zinc entre varias proteinas plasméaticas no fue modificada, lo que no
permitio explicar la reduccion de zinc sérico. Para definir el efecto de IL-l1o sobre el
metabolismo del zinc, analizaron la cinética de ®°Zn* en los procesos inflamatorios, el cual
fue administrado via intravenosa; estos estudios mostraron un cambio dramatico en la
distribucién de ®>Zn** entre varios tejidos; encontrando una mayor concentracion en timo y
médula 6sea, pero principalmente en higado, sin embargo se observo una baja captacion de
%7Zn* por tejidos como hueso, piel e intestino, sugiriendo que la redistribucién de zinc
hacia algunos tejidos ocurre a expensas de otros (Fig. 16).

La redistribucién de ®*Zn®* hacia higado se vio acompafiada por un incremento de
metalotioneinas (MT) unidas a zinc, siendo 14 veces mayor en comparacion con los
animales testigo, estos datos sugirieron que la sintesis de metalotioneina estaba relacionada
con la captacion de ®Zn?* por estos tejidos [Cousins y Leinart, 1988].

Hueso \ /1 Higado

Zinc Médula
Piel — —>

plasmaitico
intesti‘no/1

Timo

Figura 16. Redistribucién de zinc inducido por IL-1a. Higado, timo y médula dsea acumulan mas
zinc y piel, hueso e intestino acumulan menos proporciones de zinc después de la administracion de
IL-/a. Modificado de Cousins y Leinart, 1988.

Brambila y cols., investigaron los efectos tiempo-respuesta sobre la homeostasis del
zinc y MT, durante las primeras 24 h de una cirugia abdominal en ratas, encontrando un
incremento en el contenido de zinc hepatico a las 20 y 24 h post-cirugia, y una disminucion
del nivel sérico de zinc, estos resultados nuevamente muestran una movilizacion de zinc
desde plasma hacia higado. Durante este mismo proceso, las metalotioneinas hepaticas
incrementan significativamente a las 9 h post-cirugia, alcanzando un pico maximo hasta el
doble del testigo a las 12 h post-cirugia, seguida por una disminucién con el tiempo, sin

Ilegar a los niveles testigo al término de las 24 h de estudio [Brambila y cols., 1999].
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En otros modelos inflamatorios se demostré que la hipozinquemia era el resultado
de la redistribucion de zinc plasméatico a otros tejidos, principalmente a higado, sin
embargo, hasta ese momento poco se sabia acerca del o los mecanismos que dan lugar a la
redistribucion tisular de zinc, por lo que Liuzzi y colaboradores, propusieron que la
hipozinguemia podria estar dada por la participacion de transportadores de zinc durante la
inflamacién. Para corroborar su hipdtesis, seleccionaron transcritos de dos familias de
genes que codifican para transportadores de zinc (ZnT y Zip) Yy evaluaron su expresion en
higado de raton después de la administracion de lipopolisacarido (LPS) y turpentina como
agentes inflamatorios. Sus resultados mostraron que el ARN mensajero (ARNm) de Zip 14
fue regulado positivamente por la inflamacion inducida por turpentina y LPS [Liuzzi y
cols., 2005].

Debido a que la administracién de turpentina y LPS también inducen la liberacion
de IL-6 como consecuencia del proceso inflamatorio, examinaron el papel de esta citocina
sobre la expresién de Zipl4 y MT en ratones knock-out para IL-6 (IL-67) que fueron
administrados con Turpentina y LPS. Los resultados obtenidos mostraron que la turpentina
no produjo hipozinguemia en ratones IL-6", ni incremento del nivel de ARNm de Zip14 y
MT. Sin embargo, en ratones 1L-67", la administracion de LPS produjo una ligera respuesta
hipozinquémica, asi como un marcado incremento en los niveles de ARNm de MT-1, pero
no de los niveles de ARNm de Zip14. Estos resultados sugieren que la induccion de Zip14
por LPS requiere de IL-6 y no es influenciado por acumulacién de zinc o MT en higado,
también revelaron que la regulacion positiva de Zip14 fue especifica para el higado [Liuzzi
y cols., 2005].

Mediante estudios de inmunohistoquimica, estos investigadores mostraron que tanto
en la inflamacion generada con turpentina como con LPS, se incrementd la expresion de
Zipl4 en la membrana plasmatica de hepatocitos. Con todo lo descrito anteriormente se
deja en claro que la regulacién para la expresion de Zip14 ocurre a través de IL-6 y que este
transportador es el que contribuye a la redistribucion de zinc plasmatico hacia higado
[Liuzzi y cols., 2005]. Una via de sefalizacion probable para la respuesta a esta citocina
seria la via STAT, aungue hasta el momento no se ha comprobado.

Posteriormente Lichten y colaboradores, investigaron otros posibles mecanismos

por los cuales el LPS puede generar la hipozinquemia. Debido a que la sepsis inducida por
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LPS produce la liberacion de éxido nitrico (NO), postularon que éste podria actuar como un
segundo mensajero y tener un papel importante en la redistribucion tisular de zinc. Para
demostrar esto, estimularon hepatocitos murinos con IL-1p, una citocina pro-inflamatoria
inducida por LPS y un potente activador de la sintasa de NO inducible (iNOS), que da lugar
a la produccion de NO. EIl tratamiento con IL-1p incremento6 hasta tres veces el ARNm de
Zipl4, potenciando asi el transporte de zinc hacia el citoplasma de hepatocitos de raton,
pero no en hepatocitos iNOS™. Estos datos sugieren que la via de sefializacién activada por
NO también es un factor importante en la regulacion de Zipl4, el cual media la
acumulacién de zinc y produce la hipozinquemia durante la inflamacion y sepsis [Lichten y
cols., 2009].

Se ha reportado que la expresion de Zipl4 incrementa en macrofagos estimulados
con LPS y tratados con dexametasona, por lo tanto los glucocorticoides pueden ser
inductores de la expresion de este transportador durante el proceso inflamatorio[Sayadi y
cols. 2012]. Se ha observado que la acumulacién de zinc y la sintesis de MT son
estimuladas por glucagon, ademéas de que se ha encontrado un incremento en la expresion
de Zip14 en una linea celular que produce glucagdn, por lo tanto esta hormona también
puede ser un inductor de la expresion de Zipl4 [Gyulkhandanyan y cols. 2008; Aydemir y
cols. 2012].

1.4 Interleucina 6

Interleucina 6 (IL-6) es una citocina con actividad tipica redundante y pleiotrdpica.
Después de sucesivas clonaciones del gen IL-6, se encontré que esta citocina ejerce una
gran variedad de actividades biolégicas en respuesta a poblaciones celulares a travées de su
unién con su receptor transmembrana (IL-6R) asi como al IL-6R soluble. La produccion
transitoria de IL-6 contribuye a la defensa del hospedero contra infecciones y lesiones
tisulares y cuando el estrés de la infeccion o de la lesion es retirado, la sintesis de IL-6 es
removida. Sin embargo, la desregulacion en la produccion continla de esta citocina por
distintas poblaciones celulares juega un papel patolégico en varias enfermedades
inflamatorias autoinmunes [Tanaka y cols., 2014].

IL-6 es una glicoproteina de 184 aminoéacidos, la cual puede ser sintetizada por muchos

tipos celulares incluyendo monocitos, células T, fibroblastos y células endoteliales. 1L-6 se
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une a su receptor especifico, el cual es una proteina transmembrana de tipo 1 de 80 kDa.
Una vez que IL-6 se une a su receptor se asocia con una segunda proteina transmembra,
gp130, el cual sirve como un transductor de la sefial de la citocina. Interesantemente gp130
es la subunidad comun del receptor de todos los miembros de la familia de citocinas tipo
IL-6. La dimerizacion de gp130 conduce a la iniciacion de varias vias de sefializacion
intracelular [Schaper y cols., 2015].

Mientras gp130 es expresada en todas la células del cuerpo, la expresion de IL-6R es méas
restringida. IL-6R es principalmente encontrado en hepatocitos, neutrofilos, monocitos y
linfocitos T CD4+. Dado que la IL-6 no muestra afinidad de unién para gp130 en ausencia
de IL-6R, se deduce que sélo las células que expresan IL-6R pueden responder a la citocina
IL-6 [Schaper y cols., 2015].

1.4.1 Transduccion de la sefal intracelular de 11-6

1.4.1.2 Activacion de STAT3

La union IL-6 al complejo receptor inicia la activacién de proteinas- tirosincinasa de la
familia de Jaks, Jakl, Jak2 y Tyk2. Estas enzimas son constitutivamente asociadas a la cola
poco estructurada de gp130. La interacciéon de Jak-cinasa con gpl30 es mediada a través
del dominio FERM, el cual se localiza dentro de los dominios de Jak cinasa (JH) JH7-JH5.
En el sitio del receptor la regidn proximal a la membrana box1 y box2, contiene un motivo
rico en prolina y un motivo hidrofobo respectivamente, contribuye a la interaccion de Jaks
y gpl30. Las Jaks son activadas por autofosforilacion en un motivo doble de tirosinas
contenido en el dominio C-terminal JH1 [Schaper y cols., 2015]. La activacién de las Jaks
dan lugar a la fosforilacion de motivos de tirosina dentro de la parte citoplasmica de gp130.
Los cuatro dominios de fosfotirosina mas distales de la membrana (Y767, Y814 y Y905)
representan los sitios reclutamiento para STAT3 [Gerhartz y cols.,1996; Schmitz y cols.,
2000a; Stahl y cols.,1995] los dos motivos que se encuentran mas cercanos al dominio C-
terminal (Y905, Y915) reclutan STAT1 [Gerhartz vy cols., 1996]. La tirosina Y759 (Y757

en ratones) recluta tirosinfosfatasas SHP2, asi como también el supresor de emision de
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sefiales de citocinas (SOCS3) [Nicholson y cols., 2000; Schmitz y cols., 2000; Eulenfeld y
cols. 2012].

La via candnica de la JAK-STAT enfatiza la union de monémeros de STAT1 o STAT3 a
los motivos de tirosinas antes mencionados para dar lugar a la fosforilacion de tirosinas de
los factores STAT (STATL1:701; STAT3: 705) y posteriormente se forma los homo o
heterodimeros que se translocan dentro del ndcleo. En el nucleo estos factores de
transcripcion se unen a elementos potenciadores de promotores de genes inducibles por IL-
6 [Schaper y cols., 2015].

1.4.1.3 Vias independientes de STAT activadas por IL-6

Ademas de la activacion de factores de transcripcion STAT, IL-6 estimula el inicio de la
cascada de las protein cinasas activadas por mitogeno (MAPK) y de la cascada de
fosfatidil-inositol-3-cinasa (PI3K). Aunque actualmente los mecanismo subyacentes son
pobremente entendidos (Fig. 17) [Eulenfeld y cols. 2012].

La activacion de las cinasas reguladas extracelularmente 1 y 2 (ERK 1/2) por IL-6 depende
fuertemente de la fosfotirosina SHP2, la cual tiene como sitio de reclutamiento Y759 dentro
de gp130 [Fukada y cols., 1996; Lai y cols., 1999]. Como ya se habia descrito antes, este
motivo de tirosina también esté involucrado en la inhibicion de la activacion de STAT. Asi,
el balance entre la activacion de MAPK y STAT es controlada por este motivo. Este
balance fue encontrado crucial para el desarrollo de enfermedades inflamatorias vy
proliferativas [Judd y cols., 2004; Tebbutt y cols., 2002]. La hiperactivacion de ambas vias
de STAT3 y MAPK, es asociada con esplenomegalia y trombocitosis, donde la activacion
del dafio de ambas vias es asociado con una reducida respuesta de fase aguda y
trombocitopenia. Cambiando el balance de activacién de STAT3 y MAPK hacia la
activacion de STAT3 correlaciona con ademas gastricos, artritis autoinmune y potencia la
expresion de citocinas Thl. En contraste, el cambio de balance hacia la activacion de
MAPK reduce la expresion de genes e incrementa la expresion de citocinas Th2 [Ernst y
Jenkins, 2004]. Una tercera via activada por IL-6 es la de fosfoinositol-3-cinasa (P13K)- via
protein cinasa B (PkB)/Akt la cual es reclutada como JAK puede activar y fosforilar la
enzima PI3K. Esta enzima posterioemente modifica ciertos fasfatidilinositidos para
fosforilar fosfatitidil inisitol-4,5-bifostato (PIP2) a fosfatidilinositol -3,4,5-trifosfato (PIP3).
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PIP3 en turno fosforila y activa la cinasa treonina/serina cinasa PkB/AKkt la cual es reclutada

en la membrana plasmaética [Hennessy y cols., 2005]. Akt activada fosforila varios blancos

rio abajo para regular positivamente las vias de sefializacion de supervivencia celular
[Chieny cols., 2010].
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Figura 17. Vias de sefializacidn activadas por IL-6. IL-6 se une a IL-6R para iniciar eventos celulares
incluyendo la activacidn de la sefializacién mediada por JAK cinasas, MAPK vy PI3K, las cuales dan a la
activacion de varios factores de transcripcion SOCS y PIAS regulan negativamente la actividad de IL-6.
Tomado y modificado de Ataie-Kachoie y cols., 2013; Eulenfeld y cols., 2012
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Recientemente se ha reportado que la hipozinquemia generada durante inflamacion
es explicada por la redistribucion de zinc plasmatico hacia higado, proceso que es mediado
por el importador de zinc Zipl4.

Estudios previos han mostrado que la expresion del transportador Zipl4 depende de
IL-6 y NO como segundo mensajero. Sin embargo hasta el momento no se han estudiado
las vias de sefializacién que pueden estar regulando la expresion del transportador durante
el proceso inflamatorio.

En la inflamacién inducida por cirugia abdominal se ha encontrado un incremento
en el nivel del ARNm de Zip14, pero ain no se ha evaluado a la proteina ni los mecanismos
de regulacion para su expresion.

Una cuestion aun por responder en los modelos de inflamacién experimental
estudiados es el tiempo al cual el zinc retorna a su homeostasis y si este proceso es mediado
por ZnT1, ademas de si su regulacion depende del factor de transcripcién de respuesta a
metales tipo 1(MTF-1).

Con base a lo anterior se plantea las siguientes preguntas:

¢ Cudl es el efecto de la administracion de inhibidores de las vias de sefializacion para IL-
6 e IL-1 sobre la expresion de Zipl14?
¢ Cudl es el papel del transportador ZnT1 en el retorno a la homeostasis del zinc hepatico

después de la inflamacion inducida por cirugia abdominal en ratas?

5. JUSTIFICACION

Las funciones esenciales del zinc en humanos fueron reconocidas hace mas de 50
afnos. Desde esta fecha se han realizado una multitud de estudios, encontrando que el zinc

es un bioelemento esencial en la regulacion de la respuesta inmune. La deficiencia de zinc
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afecta multiples aspectos de la inmunidad innata y adaptativa, viéndose reflejados en
alteraciones de la expresion de citocinas, transportadores de zinc y moléculas de
sefializacion.

La inflamacion es una respuesta inmune que es activada por diversos estimulos,
dentro de los cuales se encuentra el trauma quirdrgico, en donde se ha descrito una
redistribucion de zinc desde circulacion hacia higado, sin que hasta el momento se haya
determinado completamente el mecanismo involucrado en esta redistribucion.

Recientemente se ha identificado al transportador Zipl4 como una proteina
involucrada en la captacion de zinc hepético durante modelos de inflamacion en roedores.
Al mismo tiempo se ha reportado que la regulacién de la expresion de este transportador
depende de IL-6 e IL-1pB, las cuales son las principales citocinas pro-inflamatorias que
desencadenan la respuesta de fase aguda durante la inflamacion.

Previamente en modelos de inflamacion inducida por una cirugia abdominal en ratas
se ha reportado que existe un aumento en el nivel de ARNm de Zip14 a las 12 horas post-
cirugia e incrementos en plasma de IL-6 e IL-1P, por lo que cabe la posibilidad de que en
este modelo la expresion del transportador dependa de estas citocinas.

El retorno a la homeostasis posterior a los procesos inflamatorios requiere de un
equilibrio bioquimico, por lo que el incremento de zinc en los hepatocitos durante una
cirugia abdominal debe retornar a sus niveles basales. Debido a esto, en este proyecto se
estudiara la participacion del exportador de zinc, ZnT1, durante este proceso.

Con los resultados obtenidos en este proyecto se ha podido ampliar la informacion
acerca de los mecanismos bioquimicos involucrados en la redistribucién de zinc desde
plasma hacia higado, ademés de dilucidar los mecanismos celulares empleados para el

retorno de zinc a sus concentraciones basales durante un trauma quirdrgico.

6. HIPOTESIS

Hipotesis nula. La inhibicion diferencial de los inductores de las vias de sefializacion para
la expresion de Zipl4 no afecta su sintesis, ni la redistribucion de zinc desde plasma a
higado, y el transportador ZnT1 no participa en el retorno de la homeostasis de zinc

hepético después de una cirugia abdominal en ratas.
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Hipotesis alternativa. La inhibicion diferencial de los inductores de las vias de
sefializacion para la expresion de Zip14 afecta su sintesis y la redistribucion de zinc desde
plasma a higado, y el transportador ZnT1 participa en el retorno de la homeostasis de zinc

hepatico despues de una cirugia abdominal en ratas.

7. OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL:

Estudiar las vias de sefializacion involucradas en la expresion del transportador Zipl4
usando inhibidores especificos, asi como el papel del transportador ZnT1 en el control de la

concentracion hepatica de zinc en ratas con una cirugia abdominal.

7.2 OBJETIVOS PARTICULARES:
En ratas sometidas a una cirugia abdominal:

1. Evaluar el nivel de ARNm de Zipl4 y su expresion en higado a las 3, 6, 9, 12, 16,
20y 24 horas después de realizar la cirugia.

2. Determinar los niveles de zinc hepatico total a las 3, 6, 9, 12, 16, 20, 24, 28, 32y

36 horas después de la cirugia.

3. Evaluar el efecto de los inhibidores de las vias de sefializacion de las citocinas IL-6
e IL-1 sobre la expresion de Zipl14 a las 12 y 24 horas después de realizar la cirugia.

4. Evaluar el nivel de ARNm y la expresion del transportador ZnT1 a las 20, 24, 28,
32, 36 y 48 horas después de la cirugia.

6. Evaluar la expresion del factor de transcripcion MTF-1 a las 20, 24, 28, 32, 36 y 48

horas después de la cirugia.
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8. METODOLOGIA

8.1 Animales y Tratamiento

Animales y Tratamiento

Se utilizaron ratas macho adultas de la cepa Wistar, con un peso entre 170-220 g,
provenientes del Bioterio Claude Bernard de la BUAP. Los animales fueron mantenidos
bajo condiciones controladas y fueron alimentados con una dieta especifica para rata
(standard chow) y agua ad libitum. El nimero total de animales fue de 110, los cuales se
dividieron en 2 grupos; “control” y “cirugia”. A su vez estos grupos fueron subdivididos en
11 subgrupos de 5 animales cada uno. Previo a la cirugia, ambos grupos fueron sometidos
a un periodo de ayuno de 4 horas. Todos los animales fueron anestesiados con una mezcla
de Xilacina/Ketamina (20/137 mg/Kg) y posteriormente al grupo “cirugia” se le realizé una
incision abdominal de 3 cm. Después de la cirugia las ratas fueron nuevamente anestesiadas
alas 3, 6,9, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36 y 48 h, y mediante puncién cardiaca se obtuvo una
muestra de sangre total para obtener el suero. Una vez realizada la perfusion,
posteriormente el higado fue extraido y se almaceno a -70 °C hasta la realizacion de los
andlisis correspondientes. En la segunda serie de experimentos, las ratas (n=50) fueron
divididas en un grupo denominado inhibidor (n= 25) y un grupo vehiculo (n= 25). Antes de
realizar el proceso quirargico, se administraron los siguientes inhibidores: el inhibidor de
Jak2 (AG490) y su vehiculo (DMSO 10 %); inhibidor de Stat3 (S31-201) y su vehiculo
(DMSO 10 %); inhibidor de PI3K (wortmannin) y su vehiculo (DMSO 15%); inhibidor de
NFKB (PDTC) y su vehiculo (solucion salina), el inhibidor de JNK (SP600125) junto con el
inhibidor de MAPp38 (SB239063) y su vehiculos aceite de aliva y goma de tragacanto.
Posterior a la cirugia las ratas fueron sacrificadas 9 horas después, y se obtuvo una muestra
de sangre total por puncion cardiaca para posteriormente obtener el suero. Una vez
finalizada la perfusion, el higado fue extraido y se almacen¢ a -70 °C hasta la realizacion de

los analisis correspondientes.
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8.2 Cuantificacion de zinc en tejido hepdtico y suero

La concentracién de zinc en higado fue determinada por espectrometria de
absorcion atomica de flama (AAS). Se utilizaron 500 mg de tejido hepético y se colocaron
en una mezcla de acido percldrico (50%) y acido nitrico (15.6 M) en una relacion 1:1, esta
mezcla fue incubada a 37 °C por 3 dias en un bafio seco ACCU BLOCK™ (Labnet) hasta
su completa digestion, posteriormente las muestras fueron diluidas con agua desionizada.
Para la determinacion de zinc en suero, se realizé una dilucion 1:5 suero-agua desionizada,
respectivamente. El zinc presente en las soluciones obtenidas fue medido con un
espectrofotdmetro de absorcion atomica (Perkin EImer AAnalyst 100), el cual se calibro
con soluciones estdndar de ZnCl;, con concentraciones de 0.5, 1.0 y 1.5 ppm para generar
una curva de calibracion. La concentracion final del metal fue obtenida mediante

interpolacion de la absorbancia de las muestras en la curva de calibracion.

8.3 Tinciones de Zinquina y Ditizona

Una solucién recién preparada de Etil ester de Zinquina in DMSO (5 mM) fue
diluida en PBS a una concentracion final de 25 uM vy posteriormente se aplicé al tejido
hepatico contenidos en los portaobjetos. Después las muestras fueron lavadas tres veces con
PBS para remover el exceso de Zinquina, se dejaron secar y posteriormente se les adiciono
medio de montaje (Vectashield). La fluorescencia de zinquina fue visualizada por
microspia con una longitud de onda de excitacion de 351-358 nm y de emision a 460 nm.

La tincion de ditizona fue realizada de la sigue manera: 100 pg de ditizona (sigma)
fueron disueltos en acetona, al que se le adicion6 un volumen igual de agua libre de zinc.
Los portaobjetos fueron expuestos por 15 minutos, seguido por lavados de agua libre de Zn,
y los portaobjetos se cubrieron con cubreobjetos, finalmente fueron observados con

microscopio optico.
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8.4 Cuantificacion de metalotioneina en higado por el método de
saturacion con 1%°Cadmio

La determinacion de la concentracion de MT hepatica se realizd de acuerdo al
método de saturacién con '**Cd/hemoglobina de Onosaka y Cherian (1978) como una
modificacion por Eatony Toal, 1982. El método fue el siguiente: 1 g de tejido hepatico fue
homogenizado en frio con buffer Tris-HCI 10 mmol/L, pH 7.4 (4 volimenes),
posteriormente se centrifugo a 18, 000 x g por 20 minutos. A 100 pL de sobrenadante se le
adiciond 100 pL de solucién de °°Cd, posteriormente se incubé durante 10 minutos. Luego
se adicion6 500 pL de una solucién de hemolisado. Estos tubos fueron calentados en un
bafio de agua hirviendo por 2 minutos y posteriormente fueron enfriados en un bafio de
hielo por 5 minutos y finalmente fueron centrifugados a 18, 000 x g por 5 minutos. Se
adiciono el hemolisado a la muestra y se calenté nuevamente en agua hirviendo, este paso
se repitio por una vez més. La cantidad de '®Cd fijado por la MT presente en el
sobrenadante se midié mediante un detector de centelleo gamma (Perkin Elmer Wisard

1470 Automatic Gamma Counter).

8.5 Aislamiento de ARN total

El ARN total de higado se aisl6 mediante el método de Trizol (life technologies)
segun las especificaciones del producto, las muestras fueron tratadas con DNasa |, grado
amplificacion, el ARN fue cuantificado por espectrofotometria (ND-1000 [V3.12],
NanoDrop, Houston, TX, USA) y la integridad confirmada usando un gel de agarosa al 0.8
%. 400 ng de A RN total fueron sometidos a retrotranscripcion usando 200 U con MMLV
transcriptasa reversa (Thermo Scientific), 0,2 pg de random primer (Thermo Scientific), 10
mM dNTPs (Thermo Scientific), y 20 U de inhibidor RiboLock RNase (Thermo Scientific)
en un volumen total de 15 pL.

Posteriormente el cDNA fue amplificado mediante PCR en tiempo real utilizando el
sistema comercial TagMan® Gene Expression Master Mix Protocol (Applied Biosystem).

Como gen constitutivo se empled [B-actina fue usada como gen constitutivo. Para la
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cuantificacion fue usado el método de CT comparativo (AACT), en el cual los resultados de
los nivles de mMRNA de las muestras fueron normalizados con los niveles de mMRNA del gen

constituvo como referencia enddgena.

8.6 Inmunohistoquimica

El tejido hepatico fue fijado con formalina al 4 %. Todas las muestras fueron
deshidratadas en soluciones de etanol de diferentes grados y posteriormente se incluyeron
en parafina. Se cortaron secciones de tejido a 5um y se montaron en portaobjetos con 3-
aminopropiltrietoxisilano. Posteriormente los portaobjetos fueron calentados a 60 °C por 30
minutos y enfriados a temperatura ambiente, se desparafinaron y rehidrataron. La
recuperacion antigénica fue realizada con Diva Decloaker (Biocare Medical) de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. Los portaobjetos se sumergieron en una solucién al 0.3 %
de H,0, por 10 minutos para inhibir la actividad de la peroxidasa endogena, posteriormente
se lavaron tres veces con PBS (pH 7.4). Después de los lavados, las muestras fueron
incubadas con una solucion al 2 % de albumina bovina (Sigma) a temperatura ambiente por
1 h en una cdmara humeda. El anticuerpo contra Zip14 (abcam) y ZnT1 (Santa Cruz) fue
diluido (1:170 y 1:50 respectivamente) en una solucion al 1 % de albumina bovina. Los
tejidos fueron incubados a 4° C toda la noche con el anticuerpo primario en una camara
himeda. La deteccion del anticuerpo primario fue realizada con la incubacion con un
anticuerpo anti-conejo conjugado con peroxidasa de rabano (HRP, 1:200, abcam) por 2 h

en una camara himeda.

8.7 Ensayos de Western Blot

Muestras de higado fueron homogenizados en buffer RIPA con inhibidores de fosfatasa y
proteasas. Los homogenizados fueron centrifugados a 16, 000 x g durante 20 minutos a 4
°C. Las proteinas solubles totales fueron determinadas por el método de Lowry, y 40 ug de

éstas por carril fueron sometidos a una SDS electroforesis con geles de poliacrilamida a
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través de geles al 4-20 % (Bio Rad geles, Bio Rad, México). Después de la electroforesis,
las proteinas fueron electrotansferidas a membranas de PVVDF al finalizar la transferencia la
membrana fue tefiida con rojo de Ponceau. La inmunodeteccion fue realizada con
anticuerpos monoclonales y policlonales contra anti-conejo Zipl4 (abcam), anti-raton p-
STATS3, anti-conejo STATS3, anti-conejo p-Akt 1/2/3, anti-conejo NFKB p65, anti-raton p-
p38, anti-raton p-JNK, anti-cabra ZnT1, anti-conejo MTF-1, anti-conejo lamina A, anti-
conejo B-actina (Santa Cruz). La deteccion del anticuerpo primario fue realizada después
con la incubacion con un anticuerpo anti-conejo, anti-cabra y anti-ratobn conjugado con
peroxidasa de rabano por 2 h en a temperatura ambiente en movimiento suave. Los
inmunoblots fueron visualizados con un potenciador de quimioluminicencia para medir la

abundancia por densitometria digital.

8.8 Andalisis de datos

Los resultados obtenidos en los grupos problema se compararon con los obtenidos
en los grupos testigo en cada variable de respuesta mediante la prueba “t” de student y
analisis de varianza. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas a un nivel
de p < 0.05.

8.9 Esquema de trabajo para evaluar la expresion Zip14 durante el
proceso inflamatorio agudo
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Ratas macho Wistar (180-220g)

Control Cirugia

Sacrificar 3, 6, 9, 12, 16,20y 24
post-cirugia

Extraccion del higado

Western blot

Aislamiento de Cuantificacion de Cuantificacion de Inmunohistoguimica y
ARN total zinc metalotioneinas Tinciones de zinquina
I | y ditizona
Espectrometria Método de
RT-gPCR de absorcion saturacion con
atémica 109Cd

57




8.8 Esquema de trabajo para evaluar el efecto de los inhibidores de las
vias de sefializacion sobre la expresion de Zip14

Ratas macho Wistar (180-2209)

Inhibicidn de las vias de sefializacion de 1L-6

Inhibicién de las vias de sefializacion de IL-1

Cirugfa + Vehiculo Cirugia + Inhibidores Cirugia + Inhibidores Cirugia + Vehiculo

-JAK 2 ( DMSO 10%)
- PI3K (DMSO 15 %)

-JAK 2 (AG490 5 mg/kg) -INK (SP600125 30 mg/kg) -INK (Aceite de oliva)
- PI3K (Wortmannin y MAPp38 (SB239063 10 y MAPpP38 (Goma de
100 pg/kg) mg/kg) tragacanto 0.5 %)

Sacrificar a las 9 h post-cirugia

Extraccion del higado

Aislamiento de Cuantificacion de Inmunohistoquimica y
ARN total zinc Tinciones de zinquina
| y ditizona
Espectrometria
RT-gPCR de absorcion

atémica
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8.9 Esquema de trabajo para evaluar la expresion de ZnT1

Ratas macho Wistar (180-220g)

Testigo

Cirugia

Sacrificar 20, 24, 28, 32, 36 y 48

post-cirugia

Extraccion del higado

Aislamiento de Cuantificacion de Cuantificacion de Inmunohistoquimica Western blot de
ARN total zinc metalotioneinas de ZnT1 y tinciones de - ZnT1
I Zinquina y ditizona -MTE-1
Espectrometria Método de (nicleoy
RT-gPCR de absorcién saturacion con citoplasma)
atémica 105Cd

9. RESULTADOS

9.1 Zinc y metalotioneinas durante el proceso quirurgico experimental

El proceso quirdrgico experimental practicado en los animales produjo una disminucion en
la concentracion sérica de zinc a las 9 horas, manteniéndose asi hasta las 20 h. Estas
disminuciones oscilaron entre el 25 al 35%, al ser comparadas contra sus respectivos
testigos. A las 24 horas el nivel de zinc sérico retorn6 a su nivel basal (Fig. 18). A nivel
hepético, la concentracion de zinc, en los animales con cirugia registré una disminucion a
las 3 h post-cirugia del 31% y un incremento significativo del 29% a las 24 h post-cirugia
(Fig. 19). Estos resultados muestran que la inflamacion desarrolldé un proceso

hipozinguémico y la redistribucion de zinc sérico hacia higado.

59



© Control = Cirugia

w
o
S

Figura 18. Verificacion del proceso
hipozinquémico. Cada punto
reprenta la media + SEM de 5
experimentos  independientes.  El
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Figura 19. Redistribucién de zinc
sérico hacia higado durante el
proceso inflamatorio localizado.
Cada punto representan la media +
SEM de 5 experimentos
independientes. El asterisco (*)

24 indica diferencia significativa con
respecto al grupo testigo, p < 0.05,
14 prueba t de Student.
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9.2 Deteccion de Zinc libre en tejido hepatico

Con la finalidad de evaluar los niveles de zinc debilbemente unido a proteinas se realizaron
cortes del tejido hepatico (5 um) que fueron tefiidos con Zinquina, el cual es un compuesto
fluorescente permeable a la membrana plasmatica, altamente especifico, capaz de detectar
concentraciones nanomolares de zinc intracelular debilmente unido a proteinas. Las
fotomicrografias mostradas en la Figura 3a evidencian una disminucion en el canal de
emision a 490 nm, en los grupos de 3 h y 6 h (Figura 20a) comparado con su repectivo
grupo testigo; sin embargo a las 9 horas de realizada la cirugia, la cantidad de Zn?* es

incrementada (Figura 3a). En los grupos de 12, 16, 20 y 24 horas es similar a la presentada
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por el grupo testigo (Figura 20a). El analisis densitométrico de las fotomicrografias (Figura
20b) muestra una disminucion en promedio del 13% y 18% del nivel de Zn*" debilmente
unido a proteinas a las 3y 6 h post-cirugia respectivamente. A las 9 horas el aumento fue
del 12 %, y posterior a este incrementos se observo un retorno a su nivel basal a partir de

las 12 horas.

9.3 Localizacién de zinc compartamentalizado

Para definir el efecto del proceso quirdrgico sobre la distribucion de zinc a nivel
intracelular, se realizaron cortes del tejido hepéatico (5um), los cuales fueron tefiidos con
ditizona. Las fotomicrografias (Figura 21a) y el analisis densitometrico (Figura 21b)
evidencian que hubo una disminucién del Zn** corpartimentalizado a las 3 h y 6h, siendo
en promedio del 14 % y 8 % respectivamente, posteriormente se observé un incremento en
comparacion con sus testigos a las 9 h, 12 h, 16 h, 20 h y 24 h, la estos incrementos fueron
en promedio del 11 %, 4 %, 11 %, 6 % y 4 % respectivamente.
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Figura 20. Efecto del proceso inflamatorio
sobre el zn? libre en tejido hepético. a,
Tincion de zinquina. b, Andlisis densitométrico
del Zn?*. Cada punto representan la media +
SEM de 5 experimentos independientes. El
asterisco (*) indica diferencia significativa con
respecto al grupo testigo, p < 0.05, prueba t de
Student. Magnificacién: 40X
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Figura 21. Efecto del proceso inflamatorio
sobre el zZn?" total en tejido hepético. a,
Tincién de zinquina. b, Analisis densitométrico
del Zn**. Cada punto representan la media +
SEM de 5 experimentos independientes. El
asterisco (*) indica diferencia significativa con
respecto al grupo testigo, p < 0.05, prueba t de
Student. Magnificacién: 40X



9.5 Expresion de metalotioneinas durante el proceso inflamatorio

Con relacién a la determinacion de la concentracion hepatica de metalotioneinas,

estas proteinas mostraron incrementos significativos entre las 6 y 24 h de realizada la

cirugia abdominal en los animales estudiados. EI méximo incremento encontrado se

presentd a las 9 h post-cirugia, siendo 3 veces mayor en comparacion con el grupo de

animales testigo. Seguido de este nivel maximo, el contenido de metalotioneinas disminuyo

con el tiempo sin llegar a los niveles basales, presentando un segundo incremento a las 24

horas (Figura 22).

307 © Control & Cirugia

Metalotioneinas (pg/g tejido)

0 T T T T T T

S L R N
Post-cirugia (h)

Figura 22. Incremento de la
concentracion de metalotioneinas
en higado. La concentraciéon de
MTs totales fue determinada por el
método de saturacién con '®°Cd.
Cada punto representan la media +
SEM de 5 experimentos
independientes. El asterisco (*)
indica diferencia significativa con
respecto al grupo testigo, p < 0.05,
pruebat de Student.

9.6 Determinacion del nivel de ARNm de Zip14 mediante RT-qPCR

Para estudiar si el proceso quirdrgico tuvo efecto sobre el nivel

del ARNm de

Zipl4, se utilizo la técnica de RT-PCR en tiempo real, en la figura 23 se puede evidenciar

que existen una disminucion de este a las 3 h; sin embargo a partir de las 6 h y hasta las 20

h los niveles incrementan, teniendo un maximo a las 9 h el cual es de 2 veces méas que el

grupo testigo. A las 20 h ARNm retorna a su nivel basal.
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Figura 23. El nivel de ARNm de
Zipl4 es afectado por el proceso
inflamatorio. La cantidad relativa
* del ARNm fue determinado por
RT-PCR en tiempo real. EIl ARNm
de Zipl4 fue normalizado con el
ARNm de p-Actina. Cada barra
representa la media + EEM de 3
experimentos independientes
realizados por triplicado. El
asterisco (*) indica diferencia
significativa con respecto al grupo
testigo, p < 0.05, prueba t de
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9.10 Evaluacion de la expresion de Zip14 mediante

inmunohistoquimica

Para investigar el efecto que desencadena el proceso quirirgico sobre la expresion
de Zip14, se utilizaron cortes (5 um) de tejido hepéatico obtenido de animales previamente
sometidos a una cirugia abdominal, para realizar estudios de inmunohistoquimica. En el
panel de fotomicrografias se puede evidenciar un precipitado color marrén propiciado por
la actividad de la peroxidasa al reaccionar con diaminobencidina, el cual es tomado como
marca positiva de la interaccién antigeno anticuerpo especifica para detectar al
transportador de zinc Zip14; esta marca fue localizada a nivel de citoplasma de hepatocitos
de los grupos testigo y en el caso de los grupos con cirugia se presenta un incremento de la
inmo-reactividad a nivel de citoplasma (Figura 24a). La densidad optica de las
fotomicrografias fue dividida entre el nimero de células por campo para obtener la
inmunorreactividad promedio de cada célula. Con este analisis se encontraron incrementos
del 16 %, 8 %, 26 %, 36 %, 19% y 7 % en los grupos de 3, 6, 9, 12, 16 y 20 horas
respectivamente comparandolos con su grupo testigo (Fig. 24b); en el caso del grupo de 24
h no se detectaron cambios significativos (Fig. 24b). Estos resultados fueron corroborados
con un analisis de Western blot (Fig. 25)
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Control Cirugia

Figura 25. El trauma quirdrgico induce la expresion diferencial de Zipl4. Analisis de
Western blot del transportador Zip14 en higado de ratas con cirugia.

9.11 Efecto de la inhibicion de las vias de sefializacion de IL-6 sobre la
expresion de Zip14

Durante las primeras 20 horas del proceso inflamatorio generado por un trauma quirargico
se ha puesto de manifiesto que el nivel de ARNm del importador de zinc Zip14 incrementa,
asi como también su expresion proteica; en reportes previos se ha sugerido que los
reguladores positivos en procesos infecciosos son IL-6 e IL-1, las cuales hemos descrito
que se encuentran incrementadas durante el trauma quirdrgico. Para determinar si IL-6 es
quien regula la expresion del transportador de Zipl4 durante el proceso inflamatorio
generado por la cirugia, se utiliz6 AG490 un inhibidor especifico de Jak2, ya que es la
primera enzima activada por para iniciar la transduccién de sefiales regulada por IL-6.
Debido a que Jak2 da lugar a la fosforilacion de STAT3, para comprobar que ocurrio la
inhibicion se evalud por western blot a STAT3 fosforilado (pSTAT3-Tyr 705) encontrando
que al administrar el inhibidor se redujo la fosforilacion de STAT3 en promedio ~75% al
compararlo son su grupo vehiculo (DMSO 10%) (Fig. 27), por el contrario cuando se
evalué a STATS3 total se observd un incremento de la proteina dos veces mayor cuando se
compar6 con su grupo vehiculo (Fig. 27). Con estos resultados se demostro la inhibicion de
Jak2.

Posteriormente al evaluar el efecto de la inhibicion sobre el nivel de ARNm de Zipl4 se
encontrd una disminucion de este en promedio del 26%, (Figura 26); por lo tanto se evalu6
la expresion de la proteina del transportador por western blot se observé una disminucion

en la intensidad de la banda (Figura 27a) en el grupo al que se le administrd el inhibidor,
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con el analisis densitométrico se corrobord que la disminucion fue del 66% de la sintesis

comparado con su grupo vehiculo (Figura 27b.)
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Figura 26. Efecto de los inhibidores de las vias de sefializacion de IL-6 sobre el nivel de ARNm de
Zip14 durante el proceso quirargico. La cantidad relativa del ARNm fue determinado por RT-PCR en
tiempo real. EI ARNm de Zipl4 fiue normalizado con el ARNm de p-Actina. Cada barra representa la
media + EEM de 3 experimentos independientes realizados por triplicado. EIl asterisco (*) indica
diferencia significativa con respecto al grupo vehiculo, p <0.05, prueba t de Student.
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Figura 27. Efecto del inhibidor

AG-490 sobre la expresion de
Zipl4 en higado. a, La

abundancia de las proteinas
pSTAT3, STAT3 y Zipl4 fueron
examinadas por analisis de western
blot. b, Representativos western
blot de 3 ratas diferentes fueron
utilizados para determinar la
abundancia de las proteinas por
analisis densitométrico de las
bandas las cuales  fueron
normalizadas con la expresion de

p-actina Cada barra representa la

media + EEM de 3 experimentos
independientes. El asterisco (*)
indica diferencia significativa con
respecto al grupo vehiculo, p <
0.01, pruebat de Student.

Los resultados obtenidos de la expresion de Zipl4 mediante western blot también fueron

corroborados por inmunohisquimica. Para lo cual se utilizaron cortes (5 um) de tejido

hepatico. En el panel de fotomicrografias se puede evidenciar un precipitado color marrén,

el cual es tomado como marca positiva de la interaccion antigeno anticuerpo especifica para

detectar al transportador; esta marca fue localizada a nivel de citoplasma de hepatocitos. En

el panel de fotomicrografias del grupo del inhibidor de Jak2 se observo una disminucion de

la marca positiva al compararla con la de su grupo vehiculo (Figura 28).
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Figura 28. Deteccion
inmunohistoquimica
de la expresion de
Zipl4 al administrar
los inhibidores de las
vias de sefalizacion
de IL-6. Cortes de
tejido hepético (5 um)
utilizados para la
deteccion
inmunorreactiva del
importador.
Mgnificacion: 40X.



Debido a que se observd una disminucion de la expresion de Zipl4 por la inhibicion de
Jak2 para poder determinar si la via de sefializacion que regula a este transportador es
mediante la via JAK-STAT se utilizé S31-201 un inhibidor de la fosforilacion de STATS3,
para comprobar que ocurrio la inhibicion se evalud por western blot a STAT3 fosforilado
(pSTAT3-Tyr 705) encontrando que al administrar el inhibidor se redujo la fosforilacion de
esta proteina en promedio 24% al compararlo son su grupo vehiculo (DMSO 10%) (Fig.
29), por el contrario cuando se evalué a STAT3 total se observo un incremento de la
proteina en promedio de 34% cuando se compard con su grupo vehiculo (Fig. 29). Con
estos resultados se demostro la inhibicion de la fosforilacion de STAT3.

Posteriormente al evaluar el efecto de la inhibicidn sobre el nivel de ARNm de Zipl4 se
encontré una disminucién de este en promedio del 40%, (Figura 26); por lo tanto al evaluar
la expresion de la proteina del transportador por western blot se observé una disminucion
en la intensidad de la banda (Figura 29a) en el grupo al que se le administr6 el inhibidor,
con el analisis densitométrico se corrobord que la disminucion fue del 40% de la sintesis

comparado con su grupo vehiculo (Figura 29b)

Vehiculo Inhibidor
Figura 29. Efecto del inhibidor
pSTAT3 S31-201 sobre la expresion de

F T E
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S T S . e | STAT3 .
— pSTAT3, STAT3 y Zipl4 fueron

Zip14 examinadas por analisis de
— _ western blot. b, Representativos
— — - B-Actina western Dblot de 3 ratas
diferentes fueron utilizados
Vehiculo 3 Inhibidor para determinar la abundancia
1.59 % de las proteinas por andlisis
e densitométrico de las bandas
las cuales fueron normalizadas
con la expresion de [-actina
Cada barra representa la
media + EEM de 3
experimentos  independientes.
El  asterisco (*) indica
diferencia significativa con
respecto al grupo vehiculo, p <
0.01, pruebat de Student.
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Al evaluar la proteina por analisis de inmunhistoquimica se observo una disminucion del
precipitado café que corresponde a la marca positiva para deteccion de Zipl14 (Fig. 28).

La transduccion de sefiales de 1L-6 también involucra la activacion de la cascada de PI3K
(phaphatidylinositide-3-kinase), por lo que se utilizdé wortmanina para inhibir a PI3K.
Debido a que PI3K da lugar a la fosforilacion de Akt (pAkt), se evalu6 mediante analisis de
western blot esta proteina para demostrar que la inhibicion se llevo a cabo. El analisis
demostro una disminucion de pAkt cuando se compara contra su grupo vehiculo (DMSO
15 %), con estos resultados se puso de manifiesto la inhibicion de PI3K (Fig. 30). Cuando
se administrd el inhibidor se registrd un incremento del ARNm de Zipl4, siendo este
aumento de casi el doble comparado con su grupo vehiculo (Figura 26). Por el contrario la

expresion de la proteina disminuyo (Fig. 30)

Vehiculo Inhibidor Figura 30. Efecto del inhibidor
d - : : pAKT wortmanina sobre la expresion
S — ik i (Ser 473) de Zipl4 en higado. a, La

abundancia de las proteinas
pAkt y Zipl4 fueron
examinadas por analisis de
. western blot. b, Representativos
.. . . — il B-Actina \estern blot de 3 ratas
diferentes fueron utilizados
para determinar la abundancia
_ i . de las proteinas por analisis
151 O Vehiculo &3 Inhibidor densitométrico de las bandas
las cuales fueron normalizadas
con la expresion de p-actina.
1.04 Cada barra representa la
media + EEM de 3
* experimentos  independientes.
0.5+ T * El  asterisco (*) indica
2 diferencia significativa con
respecto al grupo vehiculo, p <
0.01, pruebat de Student.
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9.12 Deteccion de Zinc libre en tejido hepdtico

Con la finalidad de evaluar el efecto que podian ocasionar los inhibidores de las vias
de sefalizacion de IL-6 sobre los niveles de zinc debilmente unido a proteinas se realizaron
cortes del tejido hepético (5 um) que fueron tefiidos con Zinquina. Las fotomicrografias
mostradas en la Figura 31 muestran una disminucion en el canal de emision a 490 nm,
cuando fue administrado el inhibidor especifico para Stat3 (S31-201) comparado con su
respectivo grupo vehiculo (DMSO 10%); por otro lado cuando se utilizé el inhibidor para
Jak2 (AG490) y PI3K (wortmanina) no se observaron cambios en la fluorescencia al ser
comparados con su grupo vehiculo (DMSO 10% y 15% respectivamente). El analisis
densitométrico de las fotomicrografias (Fig. 32) muestra una disminucién en promedio del

21% del nivel de Zn** débilmente unido a proteinas al inhibir a Stat3.

JAK2 STAT PI3K
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Figura 31. Efecto de los inhibidores de las vias de sefializacién de IL-6 sobre el Zn?* libre en tejido
hepatico. Fotomicrografias de tejido hepatico (5 pm) tefiido con Zinquina. Aumento 40X.
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Figura 32. Efecto de los inhibidores de las vias de sefializacién de I1L-6 sobre el Zn** libre en higado
durante el proceso inflamatorio. Analisis densitométrico por campo de la tincion de zinquina. Las barras
representan la media + EEM de 34 campos diferentes. El asterisco (*) indica diferencia significativa con
respecto al grupo vehiculo, p < 0.05, prueba t de Student.

9.13 Localizacion de zinc total

Para definir el efecto de los inhibidores sobre la distribucion de zinc a nivel intracelular
durante el proceso inflamatorio, se realizaron cortes del tejido hepatico (5um), los cuales
fueron tefiidos con ditizona. Las fotomicrografias (Fig. 33) y el andlisis densitométrico
(Fig. 34) en los grupos con los inhibidores de la vias de sefializacion de IL-6 evidencian
que hubo una disminucién del Zn®* corpartimentalizado cuando se administré el inhibidor
especifico para Jak2 y Stat3 en promedio estas disminuciones fueron del 13 % y 9 %

respectivamente. Para el caso del inhibidor de PI3K (Fig. 34) no se observaron cambios.
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Figura 33. Efecto de los inhibidores de las vias de sefializacion de IL-6 sobre el zn®
compartamentalizado en tejido hepético. Fotomicrografias de tejido hepéatico (5 pm) tefiido con
Ditizona. Aumento 40X.

orco—xIrmc<

DTOOUO—W—ITZ—

o ; -

S 60- 3 Vehiculo Inhibidor

S

S -
==

= * = X

< 401 T ==

=

©

L

& 20

o

@

o

[%2]

5 o :

D T T T

o > =

2 & X

Figura 34. Efecto de los inhibidores de las vias de sefializacién de IL-6 sobre el zZn*'
compartamentalizado en higado durante el proceso inflamatorio. Resultados del anélisis densitométrico
por campo de las microfotografias. Las barras representan la media + EEM de 32 campos diferentes. El
asterisco (*) indica diferencia significativa con respecto al grupo testigo, p < 0.05, prueba t de Student.

74



9.14 Efecto de la inhibicion de las vias de seiializacion de IL-1( sobre
la expresion de Zip14

Los inhibidores utilizados para las vias de IL-1 fueron PDTC un inhibidor especifico de
NF«B, SB239063 y SP600125 estos dos ultimos utilizados para inhibir a MAPp38 y JNK

respectivamente. Para demostrar la inhibicion se evalud la abundancia de NFKB mediante

analisis de Western blot con el cudl se pudo evidenciar que hubo una disminucion de la

marca comparada con respecto a su grupo vehiculo (Fig. 35). Al administrar el inhibidor se

detectd un incremento del nivel de ARNm de Zip14 de casi el doble (Fig.36) al compararlo

con su grupo vehiculo (solucion salina isotonica), lo mismo ocurrié con la expresion (Fig.

36a) de la proteina la cual aumento 1.5 veces mas comparado con su grupo vehiculo (Fig.

36b), estos resultados fueron corroborados con la inmunohistoquimica donde se observo

una mayor marca positiva para Zip14 en el grupo al que se le administré el inhibidor (Fig.

37).
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NFKB
Zipl4
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Figura 35. Efecto del inhibidor
PDTC sobre la expresién de
Zipl4 en higado. a, La
abundancia de las proteinas
NFKB y Zipl4 fueron examinadas
por anélisis de western blot. b,
Representativos western blot de 3
ratas diferentes fueron utilizados
para determinar la abundancia de
las proteinas por analisis
densitométrico de las bandas las
cuales fueron normalizadas con
la expresion de f-actina. Cada
barra representa la media + EEM
de 3 experimentos independientes.
El asterisco (*) indica diferencia
significativa con respecto al
grupo vehiculo, p < 0.01, prueba t
de Student.
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Figura 36. Efecto de los inhibidores de
las vias de sefializacion de IL-1 sobre el
nivel de ARNm de Zipl4 durante el
proceso quirdrgico. La cantidad relativa
del ARNm fue determinado por RT-PCR
en tiempo real. EI ARNm de Zipl4 fue
normalizado con el ARNm de pS-Actina.
Cada barra representa la media + EEM
de 3 experimentos independientes
realizados por triplicado. El asterisco (*)
indica diferencia significativa con
respecto al grupo testigo, p < 0.05,
pruebat de Student.

Figura 37. Deteccion
inmunohistoquimica de la
expresion de Zipl4 al
administrar los
inhibidores de las vias de
sefializacion  de  IL-1.
Cortes de tejido hepatico
(5 pm) utilizados para la
detecci6n inmunorreactiva
del importador de Zinc
Zip14 Aumento 40X.

Cuando se administraron los inhibidores de la fosforilacion de MAPp38 y JNK se observo

solo la disminucion de pMAPp38 (Fig. 38). Al evaluar el nivel de ARNm de Zip14 no se

encontraron cambios entre el grupo vehiculo (goma de tragacanto 0.5% y aceite de olivo) e

inhibidor  (Fig. 36). Sin embargo al analizar la expresion de la proteina mediante

inmunohistoquimica (Fig. 37) y western blot (Fig. 38) se observd un incremento en el nivel

de la proteina.
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9.15 Efecto de los inhibidores de las vias de senalizacion de IL-1f

p-JNK
p-p38
Zipl4a

B-Actina

sobre el zinc libre en tejido hepdtico

Los inhibidores de las vias de sefializacion IL-1p causaron un ligero incremento del
zinc libre (Figura 39) cuando se administraron juntos el inhibidor de MAPp38 (SB239063)
y JNK (SP600125) comparandolo con su grupo vehiculo (goma de tragacanto 0.5% y aceite
de olivo). Cuando se realiz6 el analisis densitométrico de estas fotomicrografias se detecto

un incremento en promedio del 9%; sin embargo cuando se utilizé el inhibidor PDTC

Figura 38. Efecto de los
inhibidores SB239063 y
SP600125 sobre la expresion de
Zipl4 en higado. a, La
abundancia de las proteinas
pINK, pMAP38 y Zip14 fueron
examinadas por analisis de
western blot. b, Representativos
western blot de 3 ratas
diferentes fueron utilizados para
determinar la abundancia de las
proteinas por  andlisis
densitométrico de las bandas las
cuales fueron normalizadas con
la expresion de f-actina. Cada
barra representa la media +
EEM de 3 experimentos
independientes. EIl asterisco (*)
indica diferencia significativa
con respecto al grupo vehiculo,
p <0.01, prueba t de Student.

especifico para NFkB no se observaron cambios significativos (Figura 40).
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NFkB MAPp38/JNK Figura 39. Efecto de los
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E de sefializacion de IL-1
H sobre el Zn* libre en
i tejido hepatico.
c Fotomicrografias de
U tejido hepatico (5 pm)
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Figura 40. Efecto de los inhibidores de las
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@ libre en higado durante el proceso
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9.16 Efecto de la inhibicion de la sefializacion de IL-1( sobre el zinc
compartamentalizado

Para definir el efecto de los inhibidores sobre la distribucion de zinc a nivel

intracelular durante el proceso inflamatorio, se realizaron cortes del tejido hepatico (5um),
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los cuales fueron tefiidos con ditizona. Las fotomicrografias (Figura 41) y el analisis
densitométrico (Fig. 42) del grupo al que se le administro el inhibidor de MAPpP38 junto
con el inhibidor de JNK se evidenciaron un incremento de este zinc, que en promedio fue
del 17.5 % (Fig. 25). Con el inhibidor especifico para NFkB no se observaron cambios
(Fig. 25).

NFkB MAPp38/JNK
Figura 41. Efecto de los
v inhibidores de las vias de
E sefializacion de  IL-1g
H sobre el zZn*
i compartamentalizado en
c tejido hepético.
u Fotomicrografias de tejido
L hepatico (5 pm) tefiido con
o ; Ditizona. Aumento 40X.
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Figura 42. Efecto de los inhibidores de las vias de sefializacién de IL1-8 sobre el Zn*'
compartamentalizado en higado durante el proceso inflamatorio. Resultados del anélisis densitométrico
por campo de las microfotografias. Las barras representan la media + EEM de 32 campos diferentes. El
asterisco (*) indica diferencia significativa con respecto al grupo testigo, p < 0.05, prueba t de Student.
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9.17 Efecto del proceso inflamatorio sobre la regulacion de ZnT1

9.18 Cuantificacion de zinc total en higado

El proceso quirurgico inducido en las ratas gener6 un incremento en la
concentracion de zinc hepatico desde las 20 h hasta las 36 h posteriores a la cirugia, estos
incrementos oscilaron entre el 8% y 20%, en comparacion con los respectivos grupos
control para cada hora estudiada; sin embargo a las 48 horas post-cirugia la concentracion
de zinc retornd a su nivel basal (Figura 43). Estos resultados ponen de manifiesto la
redistribucion de zinc hepatico durante el proceso quirurgico el cual se mantiene hasta las
36 horas.

220- ©- Control & Cirugia

¥ * % Figura 43. Concentracién de zinc

k hepatico. Lo concentracion de zinc
fue determinada por espectrometria
de absorcion atémica. Las barras
representan la media + EEM de 5
experimentos independientes. El
asterisco  (*) indica diferencia
significativa con respecto al grupo
testigo, p < 0.05, prueba t de
Student.
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9.19 Evaluacion de MTF-1 en la fraccion nuclear y citopldsmica
durante el proceso inflamatorio

MTF-1 juega un papel central en la homeostasis del zinc, ya que llega actuar como un
sensor de este metal, Por lo tanto MTF-1 se localiza tanto en nucleo como en citoplasma.
Y se ha descrito que regula positivamente la expresion de MT y ZnT1. El trauma quirdrgico

generd un incremento de MTF-1 en la fraccion citoplasmica a las 20 h post-cirugia al
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compararlo con su respectivo grupo control, sin embargo en los demas tiempos evaluados
no se observaron cambios (Fig. 44).

Al evaluar los niveles de este factor de transcripcién en la fraccion nuclear no se
encontraron cambios significativos en los diferentes tiempos evaluados al compararlos con

su respectivo control (Fig. 45)

a_ Conwol Cirugia Figura 44. El trauma quirdrgico

20 28 36 48 20 28 36 48 Horas generd un incremento de MTF-1 en
- citoplasma. a, La abundancia de la

———— e W e s - | MTF-1 P

proteina fue examinada por analisis
t B OB & - = = B-Actina de western blot. b, Representativos
western blot de 3 ratas diferentes
b 257 3 Control E@ Cirugia fueron utilizados para determinar la
¥ abundancia de las proteinas por
anélisis densitométrico de las bandas
las cuales fueron normalizadas con la
expresion de f-actina. Cada barra
representa la media + EEM de 3
experimentos  independientes.  El
asterisco  (*) indica diferencia
significativa con respecto al grupo
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Figura 45. Los niveles de MTF-1 en
Control Cirugia nicleo no cambian durante el
a 20 28 36 48 20 28 36 48 trauma quirdrgico a, La abundancia

- - | MTF1 de la proteina fue examinada por
analisis de western blot. b,
— q ‘ ‘ Lamina A Representativos western blot de 3
ratas diferentes fueron utilizados para
b 20 o determinar la abundancia de las
03 Control B3 Cirugia proteinas por analisis densitométrico
de las bandas las cuales fueron
normalizadas con la expresion de p-
actina. Cada barra representa la
media + EEM de 3 experimentos
independientes. El asterisco (*) indica
diferencia significativa con respecto
al grupo vehiculo, p < 0.01, prueba t
de Student.
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9.20 Cuantificacion de Metalotioneina total en higado

El proceso inflamatorio generado por el trauma quirdrgico produjo un aumento
desde las 20 h hasta las 36 h en la concentracion de metalotioneinas (MTs) en higado, estos
incrementos representan en promedio casi el doble de la concentracion de MT al
compararse con sSu respectivo grupo testigo, en casi todos los tiempos evaluados. El
maximo nivel de MT fue observado a las 20 h posteriores al proceso quirdrgico, siendo 3

veces mayor al nivel de MT determinado en el grupo testigo (Figura 46).

10 © Control =& Cirugia

% * Figura 46. Efecto del trauma
% % quirdrgico sobre la concentracion de
las metalotioneinas. La concentracion
de MTs totales fue determinado por el
método de saturacién con '®Cd. Los
44 puntos representan la media + EEM de
5 experimentos independientes. El
24 asterisco  (*) indica  diferencia
significativa con respecto al grupo
testigo, p < 0.05, prueba t de Student.
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9.21 Determinacion del nivel de ARNm de ZnT1 mediante RT-qPCR

Para estudiar el si el proceso quirdrgico tuvo efecto sobre el nivel del ARNm de
ZnT1, se utilizo la técnica de RT-PCR en tiempo real en la figura 7 se puede evidenciar que
existen cambios desde las 12 h hasta las 36 h post-cirugia. A las 12 h se observd una
disminucion del nivel de ARNm y de las 20 h a las 36 h después de realizar la cirugia se

observaron incrementos significativos (Figura 47).
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2.0 -e- Control = Cirugia Figura 47. EI nivel de ARNm de

* ZnT1 es afectado por el proceso
quirdrgico. La cantidad relativa del
ARNm fue determinado por RT-
PCR en tiempo real. EI ARNm de
ZnT1 fue normalizado con el ARNm
de p-Actina. Cada barra representa
la media + EEM de 3 experimentos
independientes  realizados  por
triplicado. El asterisco (*) indica
diferencia significativa con respecto
0.0 . . . . . . . al grupo testigo, p < 0.05, prueba t
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9.22 Evaluacion de la expresion de ZnT1 durante el trauma
quirurgico

Para investigar el efecto que desencadena el proceso inflamatorio sobre la expresién
de ZnT1, se utilizaron cortes (4 um) de tejido hepéatico para realizar estudios de
inmunohistoquimica para este transportador. En el panel de fotomicrografias se puede
evidenciar un precipitado color marrén propiciado por la actividad de la peroxidasa al
reaccionar con diaminobencidina, el cual es tomado como marca positiva de la interaccion
antigeno anticuerpo especifica para detectar al exportador de zinc ZnT1; esta marca fue
localizada a nivel de citoplasma de hepatocitos de los grupos control y cirugia (Fig. 48a)

La densidad optica de las fotomicrografias fue dividida entre el nimero de células
por campo, para obtener la inmunoreactividad de cada célula. con este anélisis se
encontraron incrementos en promedio del 40%, 73%, 111%, 184 % y 98% en los grupos
de 20, 24, 28, y 32 respectivmente (Figura 48Db)
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Figura 48. Deteccion de la expresion de ZnT1 durante el
proceso inflamatorio. Andlisis densitometrico de la
inmunorreactividad de ZnT1 generada por célula. Cada barra
representa la media + EEM de 9 campos diferentes. El
asterisco (*) indica diferencia significativa con respecto al
grupo testigo, p <0.05, prueba t de Student.



9.23 El trauma quirturgico afecta la expresion de ZnT1 durante el
proceso inflamatorio

Uno de los transportadores regulados por MTF-1 es ZnT1. El trauma quirdrgico genero un
incremento en la abundancia de ZnT1 desde las 20 hasta las 28 h post-cirugia al compararlo
con su respectivo grupo control (Fig. 49a), retornando a sus niveles basales desde las 36 h
post-cirugia. Estos datos fueron corroborados cuando se realiz el analisis densitométrico
(Fig. 49b).
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Figura 49. El trauma quirdrgico generd un incremento en la expresion de MTF-1 en citoplasma. a, La
abundancia de la proteina fue examinada por analisis de western blot. b, Representativos western blot de
3 ratas diferentes fueron utilizados para determinar la abundancia de las proteinas por anélisis
densitométrico de las bandas las cuales fueron normalizadas con la expresion de p-actina. Cada barra
representa la media + EEM de 3 experimentos independientes. El asterisco (*) indica diferencia
significativa con respecto al grupo vehiculo, p <0.01, prueba t de Student.
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10. DISCUSION DE RESULTADOS

La respuesta de fase aguda generada por estres, infeccion o trauma, se caracteriza por
cambios en la concentracion de proteinas plasmaticas, asi como una disminucion de la
concentracion de hierro y zinc plasmaticos como parte de la respuesta inflamatoria. La
propuesta de esta respuesta es para ayudar a inhibir el crecimiento de patdgenos, modular el
grado de inflamacién y activar la coagulacion [Myers y cols., 1984; Okada y cols., 1990].
La homeostasis del zinc cambia rapido y dindmicamente en humanos en respuesta a la
inflamacién como una extension de la respuesta de fase aguda. La principal y mas aparente
alteracion observada es el rapido decline del zinc en plasma comUnmente referido como
hipozinquemia [Gaetke y cols., 1997].

Previamente, hemos descrito resultados similares, pero utilizando una cirugia abdominal en
ratas como modelo de inflamacion experimental [Brambila y cols., 1999]. Estos resultados
se han confirmado en este trabajo, en el cual se mostré que la cirugia provocd una
hipozinquemia transitoria, los resultados concuerdan también con modelos de inflamacion
en roedores generados con LPS, tuerpentina entre otros estimulantes inflamatorios [Cousins
y Leinart, 1988; Liuzzi y cols., 2005; Aydemir y cols. 2012].

Aunque a la fecha se desconoce con certeza cudl es el papel que juega la hipozinquemia en
los procesos inflamatorios, previamente se ha demostrado la importancia del zinc en la
reparacion de heridas, sobre todo en pacientes con hipozinquemia que son suplementados
con este metal [Okada y cols., 1990]. También a la hipozinquemia se le ha relacionado con
la proteccién del hospedero contra el desarrollo de infecciones, ya que el zinc es un factor
importante para el crecimiento bacteriano, por lo que al disminuir durante la respuesta de
fase aguda, la menor biodisponibilidad de este bioelemento para los microorganismos
reduce el desarrollo de la infeccion [Schapiro y cols., 2003; Kim y cols., 2004].

La disminucion de los niveles de zinc no pueden ser explicados por los cambios en
circulacion de albumina, union a proteinas de plasma o excrecion urinaria [Gaetken y cols.,
1997]. Por lo que ahora se aclarado que en la respuesta de fase aguda resulta en una
redistribucion de zinc hacia de 6rganos vitales, tales como el pulmén, células inmunes e
higado [Cousins y Leinart, 1988; Brambila y cols., 1999; Liuzzi y cols., 2005; Aydemir y
cols., 2012; Liu y cols., 2013]
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El trauma quirurgico, asi como otros modelos de inflamacion en roedores se han
asociado con una redistribucion de zinc desde circulacion hacia higado [Cousins y Leinart,
1988; Liuzzi y cols., 2005; Brambila y cols., 1999]. En este trabajo se empled un proceso
quirargico abdominal como modelo de inflamacion, en el cual se puso de manifiesto que el
zinc plasmaético es redistribuido al higado en un intervalo de las 20 a las 24 horas del
proceso quirdrgico. La redistribucion dentro del higado facilita la reprogramacion de la
sintesis hepatica de proteinas de fase aguda, regulacion de la gluconeogénesis, control de
especies reactivas (0xido nitrico o radicales hidroxilo) [Liuzzi y cols., 2005].

El higado es un 6rgano clave en la homeostasis del zinc, ademas de controlar su
metabolismo, tiene un papel importante en la excrecion de zinc endogeno, la cual ocurre
principalmente por la via gastrointestinal [Lansdown y cols., 2007].

A nivel intracelular en condiciones normales, del 30 al 40% del zinc se encuentra
unido a proteinas en el nucleo, el 50% se localiza en el citoplasma y el restante esta
presente en membranas plasmaticas [Lansdown y cols., 2007]. Usando tinciones de
zinquina y ditizona nosotros encontramos cambios en la movilizacion de zinc intracelular
producidos por la cirugia. El nivel de zinc débilmente unido a proteinas y total en higado se
encontr6 disminuido durante las primeras 6 h post-cirugia, estos resultados coinciden con
reportes que han evidenciado que la disminucion de la concentracién de zinc intracelular
durante la inflamacién es un paso importante para la activacion de vias de sefializacién
como la de NFKB y JAK-STAT importantes para la regulacion de la respuesta de fase
aguda [Liu y cols., 2013]. Posteriormente consistente con la hipozinquemia la
concentracion de zinc labil incrementa répidamente en respuesta a los mediadores
inflamatorios, en hepatocitos esta acumulacion es directamente dependiente de I1L-6 [Liuzzi
y cols., 2005] hecho que coincide con los resultados obtenidos en este trabajo en donde se
observo un incremento de zinc labil a las 9 horas, o mismo ocurrié con el zinc total pero en
este caso permanecié incrementado hasta las 20 horas. En este contexto las fluctuaciones de
zinc o translocacion intracelular, movilizacion de zinc labil son vistas como una “sefial de
Zn”. Se ha demostrado que este metal, regula la funcion de muchas proteinas incluyendo
cinasas y fosfatasas, muchas de las cuales juegan un papel decisivo en la regulacion de la

respuesta inflamatoria [Haase y Maret, 2003; Nishida y cols., 2009; Liu y cols., 2013]
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Dentro de los 4 pools de zinc celular, el mas destacado durante los procesos
inflamatorios es el de MT. En los hepatocitos humano las MT enlazan del 5 al 10% del zinc
que se localiza en citoplasma [Haq y cols., 2003]. Durante la respuesta de fase aguda en los
procesos inflamatorios, las MT son sintetizadas de novo en higado, su expresion es
estimulada por citocinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-o, asi como por
glucocorticoides [Davis y Cousins, 2000; Haq y cols., 2003; John y cols., 2010]. Los
resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la cirugia abdominal practicada dio
lugar al incremento en las concentraciones de MTs totales, registrando dos maximos, a las 9
y 24 horas. El incremento observado a las 24 h concuerda con los resultados obtenidos para
la concentracion de zinc hepético, que aumenta a las 24 h del proceso quirdrgico, lo cual
sugiere un efecto inductor del metal sobre la sintesis de MTs, a diferencia de las primeras
horas después de la cirugia, en donde la induccion de la sintesis de MTs es mediada
seguramente por citocinas y hormonas [Schroeder y cols., 1990; Scott, 2007; Hernandez
Bautista, 2007]. Los resultados obtenidos también mostraron que entre las 12 y 20 h post-
cirugia, los niveles de MT disminuyeron sin llegar a los niveles basales. Este
comportamiento puede ser debido a que los niveles de MTs en estos procesos inflamatorios
aumentan en circulacion después de las 12 h y registran un aumento creciente hasta las 48 h
[Akintola y cols., 1997]. Las MTs son proteinas que tienen la capacidad de enlazar metales
pesados y promover la desintoxicacion de estos, protegiendo asi contra el estrés oxidativo y
supresion de la muerte celular por la via apoptotica. La funcion que MTs pueden tener
durante este proceso en una primera etapa es la de proteger a las células del estrés
nitrosativo que es generado por las citocinas pro-inflamatorias al estimular a la iNOS dando
lugar al incremento de la concentracion de NO y por lo tanto lleva a la nitrosacién de las
MTs liberando asi al zinc que puede ser utilizado como un cofactor enzimatico o estructural
de proteinas zinc [Cousins y cols., 2006; Colvin y cols., 2010; Namdarghanbari y cols.,
2011; Maret, 2011].

Debido a que el zinc es un i6n pequefio, hidrofilico y posee carga positiva, no puede
ser transportado a través de las membranas plasmaéticas, o ingresar a un organelo
intracelular por difusion pasiva, por lo que los organismos han desarrollado vias especificas
de regulacion homeostatica para la disponibilidad de este micronutriente en sitios

especificos de la célula a través de un arreglo de transportadores.

88



11-6 es la principal estimulante de hepatocitos que regula los genes de respuesta de
fase aguda [Castell y cols., 1988; Siewert y cols., 2004; Fonseca y cols., 2009] y se ha
sugerido que es un importante modulador de transportadores de solutos hepaticos,
controlando el trafico de metabolitos y nutrientes durante la respuesta de fase aguda [Liuzzi
y cols. 2005; Siewert y cols., 2004]. Se ha evidenciado que el nivel de RNAm de Zipl4
llega a ser de 2 a 3 veces mas alto después de la administracion de LPS o turpentina, este
transportador se localiza en la membrana plasmatica de hepatocitos, por lo que la
redistribucion de zinc plasmatico que se observa durante el proceso inflamatorio esta
mediada por Zip14. [Liuzzi y cols., 2005; Aydemir y col., 2012].

En el presente estudio se puso de manifiesto el incremento del nivel RNAm de
Zipl4 que fue hasta 2 veces mayor que el grupo control durante las primeras 24 h de la
respuesta de fase aguda generada por el trauma quirurgico, asi como también el aumento en
la abundancia proteica del transportador; de acuerdo a estos resultados, se puede plantear
que Zipl14 es el transportador responsable de redistribuir el zinc desde plasma hacia tejido
hepatico, contribuyendo asi a la hipozinquemia generada por el trauma quirdrgico.

Los resultados obtenidos en este trabajo coincide con otros modelos de inflamacién
en donde también han reportado una regulacion positiva del transportador y con lo cual se
ha propuesto que Zipl4 es un gen de fase aguda ya que su regulacién depende de IL-6
[Liuzzi y cols., 2005; Lang y cols., 2007; Kobayashi y cols., 2007; Aydemir y col., 2012;
Sayadi y cols., 2012; Min y cols., 2013]. Esto qued6 demostrado por Liuzzi y cols. [2005]
que al administrar turpertina a ratones 1L-6" no producen hipozinquemia, por otro lado
recientemente se ha evidenciado que ratones Zip14” poseen niveles bajos de IL-6 al ser
administrados con LPS [Sayadi y cols. 2012] dejando en claro la dependencia que tiene el
transportador con esta citocina.

Para explorar si IL-6 es el regulador positivo de Zip14 en la inflamacion generada
por el proceso quirdrgico, nosotros utilizamos Tyrphostin AG490 un inhibidor de JAK2, ya
que el primer paso enzimatico en la transduccion de sefiales de IL-6 es la activacion de
Janus quinasas por autofosforilacion (JAK) [Schaper y cols., 2015], esta activacion conduce
a la fosforilacion del motivo de tirosinas dentro de la regién citoplasmica del receptor

gp130 activando asi diferentes vias de sefializacion [Eulenfeld y cols., 2012].
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La inhibicion de Jak fue asociada con la disminucion tanto del nivel de RNAm de
Zipl4 al igual que la expresion proteica. Ademas Tyrphostin AG490 provocd una
disminucion del zinc compartamentalizado. Estos resultados sugieren que IL-6 es un
regulador positivo para Zip14 durante la cirugia.

Una probable via de sefializacion para esta respuesta mediada por IL-6 es a través
de la regulacion de factores de transcripcion de la familia de transductores de la sefial y
activadores de la transcripcion (STAT) [Cousins y cols., 2006] que son las proteinas mas
destacadas reclutadas por gp130. En el ndcleo, los dimeros de STAT3 fosforilados se unen
a elementos potenciadores de genes regulados por IL-6 [Schaper y cols., 2015], como lo
son los genes de fase aguda tipo Il [Moshage, 1997]. La inhibicion de pSTAT3 con S3I-
201 provoco una disminucién del nivel de mRNA Zip14, lo mismo indujo con la expresion
proteica del transportador. Ademéas de que también afectd el nivel de zinc libre y
compartamentalizado los cuales se encontraron disminuidos. Con todos estos resultados se
demuestra que la via que regula la expresion de Zip14 durante la inflamacidn generada por
el trauma quirargico es mediante JAK2-STAT3.

Ademas de la activacion de factores de transcripcién STAT, la estimulacion de IL-6
conduce a la iniciacion de la cascada de proteina quinasas activadas por mitdgenos
(MAPK) vy la cascada de fosfatidil-inositol-3-quinasa (PI13K) [Eulenfeld y cols., 2012]. La
via PI3K/Akt también incrementa la sintesis de proteinas y el crecimiento celular via la
diana de rampamicina en células de mamifero (mTOR), una quinasa Ser/Thr que regula el
crecimiento celular y el metabolismo. Para determinar la relacion de la via PI3K sobre la
expresion de Zipl4 se administré wortmanina a las ratas, el cual es un inhibidor irreversible
de PI3K, en el presente trabajo se mostrd un incremento tanto del nivel de mRNA del
transportador como de la proteina. La via PI3K/Akt también contribuye a la activacion de
NF-KB la cual es importante para la regulacion de la sintesis de proteinas de fase aguda,
ademéas de conferir propiedades anti-apoptéticas [Ataie-Kachoie y col., 2013]. El
incremento en la expresion de Zip14 al inhibir PI3K puede asociarse con las evidencias de
que NFKB inhibe la sintesis de Zipl4 en macréfagos y debido a que Akt contribuye a
potenciar la esta via, la verse inhibida se sale de control la regulacién de Zipl4. Sin
embargo los niveles de zinc libre y total no se observaron afectados aun con el incremento

de la proteina, por lo que puede ser que no sea funcional.
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IL-1pB puede estimular la produccion de NO y elevar la expresion de Zip14 a través
de la via de sefializacion que conduce a la activacion de AP1, que a su vez conduce a la
acumulacién de zinc hepatico durante la inflamacion provocada por LPS, por lo que la
estimulacion de NO generada por IL-1p es otro mecanismo de regulacion positiva de Zip14
[Lichten y cols., 2009].

Después de una cirugia IL-1 es una de las principales citocinas liberadas
[Desborough y cols., 2000] hipotetizando que esta citocina podria ser un regulador positivo
para la expresion de Zipl4 durante la inflamacién generada en este proceso, se analizo la
inhibicion de diferentes vias de sefializacion activadas por IL-1B. Tanto JNK como
MAPP38 activan a c-Jun la cual al formar homodimeros o heterodimeros con proteinas Fos
conforman la familia de AP1 [Chinenov y cols., 2001]. En este trabajo no se observo
afectado el nivel de mRNA al inhibir a JNK y MAPp38, sin embargo se registré un
aumento de la proteina, esto puede ser explicado de la misma manera que la inhibicion de
PI3K ya que MAPp38 igualmente potencia la accion de NFKB.

La sefializacién intracelular inducida por IL-1 también involucra la activacion del
factor de transcripcion NF-KB que en conjunto con AP1 regulan la expresion de proteinas
de fase aguda de tipo 1 [Ramadori y cols., 2001]. La inhibién de NF-KB con el inhibidor
PDTC, provocd un incremento del nivel de mRNA de Zipl4 y de la expresion de la
proteina, estos resultados coinciden con los reportados por Sayadi y cols., que tras
administrar un inhibidor de NF-kB a macrofagos estimulados con LPS también existe una
aumento en la transcripcion de Zip14 [Sayadi y cols., 2012]. Esta idea puede ser consistente
con la propuesta de una estrecha relacion regulatoria entre las sefiales pro-inflamatorias de
NF-KB y las cantidades zinc intracelular [Sayadi y cols. 2012]. De hecho, un reporte mostré
que la baja disponibilidad de zinc puede potenciar la sefial pro-inflamatoria de NF-KB
mientras que altos niveles de zinc intracelular reducen esta sefial [Bao y cols., 2010].

Considerando que la valoraciéon del efecto de la inhibicion de NF-KB sobre la
expresion de Zipl4 en este trabajo se realizo 9 h después de haber realizado la cirugia,
tiempo en el cual existe incremento del zinc libre y que no se observaron modificaciones de
este metal con la inhibicion se sugiere que los niveles altos de zinc pueden estar
potenciando la reduccién de la sefial de NF-KB, ya que se ha comprobado que el zinc
inhiben la actividad de IKK [Jeo y cols., 2000]. Por lo que al verse afectada esta via se abre
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paso para la activacion de otros reguladores positivos solo del nivel de mMRNA de Zipl4 y
su traduccion.

El modelo de inflamacidn generé aumento en la cantidad de zinc hepatico en tejido
total desde las 20 h hasta las 36 h; estos resultados concuerdan con los reportados por
Cousins y Leinart en 1988, en donde al administrar IL-1o y ®°Zn a ratas se induce una
hipozinquemia y el incremento de ®°Zn hepético desde las 6 h hasta las 36 h.

Cuando los niveles de zinc citoplasmico incrementan, MTF-1 juega un papel central
en la homeostasis del metal ya que incrementa la transcripcion de genes anfitriones
involucrados en reducir la toxicidad de las concentraciones altas del zinc, tales como MTs y
ZnT1. Por lo tanto MTF-1 se localiza en citoplasma y en nucleo. Se ha referido que existe
una acumulacion de este factor de transcripcion en nucleo bajo concentraciones altas del
metal [Gunther y cols., 2012]. En este trabajo no se encontraron cambios en los niveles del
factor de transcripcién en nucleo en los tiempos evaluados, posiblemente puede existir una
acumulacion después de la 9 h post-cirugia ya que es cuando existe un incremento de zinc
libre y como es mostrado en los resultados por el aumento en la transcripcion de ZnT1 que
fue detectado a las 16 h, es posible que MTF-1 pueda estar acumulado en ndcleo antes de
este tiempo.

Se ha descrito que la expresion de MT con excepcién de MT-3 es regulada por la
unién de zinc a MTF-1 [Colvin y cols., 2010], en este modelo el incremento de MT se
prolongd hasta las 36 horas retornando a sus niveles basales a las 48 horas, estos datos
coinciden con el modelo de inflamacion generado por IL-1a [Cousins y cols., 1988]. Es
posible que la expresién de MT durante el trauma quirdrgico haya sido inducida por el
incremento de zinc hepatico, el cual se da a partir de las 9 h post-cirugia, con la finalidad de
mantener las concentraciones de zinc libre a niveles no toxicos.

Trabajos previos han mostrado que ZnT1 es el unico transportador de la familia ZnT
que se encuentra localizado a nivel de membrana plasmatica y tiene como funcion exportar
al zinc intracelular hacia el exterior de las celulas [Palmiter y Findley, 1995; McMahon y
Cousins, 1998]. La sintesis de ZnT1 es regulada por el incremento en la concentracién de
zinc tisular y por la tanto su expresion depende de la activacidn del factor de transcripcion
MTF-1 por este metal [Lichten y Cousins, 2009; Langmade y cols., 2002]. En este estudio

los resultados de la evaluacion en el nivel del ARNm de ZnT1 mostré cambios en respuesta
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al trauma quirdrgico; los estudios por RT-PCR tiempo real indican que a las 12 h
posteriores al proceso quirdrgico se presenta una regulacion negativa del ARNm de ZnT1.
Estos resultados coinciden con el reporte de Liuzzi y cols., en 2005, quienes muestran que a
las 16 h de la administracion de lipopolisacarido a ratones hay una regulacion negativa del
nivel de ARNm de ZnT1. Esta disminucion del ARNm posiblemente da lugar a una
disminucion de la sintesis de la proteina, para de esta manera mantener niveles elevados de
zinc hepatico, como fue evidenciado en nuestros resultados, la cual inicia y se mantiene
desde las 20 a las 32 h. Actualmente no se tienen comunicaciones acerca de la presencia de
un regulador o reguladores negativos del nivel de ARNm de ZnT1 en este proceso, si los
hubiere, lo que seria de gran interés ya que solo se tienen reportes que la regulacion
positiva de este transportador, la que depende de las concentraciones de zinc intracelular.
Desde las 16 y hasta las 36 h se observo una regulacion positiva, del mensajero de ZnT1,
presentando un incremento que fue dependiente del tiempo posterior al proceso quirdrgico.
Esta regulacion positiva coincide con el incremento en la concentracion de la proteina la
cual se observa desde las 20 h y permanece elevada hasta las 32 h. La maxima expresion de
ZnT1 se presento entre las 28 y 32 h posteriores a la cirugia experimental, lo que constituye
un dato relevante para nuestro trabajo, ya que seria el primer hallazgo del retorno a las
concentraciones basales de zinc en higado durante los procesos inflamatorios.

11. CONCLUSIONES
1. La inflamacion generada por una cirugia abdominal experimental en ratas produce

una redistribucion de zinc desde plasma hacia higado, dando lugar a una
hipozinquemia.

2. La captacién de zinc por higado se produce como una consecuencia del incremento
del transportador Zipl4. Este incremento ocurre debido principalmente a la
liberacion de IL-6 durante el proceso inflamatorio, interleucina que induce la
expresion de Zip1l4 mediante la via Jak2-STATS3.

3. A nivel intracelular, los niveles tanto de zinc libre, como zinc total presentan

cambios a diferentes tiempos después de la cirugia.
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En las etapas posteriores al proceso inflamatorio producido por la cirugia en los
animales de experimentacion, se produce un incremento en la expresion de MT el
cual puede regular las concentraciones de zinc libre.

Durante el proceso quirurgico experimental en ratas se presenta una regulacion
negativa en el ARNm de ZnT1 durante las primeras 12 horas, proceso que
posiblemente contribuye a la acumulacion de zinc libre en los hepatocitos.

Posterior a las 20 horas de la cirugia abdominal en las ratas se produce un
incremento en la expresion del exportador de zinc, ZnT1, lo que explica el retorno
de zinc hepético a sus niveles basales. Este Ultimo proceso es de suma importancia
ya que impide la toxicidad de los altos niveles de zinc en la inflamacion y favorece
el retorno a la homeostasis hepatica durante el proceso inflamatorio.

Durante la cirugia no se observaron cambios en los niveles proteicos del factor de
transcripcion MTF-1 en ndcleo en los tiempos evaluados, éstos resultados sugieren
que el mecanismo involucrado en su participacion para la sintesis de MT y ZNT1

ocurre mas por su activacion por zinc, que por su expresion proteica.
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14. ANEXOS

Analisis In silico del promotor de Zip14

Con la finalidad de identificar posibles sitios de union a factores de transcripcion
que pueden ser importantes en la regulacion del gen de Zipl4 durante el proceso
inflamatorio, se realizé un andlisis in silico de su region promotora. Para este analisis se
obtuvo una secuencia de la base de datos PEDB
(Mammalian Promoter/Enhancer DataBase) que perteneciente a la region promotora del
gen de Zipl4 de rata (GenelD: 306009), posteriormente fue analizada con el programa de
bioinformatica Matlnspector y se pudo identificar posibles sitios de union a STAT, CREB,
GREF, AP1. Los sitios de union de estos tres Gltimos factores de transcripcion fueron
también encontrados al realizar el andlisis con la base de datos Patch (Figura 15). Estos
datos coinciden con los reportes sobre la regulacién de la expresion de Zipl4, en donde se
ha puesto de manifiesto que la expresion del transportador depende de IL-6 y que una via
de sefializacion probable para la respuesta a esta citocina seria la via STAT (Liuzzi y cols.,
2005). Otro regulador positivo de la expresion de Zipl4 es IL-1B via NO como segundo
mensajero, ya que se ha evidenciado mediante inmunoprecipitacion de la cromatina que la
proteina activadora (AP-1) y la ARN polimerasa Il se asocian al promotor de Zipl4
después de la exposicion a NO, indicando un papel importante de AP-1 en la transcripcion
de Zip14 de ratdn [Lichten y cols., 2009]. Recientemente se ha reportado que la expresion
de Zipl4 se incrementa en macrofagos estimulados con LPS y tratados con dexametasona,
por lo tanto los glucocorticoides pueden ser inductores de la expresion de este transportador
[Sayadi y cols., 2012] lo cual coincide con el andlisis del promotor de Zipl4 de rata en
donde se encontr6 un sito de unidn al receptor de glucocorticoides. En el caso del factor de
transcripcion de CREB este es activado por glucagon, en este caso se ha reportado un
incremento en la expresion de Zipl4 en una linea celular que produce glucagén, por lo
tanto esta hormona también puede ser un inductor de la expresion de Zipl4
[Gyulkhandanyan y cols. 2008; Aydemir y cols. 2012].
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Figura 9. Representacion lineal de la region promotora del transportador de zinc Zipl4

4.3. 1Validacion del experimento de PCR en tiempo real

Con la finalidad de determinar si las reacciones de amplificacion de Zipl4 y B-
actina tienen la misma eficiencia en la PCR, se evalu6é como varia el ACt [Creznt1) — Cre-
Aciing)] @ diferentes concentraciones de la plantilla (ARN total). La evaluacion de las
eficiencias relativas de la amplificacion de Zipl4 y B-Actina (control end6geno) se realizo
mediante la ejecucion de las curvas de calibracidn para cada amplicon utilizando la misma
muestra (Figura 5). Los valores de Ct generados a partir de los puntos medios de la curva
estandar fueron utilizados para calcular el ACy (Tabla 1)
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Figura 5. Grdfico de amplificacion de f-actina 'y ZnT1 utilizando diferentes concentraciones de ARN
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Tabla 1. Cdlculos de ACr para la validacion del

Concentraciéon Promedio de Promedio de ACt

de ARN total Cr Cr Zipl4 - B-Actina
(ng) Zipld B-Actina
50 26.75+ 0.074 | 22.86 +0.040 3.89 + 0.090
100 25.87 + 0.078 | 21.88 +0.021 3.99 + 0.084
200 25.32 + 0.007 | 21.19 + 0.062 4.13 + 0.055
400 24.81 +0.105 | 21.15+0.264 3.80 + 0.079
800 24.13 +0.021 | 20.57 + 0.050 3.56 + 0.046
1600 24.62 + 0.006 | 20.51 + 0.069 4.11 + 0.066

Estos AC+ fueron graficados contra el logaritmo de las concentraciones utilizadas
(Figura 6), para crear una regresion lineal semi-logaritmica y obtener el valor de la
pendiente que debe ser <0.1 para que se dé como validado el experimento. El valor de
pendiente obtenida fue de 0.0454 lo cual indica que el experimento es validado,
demostrando asi que las reacciones de amplificacién de Zipl4 y B-actina tienen la misma

eficiencia de reaccion en la PCR.
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10.6.1 Validacion del experimento de PCR en tiempo real

Con la finalidad de determinar si las reacciones de amplificacion de ZnT1 y B-
actina tienen la misma eficiencia en la PCR, se evalué como varia el ACt [Crznt1) — Cre-
Acting)] @ diferentes concentraciones de la plantilla (ARN total). La evaluacion de las
eficiencias relativas de la amplificacion de ZnT1 y B-Actina (control enddgeno) se realizo
mediante la ejecucion de las curvas de calibracion para cada amplicon utilizando la misma
muestra (Figura 10). Los valores de CT generados a partir de los puntos medios de la curva
estandar fueron utilizados para calcular el ACt (Tabla 1).
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Figura 10. Grdfico de amplificacion de f-actina y ZnT1 utilizando diferentes concentraciones de ARN total.
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Tabla 2. Cdlculos de ACt para la validacion del experimento.

Concentracion de Promedio de Ct Promedio de Ct ACt
ARN total (ng) ZnT1 B-Actina ZnT1 - B-Actina
100 25.95+ 0.014 21.58 + 0.072 4.36 + 0.058
200 25.04 + 0.001 20.58 + 0.087 4.44 + 0.085
400 23.92 + 0.005 19.41 + 0.015 4.51 + 0.057
800 23.16 + 0.081 18.79 + 0.0138 4.36 + 0.057
1600 22.18 + 0.058 17.58 + 0.016 4,59 + 0.074

Estos AC+ fueron graficados contra el logaritmo de las concentraciones utilizadas
(Figura 11), para crear una regresion lineal semi-logaritmica y obtener el valor de la
pendiente que debe ser <0.1 para que se dé como validado el experimento. El valor de
pendiente obtenida fue de 0.02571 lo cual indica que el experimento es validado,
demostrando asi que las reacciones de amplificacion de ZnT1 y B-actina tienen la misma

eficiencia en la PCR.
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Figura 11. Grdfico de validacién de ACy contra log de concentracion de ARN
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