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Glosario de términos

ATP7B: Gen que codifica para la sintesis del polipéptido beta de la ATPasa
transportadora de cobre.

ATX1: Metalochaperona del gen atx1 (S. cerevisiae) de accion antioxidante.
ATOX1: Metalochaperona antioxidante 1 de cobre.

ANOVA: Analisis de Varianza

AUC: Area bajo la curva.

CCS: Proteina metalochaperona responsable del transporte celular de metales: Cu.
COX: Citocromo C oxidasa

Cp: Ceruloplasmina

Ctr1: Proteina transportadora de Cu.

RE: Reticulo endoplasmico

SOD: Superoxido dismutasa



1. Introduccioén

La enfermedad de Parkinson (EP) es una condicion cronica asociada con la
edad; es el segundo trastorno neurodegenerativo mas comun y afecta a una fraccion
importante de la poblacidn mundial. La principal caracteristica patologica de la
enfermedad de Parkinson es la pérdida de neuronas productoras de dopamina,
cuyos cuerpos celulares se encuentran en la sustancia negra compacta (Montes et
al., 2014). Una cantidad cada vez mayor de evidencia apunta ahora a la importancia
de los iones metalicos en la enfermedad de Parkinson, ademas de niveles elevados

de hierro y zinc en cerebro (Rose et al., 2011).

El cobre (Cu) es un micronutriente esencial y se encuentra en diversos
organos que tienen elevada actividad metabdlica, tales como, el higado, el cerebro,
los rifiones y el corazdn. Ademas, el transporte de este elemento es fundamental en
la célula y, por lo tanto, se puede presentar trastornos en la homeostasis del Cu a
consecuencia de las mutaciones en los transportadores de este elemento
(Feoktistova & Clark., 2018).

Por otro lado, las estructuras metal-organicas (MOF) o PCP (polimeros de
coordinacion porosos) son una clase de polimeros de coordinacion porosos
cristalinos (Xiao et al., 2018). Las MOF tienen varios campos de aplicacion como
por ejemplo en almacenamiento y separacién de gases, como materiales con
propiedades 6pticas, conductoras y magnéticas, como sensores quimicos, y como
catalizadores en catalisis heterogénea y fotocatalisis (Villegas et al. 2021). Pero su
aplicacién como sistema de administracion de farmacos es relativamente nueva, por
lo que, la incorporacion de biomoléculas y oligoelementos esenciales como cationes
endogenos (Cu*?, Zn*?, Fe*3, Mg*? y Co*? en la estructura metal-organica puede dar
lugar a la formacion de MOF biocompatibles. Ademas, los diversos sitios potenciales
de unién de cada ion metalico con los ligantes generan una gran diversidad de
estructuras de baja toxicidad. No obstante, el tamafio del poro de la MOF es variable
a diferencia de otras estructuras poliméricas y se puede controlar. Esto permite una
liberacion controlada de un farmaco y/o un metal en diversas aplicaciones

biomédicas (Ramos et al., 2022).



Hasta el momento, las MOF de cobre se han empleado como terapia contra
el cancer, como transportadores de farmacos, asi como efecto profilactico en
heridas y diversas aplicaciones de biosensores, por ejemplo, para la deteccion de
glucosa (Aguila et al., 2023), sin embargo, no se han llevado a cabo investigaciones
que vinculen directamente las MOF de cobre con el campo de la neurociencia. A
pesar de su versatilidad y aplicaciones en diversas areas cientificas, no existen

estudios documentados que exploren su potencial en este ambito.

Por lo tanto, el presente trabajo tiene como objetivo determinar la bio-
distribucion del cobre en forma de un sistema denominado MOF-74(Cu) en un
sistema bioldgico murino sanos mediante una administracién oral para comprender
la distribucién, tiempo de residencia en el tejido y conocer el riesgo de toxicidad en
el principal érgano de detoxificacion de metales como es el higado.

2. Antecedentes
2.1. Mecanismos de captacion, distribucion y eliminacién del cobre en la célula

El cobre (Cu) es transportado al interior de las células por una familia de
proteinas transmembranales llamadas “familia 31 transportadora de solutos,
transportadoras de Cu” conocidas principalmente como proteinas “CTR” de las
cuales se han identificado dos genes en el humano CTR1Y CTR2; sin embargo, se
conoce mas el funcionamiento de la proteina CTR1 que capta el Cu extracelular
uniéndolo a la membrana celular (Rodriguez & Pescador, 2009).

Una vez que el Cu cruza la luz intestinal, es transportado a la circulacion
portal donde se entrega al higado, un érgano central para la homeostasis del Cu,
donde se moviliza a la circulacion periférica 0 se secreta en la bilis para su
excrecion. Ademas, en el higado el Cu se incorpora entre otras proteinas, a la
ceruloplasmina multi-Cu ferroxidasa secretada, que cataliza la oxidacion del hierro
ferroso (Fe?*) a hierro férrico (Fe3*) en el suero. En la figura 1 se muestra el proceso
de absorcién de Cu en el intestino.



Enterocito Sangre

Tejidos
I Ferroportina periféricos

. Fe2+
Qi =
Cu2+ * Hefaestina

3+
Reductasa Fe

o -.

LY

1¢ = -
Cu ATP7A L

/
y v
Citr1 2 £ mb Y
— l\‘
Cu 5. Golgi

Cu Cu

—» Bilis

Apical
Basolateral

Figura 1. Absorcion intestinal del Cu y distribucién periférica (Adaptado de: Kim et al., 2008).

El higado es el principal 6rgano de almacenamiento del Cu, y su

introduccién al citoplasma del hepatocito lo realiza la Ctr1 por medio de cuatro vias:

1. Unidn al pool Cu/metalotioneina o al glutatién para ser almacenado.

2. Circulacion a la mitocondria para ser incorporado al citocromo C oxidasa via
COX17.

3. Unidn a CCS para hacer parte de la SOD.

4. Incorporacion a la Cp via Atx1 / ATP7B en el sistema RE-Golgi-Vesicula
(Rodriguez & Pescador, 2009).

Las moléculas pequefas como el glutation y las metalotioneinas se unen al
Cu para su almacenamiento y/o desintoxicacion y pueden proporcionar una reserva
intercambiable de Cu. Ademas, una clase de proteinas llamadas metalochaperonas
también se unen al Cu y lo dirigen a destinos especificos dentro de la célula. La
CCS entrega Cu a Cu/Zn-SOD1, COX17 realiza la metalizacién y ensamblaje de la
citocromo c oxidasa, y ATOX1 transfiere Cu a las ATPasas (ATP7A y ATP7B) para

su entrega a la via secretora y para la salida del exceso de Cu en la célula (La



Fontaine & Mercer, 2007). Siendo asi, ambas proteinas (ATP7A y ATP7B) tienen
una doble funcion: suministrar el Cu que necesitan las cupro-enzimas, como la
tirosinasa o la ceruloplasmina, que tras ser sintetizadas son transportadas a través
de la via secretora, y eliminar el exceso del Cu por la bilis, via exocitosis. En la figura

2 se muestra el proceso celular en un hepatocito.
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Figura 2 Via intracelular y secrecion biliar en el higado (Adapatado de: Feoktistova & Clark., 2018).

Un defecto de la proteina ATP7A conduce a deficiencias en el transporte
del Cu desde el intestino a la circulacion y al sistema nervioso central, como
consecuencias de ello existe deficiencia de Cu sistémico y actividad reducida de

varias enzimas (Feoktistova & Clark., 2018).

3. Objetivo general



Determinar la biodistribucion del cobre administrado en forma de MOF-
74(Cu), mediante la cuantificacién de este oligoelemento en plasma y en diferentes

organos de un modelo animal.

4. Objetivos especificos

4.1. Realizar una investigacién bibliografica sistematizada de la MOF-74(Cu),
mediante plataformas conteniendo revistas cientificas especializadas, para
recaudar informacion que sustente su potencial aplicacidn biolégica.

4.2. Administrar por via parenteral una dispersion coloidal estandarizada de MOF-
74(Cu) en un modelo animal murino, para cuantificar el cobre en plasma, asi
como el distribuido en diferentes érganos.

4.3. Extraer los 6rganos seleccionados (cuerpo estriado de la corteza cerebral,
higado, bazo y rindn, ademas de plasma) mediante la técnica de diseccion
para poder cuantificar la cantidad de cobre distribuido en el organismo.

4.4. Ejecutar la verificacion de un método analitico previamente validado, para
cuantificar Cu en plasma vy tejidos animales.

4.5. Determinar por espectroscopia de absorcion atdmica, la cantidad de cobre

contenida en los tejidos y reportar su distribucién en el organismo utilizado.

5. Materiales

Material de vidrio de uso comun en laboratorios; disolventes organicos como
acetona, metanol, acetato de Cu monohidratado, 2-hidroxi-acido tereftalico, agua

desionizada, nitrégeno liquido, estuche de diseccion.

Ratas macho de cepa Wistar de 270-290 g de peso proporcionadas por la
Unidad de Experimentacion y Produccién Animal Pecuaria (UPEAL) de la

Universidad Auténoma Metropolitana- Xochimilco (UAM-X).

Equipos: espectroscopia de absorcion atdmica, estufa, mufla, balanza

analitica, estufa de vacio, ultra congelador.

5.1. Lugar de realizacién



El presente proyecto se desarrollé en el Laboratorio de Farmacia Molecular
y Liberacion Controlada (N-106) ubicado en el edificio N, Departamento de Sistemas

Biologicos de la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad.
5.2. Consideraciones éticas

Para el uso del modelo animal, este proyecto de servicio social se supeditd
a lo establecido por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales en
Laboratorio (CICUAL) de la Division de CBS de la UAMX.

Para el manejo del sujeto experimental no humano y la administracion de la
MOF en estudio en el modelo animal, asi como la obtencién y tratamiento de las
muestras bioldgicas, se contd con la asesoria personalizada de la Dra. Betzabeth
Garcia Martinez, aplicandose el protocolo aprobado para el proyecto de
investigacion numero 170 titulado: “Evaluacion de la farmacoterapia con sales de
Cu en una forma farmacéutica 6ptima en un modelo experimental de la enfermedad

de Parkinson”
6. Metodologia
6.1. Investigacion bibliografica

Se realizé una investigacion bibliografica sistematizada de la MOF-74(Cu),
en plataformas con articulos cientificos especializados como Google Scholar,
SpringerLinky ScienceDirect, con los cuales se recaudo informacion para sustentar

la aplicacion del composito en estudio en sistemas bioldgicos murinos.
6.2. Administracion via oral mediante una canula esofagica para dosificacion.

El presente proyecto se realizé de acuerdo con los lineamientos de la Norma
Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién. Las ratas utilizadas en este estudio se
obtuvieron de la Unidad de Experimentacién y Produccion Animal-Pecuaria
(UPEAL) de la Universidad Autonoma Metropolitana-Xochimilco (UAM-X) y se

criaron internamente, entre un peso de 260 g a 290 g, ademas se mantuvieron en
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condiciones libres de patogenos especificos, las pruebas se realizaron durante el

dia y el numero de animales de experimentacion se mantuvo al minimo (n=3).

La administracion de la MOF-74(Cu) se realizé de forma oral en suspension
mediante una canula esofagica para dosificacion, se asignaron aleatoriamente
diferentes grupos de la misma cepa para la administracién con dos dosis diferentes
a distintas horas (3, 6, 9 y 12). Se tomaron 4 grupos de forma aleatoria para la
primera dosis de la MOF, después se pesaron las ratas para calcular la dosis de
administracion con 39.7 mg de la MOF por cada kilogramo. Para la administracion
de la segunda dosis, se tomaron dos grupos aleatorios a las 6 y 12 horas, con una
dosis incrementada de 79.5 mg de la MOF. El grupo control recibié vehiculo (agua
desionizada), y las ratas fueron sacrificadas inmediatamente después de la

administracién del tratamiento.
6.3. Extraccion del tejido de interés farmacolégico
6.3.1. Extraccion de plasma por medio del método puncién cardiaca.

La anestesia se inyectd intramuscular o intraperitoneal y se esperd unos
minutos para obtener el efecto en cada rata. En cuanto a la extraccion de plasma,
se realizo hasta un 10% en volumen, de manera lenta y constante con la ayuda de
una aguja esterilizada. Se comprobd la anestesia en el animal por falta de reflejos,
relajacion y respiracion regular, entonces se colocé en la mesa de trabajo sujetado
de las cuatro patas, recto en linea vertical. Después, se localizé la apdfisis xifoides
del esterndn y se pinchd en direccion craneoventral con un angulo de 30°,
ejerciendo presion para llegar al corazén. Una vez bien ubicada la jeringa, se
comenzd a extraer el plasma lentamente hasta obtener la suficiente muestra de
sangre. Finalmente, cuando la extraccién fue completada, se sacrificé al animal
mediante guillotina para realizarlo de forma rapida y minimizar cualquier dolor o

angustia.
6.3.2 Extraccion del tejido por medio de la técnica de diseccion.

La extraccion de los tejidos u érganos de interés se realizé por métodos de
diseccién. En el cerebro los tejidos seleccionados fueron estriado y mesencéfalo,
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en cuanto a los organos, se eligieron el rindn, bazo e higado. La diseccién en
cerebro se realizd separando el tejido circundante, se coloco en hielo y se procedio
a diseccionar enseguida, para evitar la desecacion se utilizdé una solucion salina.
Después, se comenzd descartando el cerebelo con ayuda de una espatula sin
mucha presion, al retirarlo se visualizé el mesencéfalo y se tomé la muestra en un
tubo Eppendorf. Ya obtenido el tejido anterior, se comenzé por realizar un corte
coronal a nivel de hipocampo para finalmente obtener el estriado en cerebro. En
cuanto a los 6rganos, se comenzd por colocar el cuerpo del animal en la mesa de
trabajo, con el dorso hacia abajo, asegurando las cuatro patas para evitar
movimiento al hacer la diseccion. Después, se levanto la piel del abdomen con una
pinza y se realizé un corte recto hasta llegar a la caja toracica, cuidando no danar
los 6rganos que se encuentran debajo. Se ubicaron los 6rganos seleccionados
rindn, bazo e higado y se tomd una pequefia muestra de cada uno. Finalmente, se

pesaron cada uno de los tejidos.

6.4 Cuantificacion de Cobre mediante la Aplicacion de la Espectroscopia de
Absorcion Atomica (AAS).

La cuantificacién de Cu se realizé6 mediante un espectroscopio de absorcion
atomica (AAS) (Perkin-Elmer 3110) equipado con un horno de grafito (Perkin- EImer
HGA-600) y un catodo hueco, lampara a 324.8 nm de longitud de onda. Este ensayo
fue realizado en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, con un método
comprobado, supervisado por la doctora Betzabeth Garcia Martinez. Los tejidos se
digirieron con 0.2 mL de HNOs concentrado para mesencéfalo, y 0.3 mL para los
tejidos mas fibrosos, a 60°C durante 30 min. Las digestiones de plasma y tejido se
diluyeron 1:50 con HNOs al 0.2%, los resultados se obtuvieron en microgramos de
Cu por gramo de tejido humedo (ug Cu/g). Las concentraciones de Cu se calcularon
usando una curva de calibracion (seis puntos), en un rango de concentraciéon entre

2y 45 pg/L por dilucion de una solucion madre con 0.2% HNOs.
7. Resultados y discusion

7.1 Revision bibliografica
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La revision bibliografica se realizo en plataformas como ScienceDirect,
SpringerLink y Google Scholar, de las cuales se obtuvieron resultados favorables
donde se respalda el potencial de la MOF-74(Cu) para su aplicacion bioldgica. En
un articulo de Feoktistova y Clark (2018) recalcan que problemas en la homeostasis
del Cu a consecuencia de las mutaciones en los transportadores de este elemento
causan trastornos, ademas, Rose (2011) menciona que una cantidad cada vez
mayor de evidencia apunta ahora a la importancia de los iones metalicos en la
enfermedad del Parkinson (EP). Por lo que existe una importancia relacionada entre
la EP y la homeostasis del Cu en las células; ademas, Garcia et al. (2021) subrayan
en su estudio que los suplementos de Cu podrian utilizarse como una alternativa
terapéutica potencial para la restitucion de metales en enfermedades caracterizadas
por el agotamiento de Cu, como la esquizofrenia, los trastornos depresivos, la
esclerosis lateral amiotrofica y la EP. Sin embargo, aunque el Cu es un elemento
esencial para el funcionamiento adecuado del organismo, en exceso puede generar
problemas de toxicidad celular como estrés oxidativo y en ciertos tejidos u 6rganos
provocar enfermedades metabdlicas donde el organismo tiene dificultades para
eliminar el exceso de Cu, lo que lleva a su acumulacién en higado y cerebro u otros
tejidos, causando dafio celular y disfuncién organica. Por estas razones, un enfoque
prometedor es utilizar la molécula de Cu con liberacion modificada evitando la
toxicidad en el organismo. Ramos et al. (2022) explica que el tamario del poro de la
MOF tiene como ventaja que es variable y a diferencia de otras estructuras
poliméricas, se puede controlar, por lo tanto, puede permitir una liberacién
controlada de un metal en diversas aplicaciones biomédicas. Con estos resultados

se cumplié con el objetivo 1 de revision bibliografica.

Tabla 1. Aplicaciones de la MOF-74(Cu).

Aplicaciones Referencia
Liberacién controlada de un farmaco y/o un metal en diversas (Ramos et al.,
aplicaciones biomédicas 2022).

MOF- Almacenamiento y separacion de gases (Pacheco, 2021)
. . e » Vill tal.

74(Cu) | Materiales con propiedades opticas, conductoras y magnéticas (vi zgzj)e a
Sensores quimicos (Ferraz, 2017)

. . . g Vill tal.

Catalizadores en catélisis heterogénea y fotocatalisis v zgzj)e @
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7.2 Administracion via oral

La aplicacion por via oral de una dispersién coloidal estandarizada de MOF-
74(Cu) demostrd ser adecuada, ya que se logré una administracién exitosa de la
solucion en el modelo animal murino. No se observaron complicaciones
significativas o efectos adversos relacionados con la administracion del compuesto.
Ademas, la concentracion utilizada en este estudio se establecié de acuerdo con un
estudio realizado por Garcia et al. (2021), en el cual caracterizd y analizé perfiles de
concentracion de Cu en ratas Wistar macho, donde el grupo experimental Il con
dosis 79.5 mgCu/Kg tuvo una tasa de supervivencia del 100%. A partir de este
resultado se cumplié con el objetivo 2 de la administracién por via oral de una

dispersion coloidal estandarizada de MOF-74(Cu) mediante una canula esofagica.

Figura 3. Administracion de la suspension de cobre via oral mediante una canula esofagica (Garcia et al.
2021)

7.3 Diseccion de tejidos seleccionados

Durante el proceso de extraccion mediante técnicas de diseccion, en el cual
se obtuvieron muestras de los tejidos seleccionados, se experimentd una pérdida
de algunas muestras. A pesar de los esfuerzos para llevar a cabo la extraccion de
manera cuidadosa, factores como la fragilidad del tejido o dificultades técnicas
contribuyeron a la pérdida de dichas muestras. Sin embargo, se tomaron medidas
para mitigar esta eventualidad y no tener un impacto significativo en los objetivos

del estudio, con estos resultados se cumple el objetivo 3.
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7.4 Cuantificacion de cobre mediante un método analitico

La cuantificacion de Cu fue realizada con un método analitico verificado,
previamente validado, el cual, resulté eficaz dentro de una curva de calibracion en
un rango de concentracion de 2 y 45 ug/L. Ya que las concentraciones de Cu
determinadas en los ensayos del presente estudio estuvieron dentro de los puntos

de la curva para su cuantificacién en cada tejido, se puede afirmar que se cumplio

con el objetivo 4.

7.5 Determinacion de la concentracion de cobre por Espectroscopia de Absorcion
Atomica (AAS)

Los resultados de la concentracion Cu en los tejidos por espectroscopia de
absorcion atémica proporcionaron concentraciones reproducibles en los diferentes
organos estudiados. A los datos se les realizé un analisis estadistico mediante el
programa IBM® SPSS® Statistics. Para cada tejido se realizaron pruebas de
distribucion normal, ademas de la homogeneidad de varianzas con la finalidad

seleccionar métodos estadisticos paramétricos o no paramétricos.

El programa SPSS® report6 datos con la prueba de normalidad Shapiro-
Wilk y Kolmogorov-Smirnov, sin embargo, se tomé en cuenta Shapiro-Wilk, debido
a que esta prueba se emplea para contrastar normalidad cuando el tamafio de la
muestra es menor a 50 observaciones y en muestras grandes es equivalente a la
prueba de Kolmogorov-Smirnov (Flores et al., 2021). Las pruebas con Shapiro-Wilk,
demostraron tener un p valor mayor a 0.05, lo que significa que los datos provienen
de una distribucién normal. Ademas, las variables analizadas en la prueba de
homogeneidad obtuvieron un valor p>0.05, aceptando que las varianzas son

homogéneas, por lo que se realizaron estudios paramétricos.

Una vez se obtuvieron los resultados de estas pruebas, se realizé un
ANOVA de un factor, seguido de una prueba post hoc con Bonferroni. En los

resultados se compara concentracion versus tiempo en cada tejido.

7.5.1. Cuantificacién de cobre en plasma
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En la figura 4 se muestran los resultados de la concentracion de Cu en
plasma con administracion via oral de dos dosificaciones, contra el grupo control a

distintos tiempos.
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Figura 4. Comparacion de la biodistribucién del Cu con administracion via oral del grupo experimental contra el
grupo control en plasma con la a) primera dosis de 39.75mg Cu/Kg en cuatro tiempos diferentes 3,6, 9y 12 h;
y comparacion de la concentracion de Cu en plasma de b) dos dosis: D1 de 39.75mg Cu/Kg y D2 de 79.5 mg
Cu/Kg a dos tiempos 6 y 12 h. Cada barra representa la media + SEM de n= 3-4 ratas por grupo. *Un valor de
p<0.05 como diferencia estadisticamente significativa en las medias de concentracion de Cu en cada tejido
analizado. Los datos se analizaron mediante ANOVA frente al grupo control (t= 0).

La comparacion de la distribucién del Cu en primera dosificacion demuestra
que no existe diferencia entre los grupos analizados a distintos tiempos y el grupo
control, por lo que podrian ser diferentes factores los que determinaron este
resultado (Fig. 4a). La dosis inadecuada llevé a bajas concentraciones de Cu en
plasma, por lo tanto, no se encontraron impactos significativos. Sin embargo, es
posible que el metabolismo del Cu en las ratas sea regulado de manera eficiente,
es decir, los niveles de Cu pudieron mantenerse en un rango estrecho y por ello, no
se vieron afectados por el tratamiento experimental. Ademas, el Cu en el organismo
se distribuye en diferentes tejidos y érganos, por lo que, las células sanguineas
pueden tener niveles relativamente bajos de Cu en comparacion con otros tejidos,
por ejemplo, la ceruloplasmina (Cp) es una proteina que se une a los atomos de Cu,
se sintetiza en los hepatocitos y, al ser liberada al torrente sanguineo funciona como
principal factor que mantiene la homeostasis de este microelemento (Cholewiska
et al., 2018). Por lo tanto, aunque no se haya detectado en las células sanguineas,

puede estar presente en otros tejidos como el higado, el cual es el principal érgano
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responsable del metabolismo del Cu, que acumula la mayor cantidad de este
elemento (Cholewinska et al., 2018). Por ello, podria esperarse que exista una
elevada concentracion del metal en este tejido, ya que cuando en el plasma la
concentracion de Cu es baja, éste se eleva en el higado debido a su
almacenamiento. Segun un estudio de Garcia et al. (2021), los autores demostraron
que la expresion del gen metalotioneina (MT) en el higado es inducida por metales
como Cu, Cd, Cr, Fe, Pb, Mn, Hg, Niy Zn, destacando el papel vital del higado para
el almacenamiento, distribucion y metabolismo de los metales pesados. También
menciona que los datos en el tejido hepatico mostraron que el AUC del higado era
24.6 veces mayor que el AUC del plasma. Ademas, sefiala que su estudio cuando
fue comparado con otro obtuvo resultados similares, en el cual después de la
administracién a ratas Wistar macho, se notificé una eliminacién rapida de Cu en
plasma, ya que el nivel del Cu era aproximadamente el 1% de la concentracidn
inicial sélo después de 1 hora de la administracion y concluyé que los resultados
sugieren que la concentracion plasmatica de Cu no afecta la biodisponibilidad del
metal en el tejido cerebral de manera directa.

En este trabajo se muestra la comparaciéon de los resultados de la
concentracion de Cu con la primera dosis (39.75 mg Cu/Kg) y la segunda dosis (79.5
mg Cu/Kg) contra el grupo control, a dos tiempos: 6 y 12 h (Fig. 4b). De acuerdo
con el ANOVA realizado, no se encontraron diferencias significativas con una
p<0.05; por lo que aunque no hubo diferencias en los niveles de Cu en el plasma
entre las dos dosis, este resultado sugiere que ambas dosis son igualmente
toleradas por los animales en experimentacion. La falta de Cu en el plasma puede
indicar que el organismo es capaz de regular eficientemente la absorcidon vy
eliminacion del metal en respuesta a las diferentes dosis experimentales
administradas.

Como se mencion6 anteriormente, las dosis experimentales de este estudio
se establecieron con base a la literatura previa, donde Garcia et al. (2021) realizaron
un estudio de caracterizacion y analisis del perfil de concentracion de Cu en ratas
Wistar macho, en el cual, el grupo experimental Il con dosis de 79.5 mgCu/Kg, no
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mostro diferencias significativas en comparacion con el grupo control y la tasa de

supervivencia fue del 100%.

7.5.2. Cuantificacion de cobre en tejido cerebral: mesencéfalo y estriado.

La figura 5 muestra el tejido mesencéfalo en la primera dosificacion (39.75
mgCu/Kg), en cuatro tiempos diferentes: 3, 6, 9 y 12 h, ademas del tejido estriado

en cerebro.
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Figura 5. Comparacion de la biodistribucién del Cu mediante la administracién via oral aguda de 39.75 mg Cu/Kg
en ratas Wistar macho, grupo experimental contra el grupo control, en tejido cerebral a) mesencéfalo y b)
estriado. Cada barra representa la media + SEM de n= 3-4 ratas por grupo. *Un valor de p<0.05 como diferencia
estadisticamente significativa en las medias de concentracion de Cu en cada tejido analizado. Los datos se
analizaron mediante ANOVA frente al grupo control (= 0).

El analisis con ANOVA resulté no mostrar diferencias significativas en las
medias de concentracién de Cu en cada tejido analizado (p<0.05) frente al grupo
control. En relaciéon con el mesencéfalo (Fig. 5a), que es una regién especifica del
cerebro con funciones y caracteristicas diferentes, es posible que la distribucion y
el metabolismo del Cu en el mesencéfalo sean diferentes en comparacion con otros
tejidos, lo que explicaria la falta de diferencias significativas. Segun Platonova et al.
(2005), existen diferentes tipos de neuronas y enzimas que podrian modificar la
distribucion de Cu, ademas la barrera hematoencefalica regula el paso de las
sustancias desde la sangre al cerebro y puede influir en la disponibilidad y la
acumulacién de Cu en el tejido mesencefalico. En un estudio comparativo de la

distribucion de Cu en el mesencéfalo con concentracion 79.5 mg Cu/Kg, Garcia et
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al. (2021) mencionan que el perfil de concentracion-tiempo de Cu en el mesencéfalo
se siguié durante 6 h y no mostré una variacion significativa. También, recalca que
se ha documentado que esta region del cerebro es capaz de absorber el metal de
manera lineal después de la perfusién de 64 Cu libre durante 120 s a través de la
arteria carotida interna en ratas macho. Por otro lado, Manrique-Arias et al. (2016)
mencionan que, utilizando tomografia por emisién de positrones (PET) para estudiar
la biodistribucién de 64Cu en ratas Wistar macho, no encontraron un cambio

significativo en la concentracion de Cu en el tejido cerebral.

En cuanto al tejido estriado del cerebro (Fig. 5b), se demostrd que no existe
diferencia significativa entre los grupos analizados con un valor p<0.05. Por lo que,
aunque en esta figura los resultados muestran una mayor concentracion de Cu a
los tiempos 3 y 12 h, el analisis estadistico utilizando ANOVA no encontro
diferencias significativas. Sin embargo, Garcia et al. (2021) demostraron en su
estudio que la distribucion del metal en este tejido alcanzé la concentracion maxima
y fue de un 49.9% superior a la concentracién basal de Cu; habiendo disminuido
significativamente después de las 12 a 72 h, con posterioridad a la administracion
de una concentracion de 79.5 mg Cu/Kg. Estos resultados podrian indicar que las
variaciones en las concentraciones de la MOF de Cu en el tejido estriado podrian

ser atribuidas a otros factores no considerados en el estudio.

Entonces, los resultados de este estudio sugieren que las diferencias
observadas podrian o no reflejar efectos reales de la administracion de la MOF de
Cu; entre éstas, se encuentra la variabilidad en los datos biolégicos y la posibilidad
de que la dosis o la duracion de la administracion de la MOF de Cu no hayan sido
suficientes para generar cambios significativos en el tejido. También factores como
el tamafo de la muestra y otras interacciones biolégicas podrian haber influido en
los resultados, a manera de ejemplo, Garcia et al. (2021) mencionan que, bajo altas
concentraciones de Cu intracelular, el Ctr1, principal transportador de Cu en el
cerebro podria estar en una forma inactiva o podria ser internalizado y degradado.

Ademas, es importante destacar que un resultado no significativo en un analisis
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estadistico no descarta por completo la posibilidad de efectos, pero indica que no

se encontro suficiente evidencia estadistica para afirmar su presencia.
7.5.3. Higado como principal 6rgano de detoxificacion

En la figura 6 y 6.1 se muestran resultados del higado, bazo y rifién, con la

primera dosificacion en cuatro tiempos distintos.
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Figura 6. Comparacién de la biodistribucién del Cu tras la administracion oral aguda de 39.75 mg Cu/Kg en
tejidos como a) higado. Cada barra representa la media £+ SEM de n= 3-4 ratas por grupo. *Un valor de p<0.05
como diferencia estadisticamente significativa en las medias de concentracion de Cu en el tejido analizado. Los
datos se analizaron mediante ANOVA frente al grupo control (t= 0).

El resultado de la concentracion de Cu en higado (Fig. 6a), presenta los
resultados de concentracion de Cu del control y los grupos experimentales a 4
diferentes tiempos. Los resultados del analisis estadistico utilizando ANOVA no
demostraron diferencias significativas entre los grupos, con un valor de p<0.05, lo
cual puede parecer contradictorio, ya que visualmente la grafica muestra una clara
tendencia de mayor concentracion de la MOF de Cu en el higado en los grupos
experimentales en todos los tiempos de muestreo. No obstante, la falta de
significancia estadistica sugiere que estas diferencias podrian haber ocurrido
debido algunas variaciones en los datos, una razon podria ser la presencia de una
alta variabilidad individual en las concentraciones de la MOF de Cu en el higado, lo
que dificultaria detectar diferencias estadisticamente significativas. Ademas de

otros factores no considerados en el estudio, como el metabolismo individual de los
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animales o la interaccion con otros compuestos hepaticos. Garcia et al (2021)
senalan que la homeostasis del metal por parte del higado y su excrecion son los
principales factores que podrian modificar la toxicidad y distribucién del Cu entre
cepas animales. Al igual, la falta de diferencias significativas podria indicar que el
higado tiene mecanismos eficientes de regulacion y eliminacion de Cu,
permitiéndole mantener la homeostasis del metal y evitando una acumulacién
excesiva o una deficiencia. H. Tapiero et al. (2003) menciona que la via principal de
excrecion de Cu del cuerpo es de los hepatocitos a través de la bilis, ademas,
enfatiza que la excrecion directa de Cu parece tener lugar cuando las células se
someten a elevados niveles de Cu. La ventaja de la falta de diferencias en el analisis
estadistico y la tendencia observada en la grafica sugiere que puede existir una
asociacion entre la administracion de la MOF de Cu y las concentraciones
hepaticas. Garcia et al. (2021) mencionan en su estudio de comparacion de la
distribucion de Cu que la concentracion inicial en el tejido hepatico se encontro a las
12 h después de la administracidén, con una concentracién mayor a la utilizada en la
primera dosificacion de este estudio, por lo que con la MOF no se llega una
concentracion de citotoxicidad.

7.5.4. Cuantificacion de cobre en otros 6rganos de depuracién

Los resultados de concentracion de Cu en el bazo se muestran en la Fig.
6.1b, los cuales refieren los datos para este tejido en el estudio experimental con
animales murinos después de la administracion de una concentracion de 39.75 mg
Cu/Kg. Graficamente, existen diferencias en el tiempo de 6 h, sin embargo, en el
analisis realizado con ANOVA no se encontraron diferencias significativas con un
valor p<0.05. Es importante mencionar que la falta de diferencias significativas en
el bazo es consistente con los resultados encontrados en el higado, donde tampoco
se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. Esto
sugiere que la primera administracion de la MOF de Cu con los valores de
concentracion utilizados puede no tener un efecto significativo. Sin embargo,
lannacone (2014) menciona que el bazo actua como érgano de depésito de Cu, lo

cual nos permite proponer con los resultados de este estudio que, con la
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administracion utilizada de Cu (39.75 mg Cu/Kg) no se tuvo un efecto significativo
en la acumulacion de este metal en el bazo de las ratas. No obstante lo anterior,
podria existir la posibilidad de que el bazo tenga una capacidad reguladora para
mantener una concentracion constante de Cu en su tejido, independientemente de
la dosis administrada, es decir, que el bazo tenga mecanismos de compensacion

que equilibran la acumulacién y eliminacion de Cu en respuesta a diferentes niveles

de ingesta.
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Figura 6.1. Comparacién de la biodistribucion del Cu tras la administracion oral aguda de 39.75 mg Cu/Kg en
tejidos como b) bazo y c) rifién. Cada barra representa la media + SEM de n= 3-4 ratas por grupo. *Un valor
de p<0.05 como diferencia estadisticamente significativa en las medias de concentracion de Cu en cada tejido
analizado. Los datos se analizaron mediante ANOVA frente al grupo control (t= 0).

En cuanto al rifidn (Fig. 6.1c), los resultados obtenidos utilizando ANOVA,
valor p<0.05, demostraron que en la primera dosificacién tiene diferencias
significativas en el tiempo 9 h contra el grupo control. Esto sugiere que el rifidn tiene
una mayor capacidad de acumulacion de Cu en comparacion con otros tejidos
evaluados en la primera dosificacion, lo que tiene implicaciones importantes en la
homeostasis del metal en el organismo. Esto indica que el rifidn es sensible y
responde rapidamente a la administracion de Cu, acumulando el metal en
concentraciones detectables (Gutiérrez, 2007). Ademas, posiblemente porque la
MOF-74(Cu) presenta una tendencia hidrofilica, lo que hace que pueda ser

eliminada via renal.
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7.5.5. Comparacion de la concentracion de cobre mediante un aumento de
dosificacion
Los resultados de la segunda dosificacion (79.5 mg Cu/Kg) estan

representados en las siguientes figuras (7 y 8). Con los resultados obtenidos se

realizé un analisis ANOVA para obtener datos estadisticos mas certeros.
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Figura 7. Comparacion de la biodistribucion del Cu tras la administracion oral aguda de 79.5 mg Cu/Kg en tejidos
del cerebro a) estriado, b) mesencéfalo a dos tiempos diferentes 6 y 12 h. Cada barra representa la media +
SEM de n= 3-4 ratas por grupo. *Un valor de p<0.05 como diferencia estadisticamente significativa en las medias
de concentraciéon de Cu en cada tejido analizado. Los datos se analizaron mediante ANOVA frente al grupo
control (t= 0).

El estudio examind la concentracion de Cu en el tejido cerebral;
centrandonos especificamente en el tejido estriado Fig. 7, al analizar los datos a las
12 h, observamos que la concentracion de Cu en el grupo experimental fue
significativamente mayor en comparacion con el grupo control. Estos resultados
indican que la administracion de Cu tuvo un impacto significativo en la acumulacién
del metal en el tejido estriado. Ademas, la diferencia significativa en la concentracion
en el tejido sugiere que esta area cerebral tiene una mayor capacidad de acumular
Cu en respuesta a la administracion. Garcia et al. (2021) mencionan que la
distribucion del metal en este tejido alcanzé la concentracidn maxima, con la misma
dosificacion de 79.5 mg Cu/Kg. Es importante mencionar que los resultados
obtenidos a las 12 h después de la administracion pueden reflejar una respuesta
aguda al Cu y no necesariamente indican cambios a largo plazo en la homeostasis
del metal en el cerebro. Ademas, Gutiérrez et al. (2007) realizaron un estudio donde

determinaron el efecto del Cu sobre las actividades de las enzimas ChAT y AChE
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en corteza cerebral total, cuerpo estriado y en hipocampo de cerebro de rata en
desarrollo, donde describieron que el curso temporal de la acumulacion en el tejido
estriado de rata tuvo una concentracion de Cu mayores en relacién con el grupo
control, también enfatizaron que los niveles del metal s6lo incrementaron en el tejido
estriado sin aumentar significativamente en las otras dos estructuras analizadas, a
pesar de que en el hipocampo hubo una tendencia al aumento, ésta no fue
significativa. Asi mismo, concluyeron que sus resultados sugieren una regulacion
de los niveles de Cu que parecen depender de cada estructura involucrada, puesto
que la concentracidn aumentd precozmente en el tejido estriado. La diferencia
significativa en el tejido estriado también puede tener implicaciones funcionales,
debido a que el Cu desempefia un papel esencial en la actividad de enzimas y
procesos bioquimicos, como caso concreto, Gutiérrez et al. (2007) mencionan en
su estudio que la metalotioneina (MT) participa en la detoxificacion de metales
pesados, por lo que la induccion de esta proteina en estructuras encefalicas sirve
para quelar al Cu, y probablemente los mecanismos de induccién de esta proteina
por el metal se establecen mas tardiamente en el tejido estriado, en comparacién
con el hipocampo y la corteza cerebral total, lo cual podria causar acumulacion del

Cu en el tejido.

En cuanto al mesencéfalo, los resultados revelaron que no hubo diferencias
significativas en la concentracion de Cu en este tejido tanto en la primera dosis como
en la segunda. Lo anterior sugiere una falta de homogeneidad en la respuesta de
este tejido al Cu administrado, indicando que el mesencéfalo pudo mantener una
concentracion estable de Cu independientemente de la dosis administrada. Garcia
et al. (2021) realizaron un perfil de concentracion de Cu en el mesencéfalo, el cual
se siguié durante 6 h y no mostraron una variacién significativa entre la
concentracion del grupo experimental y la concentracion inicial de Cu. Sin embargo,

detectaron un aumento del 27.6% a las 0.25 h posteriores a la administracion.

La figura 8 presenta la concentracion de Cu en ug/g de tejido humedo, en
tejidos como higado, bazo y rifidn con la segunda dosificacion de 79.5 mg Cu/Kg.

El analisis realizado mediante ANOVA mostré resultados p<0.05, por lo que se
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determiné que existen diferencias en los dos tiempos, particularmente para el
higado en la segunda dosificacion (Fig. 8a). A las 6 h observamos que la
concentracion de Cu en higado del grupo experimental fue significativamente mayor
en comparacion con el grupo control. Por lo tanto, indica una rapida acumulacion de
Cu en el higado después de la administracién. Asi mismo, a las 12 h la
concentracion mostro diferencias significativas en comparacién con el grupo control,
aunque en menor grado. Este resultado puede indicar que el higado ha logrado
regular y eliminar parte del Cu acumulado durante el periodo inicial de 6 h. Ademas,
estos resultados revelan una diferencia interesante en la acumulacion de Cu en el
higado entre las dos dosificaciones administradas. En la primera dosificacion, no se
observaron diferencias significativas, sin embargo, en la segunda, que fue mas
elevada, se encontraron diferencias. Es posible que la dosis mas alta haya superado
los mecanismos de regulacion y eliminacion del higado, lo que resulté en una
acumulacién significativa de Cu en este 6rgano, esta diferencia podria indicar una
relacion dosis-dependiente en la acumulacion de Cu. Garcia et al. (2021)
mencionaron en su estudio que el higado fue el tejido con mayor nivel de Cu tras la
administracion, recalcando que se tomé la misma dosificacion de 79.5 mg Cu/Kg y
que ésta es la empleada en nuestro estudio. Ademas, sefialaron que el tiempo de
eliminacion de Cu del organismo esta regulado por el tiempo de residencia del Cu
en el higado y se comprobo que se excreta a través de las heces, unido a las sales
biliares como se menciona en la literatura. Igualmente, sugirieron considerar como
factor importante el higado, ya que es el principal 6rgano afectado tras una

intoxicacion por metales.
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Figura 8. Comparacion de la biodistribucion del Cu tras la administracion oral de 79.5 mg Cu/Kg en tejidos como
a) higado, b) bazo y c) rifién en dos tiempos 6 y 12 h. Cada barra representa la media + SEM de n= 3-4 ratas
por grupo. *Un valor de p<0.05 como diferencia estadisticamente significativa en las medias de concentracion
de Cu en cada tejido analizado. Los datos se analizaron mediante ANOVA frente al grupo control (t= 0).

En cuanto al bazo (Fig. 8b), a pesar de la concentracion mas alta de Cu
observada a las 6 h, el analisis ANOVA no reveld diferencias significativas en la
segunda dosificacién ni en la primera. Esto podria indicar que el bazo tiene una
capacidad adaptativa para regular y mantener la homeostasis del Cu, incluso en
presencia de dosis mas altas (Crane et al., 2020). Ademas, la falta de diferencias
significativas en la acumulacion de Cu en el bazo a pesar de que la dosis fue
aumentada, podria sugerir que el bazo tiene un umbral de saturacién o una
capacidad limitada para acumular Cu, es decir, mas alla de cierto punto, la
acumulacién adicional de Cu no se reflejaria en diferencias significativas en los
resultados. También es importante recalcar que la respuesta del bazo a la
administracién puede verse influenciada por otros factores, como ejemplo, la
duracion del estudio, la interaccién con otros tejidos u érganos, y la presencia de
mecanismos de regulacion especificos en el bazo. Crane et al. (2020) mencionan
que efectivamente el bazo es un o6rgano que puede adaptarse al igual que los
ganglios linfaticos y como tal, es un érgano unico con funciones clave en la filtracion
de la sangre, la renovacién celular y la inmunidad, y en él se puede observar una
variedad de proliferaciones linfoides en el contexto de una infeccion y reaccion a
farmacos. Por otra parte, Guo et al. (2021) realizaron un estudio de la induccion de
Cu en el bazo donde mencionaron haber encontrado un valor LDso de CuSO4 de
245.47 mg/Kg en ratones, por lo que su estudio, que fue realizado con 10 mg/Kg,
20 mg/Kg y 40 mg/Kg de CuSO4, sus resultados mostraron que el Cu puede causar
cambios histopatolégicos en el bazo.

De acuerdo con los resultados del rifion (Fig. 8c), no se encontraron
diferencias significativas con ANOVA obteniendo un valor p<0.05. Sin embargo, los
resultados revelaron una diferencia en la concentracién del Cu para el rifidn en la
primera dosificacion (39.75 mg Cu/Kg), la cual fue menor a la segunda (79.5 mg
Cu/Kg). Esto indica que el rindbn es sensible y responde rapidamente a la

administracion de Cu, acumulando el metal en concentraciones detectables
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(Gutiérrez, 2007), lo que sugiere que el rifidn puede haber desarrollado mecanismos
adaptativos y de regulacion en respuesta a la exposicion inicial de Cu, es decir,
permitirle al rindn mantener la homeostasis del Cu y evitar una acumulacién
excesiva en la segunda dosificacion. Ademas, la respuesta del rindn puede ser
influenciada por el tiempo, es posible que la diferencia observada en la primera
dosificacion refleje una respuesta aguda y temprana del rifidn, mientras que en la
segunda dosificacion pueda deberse a una respuesta adaptativa y compensatoria a
largo plazo. Segun lo que indica Pefa (2022) en su articulo de revisidn, una de las
grandes virtudes de la sabiduria del rindbn es su gran capacidad adaptativa a la

destruccion progresiva de sus unidades funcionales.

Con los resultados de la concentracion de cobre en los distintos tejidos, se

logré cumplir con el objetivo 5. Alcanzandose asi todas las metas propuestas.
8. Conclusiones

Los resultados experimentales revelaron que la biodistribucion del cobre
administrado intragastricamente en forma de una suspension coloidal de MOF-
74(Cu), es diferente en plasma y distintos érganos de un modelo animal murino;
ademas, que después de una primera dosis de 39.5 mg Cu/kg de masa animal, la
segunda dosificacion, con 79.5 mg Cu/kg, se presentan diferencias significativas en
la concentracion de Cu presente en el higado y el cuerpo estriado de la corteza
cerebral; la cual resulté ser mayor que con la primera dosis.

Lo anterior sugiere una dependencia con la dosis administrada de MOF-
74(Cu), lo cual puede influir en la acumulacion de Cu en dichos tejidos especificos.
Ademas, se respalda la idea de que diferentes tejidos pueden mostrar respuestas
variables a la administraciéon de Cu, observandose que el riidn mostré una
respuesta especifica con la primera dosificacion.

Estos hallazgos proporcionan informacién preliminar sobre la distribucion y
acumulacion de Cu en diferentes tejidos a partir de una administracion oral de una
suspension de la MOF-74(Cu), y senalan la necesidad de investigaciones

adicionales para comprender mejor los mecanismos involucrados en la respuesta
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de los tejidos a la administracion de un sistema de liberacion modificado de cobre

tipo MOF.
9. Perspectivas

Los resultados obtenidos con este estudio permiten visualizar varias acciones a

realizar a futuro con relacion a:

Mecanismos de regulacion: Investigar mas a fondo los mecanismos moleculares
y celulares que subyacen a la acumulacion diferencial de cobre en los distintos
tejidos. Ademas, explorar como los tejidos regulan la absorcion, distribucion y
eliminacién de cobre en respuesta a diferentes dosis, esto podria proporcionar
una comprension mas detallada de los procesos adaptativos.

Interacciones entre tejidos: Investigar como los diferentes tejidos interactuan
entre si en términos de la acumulacion y regulacioén de cobre. Por ejemplo, como
la acumulacion en un tejido especifico puede influir en la acumulacién en otros
tejidos y como estas interacciones pueden modular las respuestas observadas.
Efectos funcionales y patolégicos: Explorar las implicaciones funcionales vy
patoldgicas de la acumulacién diferencial de la MOF de cobre en distintos tejidos,
es decir, ;como podria afectar esta acumulacion a la funcion normal de cada
tejido? o bien, ¢ qué implicaciones podria tener para la salud general?
Optimizacion de la dosis: Investigar el efecto de dosificaciones variables en un
rango mas amplio para comprender mejor los umbrales de acumulacion de cobre
liberado desde la MOF en cada tejido y como estos podrian variar en diferentes
condiciones.

Evaluacion a largo plazo: Realizar estudios a largo plazo para analizar como los
tejidos responden a la acumulacién de cobre liberado desde la MOF a lo largo
del tiempo. Esto podria revelar patrones de adaptacion a largo plazo y
proporcionar informacién sobre como los tejidos mantienen la homeostasis en

presencia de concentraciones cambiantes de cobre.
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