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2 Resumen

El sindrome metabdlico es un conjunto de anormalidades metabdlicas consideradas como
factor de riesgo cardiovascular, es considerado como un estado de inflamacion cronica de bajo
grado como consecuencia de la interaccion entre factores genéticos y ambientales; incluyendo
a factores como insulinoresistencia, adiposidad visceral, dislipidemia, disfuncion endotelial,
susceptibilidad genética, presién sanguinea elevada, estado hipercoagulable y estrés cronico;
donde el higado juega un papel fundamental en la regulacion de la inflamacion cronica generada
ademas de ser uno de los principales 6rganos almacenadores de zinc. En este padecimiento
se ha observado que los niveles de zinc a nivel sérico se encuentran disminuidos, ademas de
una mayor excrecion urinaria; también se ha observado que en mujeres obesas existe una
disminucién en la expresion de Zipl14 en tejido adiposo y que este se correlaciona inversamente
con glucosa en ayunas, opuesto a esto ZnT1 incrementa su expresion y tiene una correlacion
positiva con los niveles de glucosa en ayunas. En este trabajo se evaluaron diferentes citocinas
a nivel sérico y hepatico, se determinaron las concentraciones séricas, urinarias y hepaticas, se
observé la distribucion intracelular de las fracciones de zinc y se evaluaron los principales
transportadores de zinc en membrana, Zipl4y ZnT1 en ratas con sindrome metabdlico inducido
por una dieta hipercalérica-hiperglacida. Con la dieta administrada por 12 semanas, se logro
establecer el sindrome metabdlico sin embargo a este tiempo no se observo inflamacién cronica
sistétmica de bajo grado, aunque si se encontrO presente en el tejido hepético. Las
concentraciones séricas incrementaron respecto al control y las urinarias disminuyeron, en
higado no se presentaron cambios, sin embargo, las fracciones débilmente unida vy
compartimentada se vieron disminuidas, lo cual se ve influenciado por la expresion de los
transportadores evaluado, donde Zip14 y ZnT1 disminuyeron. Con los resultados obtenidos se
puede denotar que el sindrome metabdlico a esta etapa, permite una mayor reabsorcion de Zn
a nivel renal para ser reintroducido a la circulacion, el zinc intracelular hepético se encuentra
disminuido, esto es debido a la baja expresion del importador del metal Zip14, lo que trae como
consecuencia una disminucion de la expresién del exportador ZnT1. ademas de que solo

genera inflamacion cronica a nivel local.



3 Marco teoérico

3.1 Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico (SM) es un conjunto de anormalidades metabolicas consideradas como
factor de riesgo cardiovascular; segun la Federacion Internacional de Diabetes (IDF) en el 2006
para definir que una persona presenta esta patologia debe tener obesidad central asociada a
valores étnicos especificos, ademas de 2 de 4 de los siguientes factores: Triglicéridos
aumentados, colesterol HDL disminuido, presion arterial elevada o glucosa plasméatica en ayuno
elevada. (Tabla 1) Este sindrome es considerado como un importante problema de salud
publica, ya que esta asociado con un incremento de 5 veces en la prevalencia de diabetes tipo
2y de 2 a3veces en la enfermedad cardiovascular; (Molina de Salazar & Mufioz-Gémez., 2018)
ademas, la prevalencia y fisiopatologia del SM ha sido atribuida a un sobreconsumo de
alimentos hipercaldricos, un estilo de vida sedentario y una rapida urbanizacién. (Ahima., 2016;
Welty., 2016)

3.1.1 Fisiopatologia

El SM es considerado como un estado de inflamacién cronica de bajo grado como consecuencia
de la interaccion entre factores genéticos y ambientales; incluyendo a factores como
insulinoresistencia, adiposidad visceral, dislipidemia, disfunciéon endotelial, susceptibilidad

genética, presion sanguinea elevada, estado hipercoagulable y estrés cronico. (Kaur.,2014)
3.1.1.1 Obesidad

Debido a la estrecha relacion entre la obesidad abdominal e insulinoresistencia, se considera a
la obesidad como uno de los componentes principales del SM y el factor de riesgo mas
importante que llevaria a desencadenar las demas anormalidades metabdlicas. (Molina de
Salazar & Mufioz-Gémez., 2018) La obesidad es definida como un exceso de peso corporal
para una altura determinada, lo cual se debe a un desbalance entre la ingesta energética y el
gasto energético y de la interaccion entre el estilo de vida, el ambiente y la susceptibilidad
genética. (Gadde et al., 2018)

Cuando la ingesta caldrica excede la demanda metabdlica, el exceso de lipidos, principalmente
triglicéridos, es almacenado en adipocitos, higado, musculo esquelético y otros tejidos o
compartimentos como el subcutaneo. El tejido adiposo subcutaneo contiene en su mayoria

adipocitos tipo blanco, el cual en condiciones fisiologicas es capaz de almacenar el exceso de
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Tabla 6 Factores para definir sindrome metabdlico por diversas instituciones. Tomado y modificado de Lizarzaburu, 2013.
National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel Il (ATPIII), Organizacién mundial de la salud (OMS), American
Association of Clinical Endocrinologist (AACE), International Diabetes Federation (IDF), Asociacion Americana de Diabetes
(ALAD)

ATPIIl [ OMS | AACE IDF ALAD
Triglicéridos elevados
2150 mg/dL (1.7 mmol/L) X X X X X
Colesterol HDL reducido
<40 mg/dL (1.03 mmol/L) en hombres X X X X X
<50 mg/dL (1.29 mmol/L) en mujeres
Presion sanguinea elevada
Sistolica 2130 o diastdlica 285 mmHg X X X X X
Insulino resistencia (IR) X
Glucosa plasmatica en ayuno elevada X X X X
=100 mg/dL (5.6 mmol/L).
Obesidad central
Ameérica central y Sudamérica: « « X
Hombres: 290 cm
Mujeres: = 80 cm
Glucosa después de TOG alas 2 h X
indice de masa corporal X X
> 30 kg/m?
Microalbuminuria X
Obesidad
. IR + , abdominal
Factores de riesgo y diagndstico 3 mas IR Mas de criterio Obe5|d_ad + 2 de los
2 . abdominal
clinico 4
restantes

energia en forma de triglicéridos para después realizar lipolisis y liberar acidos grasos libres en
la circulacion para su uso como energia (Welty et al.,2015; Heymsfield & Wadden., 2017); sin
embargo en pacientes obesos existe hipertrofia e hiperplasia de los adipocitos debido a la

sobrecarga de almacenamiento de triglicéridos, lo que ocasiona estrés oxidativo, estrés en el
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reticulo endoplasmico y reclutamiento de células inflamatorias como macréfagos M1, linfocitos,
neutroéfilos, que en conjunto con los adipocitos producen citocinas y quimiocinas; ademas la
expansion masiva y la falta de suministro sanguineo provocan la muerte de adipocitos y
consecuentemente el reclutamiento de macréfagos M1, citocinas como IL-6, TNF-a; este ultimo
activa cinasas intracelulares, IkB (IKK) y c-Jun N-terminal (JNK), que promueven la fosforilacion
de serina del substrato del receptor de insulina-1 (IRS-1) en lugar de la fosforilacion normal en

tirosina, lo cual provoca el decremento de la fosfoinositol 3-quinasa (PI13K) que a su vez inhibe

a la proteincinasa B (Akt2), la cual, en condiciones fisiologicas, promueve la translocacion del
transportador de glucosa 4 (GLUTA4); siendo este el principal mecanismo que relaciona a la
obesidad e insulinoresistencia (Hernandez-Diaz et al., 2015; Catrysse & Van Loo., 2017; Kaur.,
2019; Welty et al., 2015)

3.1.1.2 Resistencia a insulina

La resistencia a insulina (RI) es definida como una condicion fisiopatolégica en donde una
concentracion normal de insulina no produce una adecuada respuesta en tejidos periféricos
como tejido adiposo, musculo e higado y bajo esta condicidon, las células B pancreaticas

secretan mas insulina para disminuir la hiperglucemia. (Kaur.,2014)

En aspectos moleculares, Rl es la consecuencia en la alteracion de la sefalizacion de esta
hormona, las alteraciones mas comunes en RI incluyen un decremento en el nimero de
receptores de insulina y de su actividad catalitica, un incremento en el estado de fosforilacion
Serina/Treonina en el receptor de insulina y del sustrato del receptor de insulina (IRS), un
incremento en la actividad de la proteina tirosina fosfatasa, principalmente PTP-1B, que
participa en la desfosforilaciéon de IRS y del receptor; también existe un decremento en la
actividad de PI3K y de Akt ademas de una funcion y expresion defectuosa del transportador de
glucosa 4 (GLUT-4). Estas alteraciones reducen la captacion de glucosa en tejido muscular y
adiposo, promoviendo alteraciones a nivel metabdlico. Se ha evidenciado que la Rl también es
afectada por la respuesta inflamatoria crénica de bajo grado asociada a la obesidad. (Gutiérrez-
Rodelo et al.,2017)

3.1.2 Inflamacién crénica
La inflamacion es un proceso natural, que es necesario para proteger al cuerpo de infecciones

y del dafio en el tejido, lo que lleva a la resolucion de la respuesta inflamatoria y asi la
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restauracion de la homeostasis. Sin embargo, a veces la inflamacién no se resuelve y esta
inflamacion se vuelve cronica lo que provoca perdida de la funcién de los tejidos. La inflamacion
cronica es asociada a la liberacion prolongada de mediadores inflamatorios y la activacion de
vias de transduccion nocivas, que contribuyen al envejecimiento y desarrollo de enfermedades,
ademas de ser distinguida por niveles incrementados de citocinas inflamatorias como TNF-q,
IL-6 e IL-1. (Gammoh & Rink., 2017; Liu et al., 2017)

El SM es caracterizado por un grado bajo de inflamacion crénica, que comienza como una
inflamacion local del tejido que se desarrolla a una inflamacién sistémica generando resistencia
a la insulina y disfuncion metabdlica, aunque el mecanismo no ha sido comprendido por
completo, pero se conoce que existe un incremento en la produccion de citocinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-1, asi como el aumento en la infiltracion de células
inmunes como macrofagos y linfocitos T en tejido insulino dependiente sin alteraciones
estructurales o pérdida en sus funciones primarias; Uno de los primeros mecanismos implicados
en la inflamacion sistémica de bajo grado es la inflamacion en el tejido adiposo blanco debido
al desbalance entre el consumo y gasto energético, lo cual lleva al tejido adiposo a un proceso
de hiperplasia e hipertrofia donde algunos adipocitos localizados en zonas lejanas a los vasos
sanguineos sufren hipoxia y consecuentemente necrosis, tras lo cual son rodeados por células
fagociticas iniciando un proceso inflamatorio de remodelacion; paralelamente se lleva un
proceso de lipoperoxidacion que lleva a un escenario de estrés oxidativo por lo cual se reclutan
numerosas células inmunoldgicas; estos procesos llevan a alteraciones funcionales asociadas
a plegamiento incorrecto de proteinas y autofagia desencadenando procesos apoptéticos,
teniendo efecto autocrino, paracrino y endocrinamente convergiendo al inicio de la inflamacién
sistémica de bajo grado; las células inmunolégicas como macréfagos expresan receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) entre ellos los receptores tipo Toll (TLR), su activacion
conduce a una cascada de sefializacion que activa al NFkB. (Nolan & O’Gorman., 2013; LeOn-
Pedroza et al.,2015)

NFkB es uno de los reguladores mas versatiles en la expresion de genes, sin embargo, el Zn
juega un papel importante en la actividad de este factor debido a que inhibe la activacién de
NF-kB en nivel nuclear del ADN incrementando la expresion del receptor proliferador de
peroxisoma activado a (PPARa), ademas, el Zn actia como un inhibidor del nucleétido

fosfodiesterasa ciclico (PDE), cuando este se encuentra inhibido, guanosin monofosfato ciclico
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(cGMP) se eleva, llevando a la activacion de protein cinasa A (PKA) y subsecuentemente a la
inhibicién de NF-kB. Zn esté involucrado en la produccion y sefalizacidén de diversas citocinas
inflamatorias y durante la inflamacién cronica las concentraciones plasmaticas de zinc
disminuyen debido a que el metal entra a los compartimentos celulares, donde es utilizado para
la sintesis de proteinas, neutralizacion de radicales libres y esta redistribucion parece ser
mediada por citocinas. La deficiencia de zinc incrementa la produccion de citocinas como IL-1j,

IL-6 y TNF-a, ademas IL-6 induce la expresion de metalotioneinas. (Gammoh & Rink., 2017)

3.2 Zinc

El zinc (Zn) es uno de los elementos traza mas importante que es requerido para muchos
eventos celulares, juega un papel de forma estructural, como cofactor de numerosas enzimas
y de factores de transcripcion, también actia como mediador de sefalizacién intracelular,
ademas participa en una gran variedad de procesos metabdlicos incluyendo sintesis y
degradacion de carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Zinc existe como cation
divalente (Zn?*) y bajo condiciones fisiolégicas no tiene actividad redox, esto explica por qué
realiza multiples procesos fisioldgicos. (Xiao et al., 2013; Kambe et al.,2015)

El cuerpo humano adulto contiene aproximadamente 2-3 g de Zn y se encuentra distribuido en
un 60% en el musculo esquelético, 30% en huesos, 5% en higado y piel; y el restante en los
demas tejidos; en suero sélo se encuentra 0.1% (Fig. 1) y de este porcentaje el 80% esta unido
estrechamente a albumina y el restante a a2-macroglobulina. En las células hepaticas; el 50%
se encuentra en el citoplasma, el ndcleo contiene 30-40% y un 10% en la membrana plasmatica.
El Zn puede estar coordinado con nitrdgeno, oxigeno, y atomos de sulfuro. La activacion de
vias de sefalizacién via zinc es asociada con funciones patofisiolégicas y por lo tanto podria
tener un potencial terapéutico, el cual podria ser implementado en la dieta diaria de los

pacientes. (Kambe et al., 2015).

Este metal al ser ingerido es liberado de los nutrientes como un ion libre durante la digestion y
es absorbido en el intestino delgado por mecanismos mediados por transportadores, siendo el
principal Zip4, el cual es localizado en la membrana apical de los enterocitos (Kondaiahet
al.,2019); el sistema portal lleva el metal absorbido al higado, para después ser liberado a la
circulacién general y asi ser redistribuido a los otros tejidos. Para mantener la homeostasis

celular y subcelular, se realizan ajustes en la absorcidon y excrecion gastrointestinal, cambios en
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la excrecion urinaria y una retencion de Zn por los tejidos, regulando la entrada, distribucion,
almacenamiento y eflujo del metal, en donde los transportadores juegan un papel importante.

(Roohani et al., 2013, Kambe et al., 2015; King et al.,2016)
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Figura 5 Distribucién de zinc en diversos érganos. Tomado y modificado de Kambe et al., 2015

En condiciones fisioldgicas no hay presencia de zinc libre sino unido labilmente a proteinas por
lo que su compartimentacion y distribucién celular es muy importante para mantener la
homeostasis a concentraciones celulares y rangos adecuados; todo lo anterior es logrado por
una familia de proteinas transportadoras de zinc, que mantienen las concentraciones citosolicas
de zinc comprendiendo dos familias siendo la familia de SLC30 o ZnT y la familia de SLC39 o

Zip; ademas de metalotioneinas (Maret., 2011; Norouzi et al., 2017; Bafaro et al., 2017).
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3.2.1 Transportadores de zinc
Son clasificados en dos familias: ZnT, que pertenecen a la Familia de proteinas facilitadoras de

difusién de cationes y Zip que son proteinas similares a Zrt e Irt. Estos transportadores son

Zn
ZIP1-6, 2IP8. ZIP10, 21P12. ZIP1 :l lznT1
Citosol i
zn III

n Zn Zn Mitocondria
ZIP8 21P7 Z1P9
7'""~3|| |IP 21P13 I;,:w
'Vesiculas sinapticas
Endosoma Reticulo
Lisosoma Golgi endoplasmico '
ZnT4
Ianz l IZnT5 ' ZnT7
ZnT3 ZnT6 Gréanulos de insulina
ZnT4 ZnT7

ZnT10 l
ZnT5,ZnT8

Figura 6 Localizacion intracelular de los diferentes transportadores de zinc. Tomado y
modificado de Takagishi et al., 2017

indispensables para un control adecuado e integrado en el proceso de salida y entrada,
secuestro y liberacion a través de la membrana bioldgica (Fig. 2) (Xiao et al., 2013; Kambe et
al.,2015).

3.2.1.1 Transportadores ZnT

Se les ha dado el nombre sistemético Slc30a (solute-linked carrier 30) y estos movilizan zinc
desde el citosol al espacio extracelular y hacia el limen de compartimentos intracelulares; la
mayoria de estos transportadores operan hacia la parte luminal; y han sido identificados 10 ZnT
(ZnT1-10) (Tabla. 2). Los transportadores ZnT de mamiferos son especificos para Zn, a
excepcion de ZnT10 que moviliza manganeso. La informacion estructural de estos
transportadores fue obtenida del homologo bacteriano YiiP, donde se sabe que tiene seis
dominios transmembranales (DTMs) con el grupo amino terminal y el grupo carboxilo terminal

citosélicos y funciona como homodimero; los DTMs |, I, IV y V forman cuatro hélices donde
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cuatro residuos hidrofilicos conservados de los DMTs Il y V forman un sitio de union
intramembranosa de zinc, también el bucle citoplasmico rico en Histidina entre los DTMs IV y
V, es preciso para el transporte de Zn (Fig. 3). La mayoria de los transportadores forman
homodimeros a excepcion de ZnT5 que tiene una porcién amino terminal con nueve DTMs y la
porcién carboxilo terminal es importante para la dimerizacion para formar un heterodimero con
ZnT6.

Exteacobular Of
rranil 00

k Cytoscl
N4,

™ Histicing-rich 00

4

w & 4 &7 W)
HOOC COOH

Figura 7 Prediccion de las estructuras de los trasportadores de ZnT. Los transportadores

ZnT posiblemente poseen 6 DMTs a excepcion de ZnT5. Tomado de Kambe et al., 2015

Por su parte ZnT1 es el Unico transportador que es expresado ubicuamente en la membrana
plasmatica y consecuentemente juega un papel importante en la regulacion celular de zinc.
(Kambe et al.,2015, Norouzi et al.,2017; Bafaro et al., 2017)

El eflujo de Zn ocurre a través de un antiportador Zn2+/H+ ; esto fue observado en la proteina
YiiP purificada donde el flujo de salida de Zn2+ hacia el exterior o hacia el interior de
compartimentos, es acomparfado por la entrada de iones H+ , donde la relacion de intercambio
es 1:1. (Bin et al., 2018)

Tabla 7 Localizacion de los distintos transportadores de zinc de la familia ZnT. Tomado y modificado de Bafaro et al.,
2017

Transportador | Ubicacion principal de expresion Localizacion subcelular
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ZnT1 Ubicuo Membrana plasmatica

glandulas mamarias, pancreas, ' ]
Endosoma, lisosoma, vesicula

ZnT2 prostata, testiculos, retina, intestino, _ .
. secretoria, membrana plasmatica
rifién
ZnT3 Cerebro, pancreas, testiculos Vesiculas sinapticas
— Glandula mamaria, placenta, Endosoma, vesiculas secretorias,
n
préstata, rifidn y cerebro membrana plasmética
—— Corazon, placenta, prostata, ovario, Aparato de Golgi, vesiculas,
n
testiculo, intestino, timo, hueso membrana plasmatica
ZnT6 Cerebro, pulmodn, intestino Aparato de Golgi, vesiculas

Intestino, estomago, pancreas,
ZnT7 préstata, placenta, testiculo, retina 'y Aparato de Golgi, vesiculas

musculo

Pancreas, glandula adrenal, tiroides, ) _
ZnT8 ) Granulos secretorios
testiculo

ZnT9 Cerebro, musculo, rifién Reticulo endoplasmico

_ ) Aparato de Golgi, membrana
ZnT10 Cerebro, retina, higado .
plasmatica

3.21.117ZnT1

El transportador ZnT1 es el Unico miembro de la familia SLC30 que funciona como un
exportador membranal y permite el transporte de iones de zinc desde el citoplasma al espacio
extracelular, ademas de ser expresado ubicuamente. (Huang & Tepaamorndech., 2013) Este
transportador es esencial para el desarrollo embrionario debido a que permite el transporte del

zinc maternal al ambiente embrionario.
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Esta regulado transcripcionalmente en respuesta a altos niveles de zinc, a través de la unién
del factor de transcripcidon asociado a metales-1 (MTF-1) a los elementos de respuesta de metal

en su region promotora. (Nishito & Kambe., 2019)

3.2.1.2 Transportadores Zip

También conocidos como SiIc39a (solute-linked carrier 39), hasta el momento se han
identificado 14 transportadores en mamiferos y estos permiten obtener Zn del espacio
extracelular y del lumen de compartimentos intracelulares para incrementar las concentraciones
citoplasmaticas, la mayoria de estos transportadores estan localizados en la membrana
plasmatica. (Tabla. 3) Estas proteinas han sido agrupadas en cuatro familias de acuerdo a la
similitud en sus secuencias, siendo la subfamilia LIV-1, gufA, subfamilia | y Il. Las subfamilias I,
Il'y gufA son estan relacionadas filogenéticamente y la subfamilia LIV-1 es principalmente
encontrada en mamiferos y es relacionada con el gen regulado por estrogenos LIV-1 (Jeong &
Eide., 2013; Bin et al., 2018)

Estos transportadores son sensibles a las concentraciones de Zn, ya que a altas
concentraciones se produce una internalizacion y degradacion rapida, pero un decremento del
metal permite la localizacion superficial del transportador. Es sugerido que tienen 8 DTMs con
terminaciones amino y carboxilo extracelular-luminal, contienen un bucle rico en histidinas
localizado entre los DTMs Il y IV formando homodimeros para la actividad de transporte (Fig
4)).
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Figura 8 Prediccion de las estructuras de los trasportadores de Zip. Los transportadores

Zip posiblemente poseen 8 DMTs. Tomado de Kambe et al., 2015

La especificidad de ciertos transportadores para zinc, no es estricta, ya que Zip8 pueden

transportar zinc y manganeso, ZIP13 lo hace con hierro y zinc, y Zip14 transporta hierro,

manganeso, cadmio y zinc; sin embargo, el residuo conservado de histidina HEXXHE en el DTM

V juega un rol importante debido a que posiblemente sea un sitio de uniébn a zinc

intramembranoso (Fig.). (Fukada & Kambe, 2011; Kambe et al.,2015; Takagishi et al.,2017)

El intercambio de zinc por estos transportadores, sugiere un mecanismo simporte entre

Zn?*/HCO3 pudiendo ser en una relacién de dos aniones HCOs" a un catién de Zn.

3.2.1.2.1 Zipl14

Transportador localizado en la membrana celular de la mayoria de las células y su expresion

va a ser regulada a través de la citocina IL-6, estimulado por una respuesta inflamatoria aguda

e hipozincemia. (Baltaci et al., 2017)

Tabla 8 Ubicacion de los distintos transportadores de zinc de la familia Zip. Tomado y modificado de Bafaro et al., 2017;

Jeong & Eide.,2013

Transportador

Ubicacién principal de expresion

Localizacion subcelular
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Préstata, intestino delgado, rifién,

Membrana plasmatica, vesiculas

Zipl
higado, células a pancreaticas intracelulares, reticulo endoplasmico

Zip2 Prostata, Utero, ovario, higado, piel Membrana plasmaética

_ Células mamarias, testiculos, células . _
Zip3 . Membrana plasmatica, lisosomas

pancreaticas

_ Tracto gastrointestinal, rifidn, cerebro, » _

Zip4 ] . Membrana plasmatica, lisosomas
células B pancreaticas

_ Pancreas, rifidn, higado, estbmago, .

Zip5 _ _ Membrana plasmatica
intestino, bazo
Zip6 Testiculo, células B pancreaticas Membrana plasmatica
Intestino, estomago, pancreas, préstata, ] o

_ ] , ) Reticulo endoplasmico, aparto de

Zip7 placenta, testiculo, retina y musculo, ) i _
) Golgi, vesiculas intracelulares
cerebro, higado

2i08 Eritrocitos, testiculos, timo, higado, Membrana plasmatica, lisosomas,

Ip . . . .

pulmoén, placenta, pancreas mitocondria, endosomas

. ; . ) Reticulo endoplasmico, Aparato de

Zip9 Cerebro, musculo, rifién, prostata _
Golgi

_ Cerebro, higado, rifién, eritrocitos, .

Zip10 . . . Membrana plasmatica
testiculo, células a pancreaticas

_ Glandulas mamarias, testiculo, _

Zipll ) . ) Aparato de Golgi
estdbmago, intestino

_ Cerebro, pulmon, testiculos, retina, )

Zipl2 Desconocido

endotelio, musculo liso
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_ Vesiculas intracelulares, aparato de
Zipl3 Osteoblastos, o o
Golgi, reticulo endoplasmico
2014 Corazoén, higado, placenta, cerebro, Membrana plasmatica, mitocondria,
ip . ;
pulmoén, células a pancreaticas endosoma, lisosoma

3.2.2 Relacion de diversos transportadores de zinc y el sindrome metabdlico

Al establecerse la funcion de los transportadores en el control de la homeostasis del zinc, es
importante mencionar que ciertos transportadores se encuentran relacionados con la patologia
del SM, lo cual se ha evidenciado con estudios previos: Aydemir et al. (2016) demostraron que
Zipl4 al transportar zinc via hepética influye en la regulacion de la actividad del receptor de
insulina, en la captacién de glucosa, sintesis de glucégeno y gluconeogénesis. En personas
obesas se ha observado un incremento en ZnT1 y Zipl y una menor expresion en Zipl4 en
sangre total repercutiendo en la concentracion plasmética de zinc y aparentemente el
aclaramiento de insulina en el higado es regulado por ZnT8, una desregulacion podria causar
una secrecion persistente de insulina por parte de las células [ pancreaticas, lo cual
incrementaria el riesgo de desarrollo de diabetes mellitus tipo 2. (Olechnowicz et al., 2017,
Tamaki et al., 2017; Fukunaka & Fuijitani, 2018)

3.3 Higadoy zinc

El higado es uno de los principales érganos involucrados en el metabolismo de glucosa y lipidos,
ademas de la homeostasis de zinc, el proceso regulatorio depende en su mayoria en un control
hormonal mediado por insulina, glucagén y glucocorticoides, donde un descontrol metabdlico o
un incremento en las citocinas proinflamatorias llevan a una desregularizaciéon en el
metabolismo de Zn y subsecuentemente una deficiencia de Zn en plasma. Se han observado
interacciones cercanas de IL-6 con el transportador Zip14, debido a que lo regula positivamente
contribuyendo a la disminucién de zinc en plasma durante procesos inflamatorios. (Griungreiff
et al.,2016; Koyama & Brenner., 2017)

Este tejido participa como un intercambiador rapido de zinc y una reduccion de sus
concentraciones ha sido correlacionado con desregulacion en la funcion y regeneracion
hepatica, debido a que este metal esta involucrado en procesos antioxidantes, antiinflamatorios,
antiapoptoticos y es necesario para el funcionamiento y sintesis de diferentes enzimas.

También, en pacientes sanos se ha observado que el zinc plasmatico posprandial y los niveles
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de glucosa séricos estan correlacionados, sugiriendo que el zinc es tomado por el higado
durante el metabolismo de glucosa posprandial (Aydemir et al., 2016; Stamoulis et al., 2007)

23



4 Definicién del problema

Zinc es un micronutriente esencial involucrado en la sefializacion intracelular, la desregulacion
de la concentracién de este metal, asi como su deficiencia esta asociada con el sindrome
metabdlico que conlleva una inflamacion croénica; lo cual repercute en tejidos centrales y

periféricos, destacandose el higado.

El higado es el principal responsable en regular a este metal, ademas de ser una fuente de
este, es considerado como un intercambiador rapido involucrado en el metabolismo de este y
otros metales; ademas el zinc es necesario para el crecimiento y desarrollo, para la sintesis y
funcién adecuada de proteinas y enzimas en este tejido. (Stamoulis et al., 2007; Grungreiff et
al., 2016)

Este metal forma parte de la regulacion del estado inflamatorio crénico a través de la reduccion
de citocinas inflamatorias; pero durante el sindrome metabdlico se ha observado una
desregulacion en el metabolismo de zinc, asociado a una deficiencia plasmatica y se ha
demostrado que existen niveles altos de zinc en orina en estos pacientes. (Gringreiff et al.,2016;
Olechnowicz et al.,2018).

Por otra parte, este metal es regulado por diversos transportadores; por lo que su expresion es
alterada cuando las concentraciones de zinc son alteradas; ademas se ha observado que Zip14
estd involucrado en la actividad del receptor de insulina y en la regulacién de captacion de

glucosa. (Grzwacz et al.,2015; Aydemir et al.,2016)

Sin embargo, no se han realizado mas estudios relacionando a la inflamacion crénica, sindrome

metabdlico, zinc e higado.
Con base a lo anterior se planteé la siguiente pregunta:

¢Existe alguna relacion entre la homeostasis de zinc y la inflamacion generada por el

sindrome metabdlico?
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5 Justificacion

Unicef menciona en el 2016 que 1 de cada 20 nifios menores de 5 afios 1 de cada 3 entre los
6 y 19 afios padece sobrepeso y obesidad favoreciendo la aparicién de enfermedades como
diabetes, esto coloca a México en los primeros lugares en obesidad infantil a nivel mundial;
ademas 7 de cada 10 adultos padece sobrepeso u obesidad. Ademas, México ocupa el 5° lugar

en adultos con diabetes

En México el 17.7% de nifios menores de cinco afios presentan deficiencia de zinc y en
comunidades rurales e indigenas llega al 38.5% (UNICEF, 2016). Este metal forma parte de la
regulacion del estado inflamatorio crénico a través de la reduccién de citocinas inflamatorias y
el estado de zinc puede ser predictor de desérdenes metabdlicos, ya que esta asociado con el
estrés oxidativo, inflamacién y el estado lipidico-glucosa, por otra parte, se ha observado niveles
altos de zinc en orina en pacientes con sindrome metabdlico (Olechnowicz et al.,2018).

El sindrome metabdlico no solo es un problema de salud publica sino también una carga
financiera, segun el instituto mexicano para la competitividad (2015.) los costos totales
generados tan solo por Diabetes mellitus tipo 2 atribuible a sobrepeso y obesidad son de
$82,293,417,979, contemplando a personas de entre 20 y 97 afios.

Por tanto, el estudio de la evolucién de la patologia es importante para su comprension y
desarrollo de estrategias terapéuticas; por ello es vital implementar nuevos modelos donde se
estudie el estatus de zinc en higado asociado al sindrome metabdlico generado en ratas con

una dieta hipercalérica y su relacion con la inflamacién crénica.
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6 Hipotesis

6.1 Hipotesis Alternativa
Existe relacion entre la homeostasis de zinc y la inflamacién generada por el sindrome

metabdlico provocado por la ingesta de una dieta hipercaldrica.

6.2 Hipotesis Nula
No existe relacion entre la homeostasis de zinc y la inflamacion generada por el sindrome

metabdlico provocado por la ingesta de una dieta hipercaldrica.

7 Objetivos

7.1 Objetivo General
Evaluar la inflamacion y homeostasis de zinc en ratas con sindrome metabdlico generado por

una dieta hipercaldrica.

7.2 Objetivos especificos
1. Determinar diferentes citocinas a nivel sérico y hepatico, asociandolo al sindrome
metabdlico y homeostasis del zinc.
2. Cuantificar los niveles de zinc hepatico, sérico y urinario comparando entre los grupos
seleccionados.
Examinar la distribucién de zinc distinguiendo el contenido intracelular.

Identificar la expresion proteica de los transportadores ZnT1 y Zipl4 en higado.
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8 Disefo de lainvestigacién

8.1 Tipo de estudio
Exploratorio, experimental, analitico, cuantitativo, prospectivo y de cohorte.

8.2 Tipo de muestreo
Aleatorio simple

8.3 Universo del trabajo
12 ratas de la cepa Wistar, macho con 200 g de peso.

8.4 Muestra
12 ratas de la cepa Wistar.

8.5 Criterios de seleccion
8.5.1 Ciriterio de inclusién
Ratas de la cepa Wistar, macho con 200 g de peso; sanas.

8.5.2 Criterios de exclusion
Ratas macho diferentes a la cepa seleccionada o que se encuentren enfermos, también se

excluird a ratones hembra.

8.5.3 Criterios de eliminacion
Ratas que presenten alguna enfermedad diferente a la deseada, después de la administracion
de la dieta.

8.6 Variables
8.6.1 Independientes
Edad y sexo

8.6.2 Dependientes
Concentracion de zinc en higado, orina y suero, distribucién de zinc intracelular, abundancia de

transportadores de zinc, cantidad de citocinas.
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9 Esquemade trabajo
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10 Metodologia

10.1 Establecimiento del modelo y obtencion de muestras

Como modelo animal, se eligieron ratas de la cepa Wistar; estas fueron proporcionadas por el
bioterio Claude Bernal;12 ratas recién destetadas que al alcanzar ~100 g de peso, se dividieron
en dos grupos: el grupo Control o con “Dieta normocalérica” (n=6) las cuales fueron alimentadas
con dieta estdndar y agua ad libitum; y el grupo problema o con “Dieta hipercaldrica-
hiperglucida” (n=6) donde la dieta proporcionada se encuentra patentada y ésta permite inducir

el sindrome metabdlico al objeto de experimentacion y agua ad libitum.

Estas ratas fueron resguardadas durante 3 meses, en una caja de policarbonato, la cual
contenia una cama de aserrin limpio, se mantuvieron a una temperatura y luz controlada con
acceso libre a comida y agua; transcurridos los tres meses de dieta, se obtuvieron inicialmente
orina de 24 h ocupando una jaula metabdlica (Fig. 3), donde las ratas se mantuvieron solo con
aguay la orina fue recolectada en contenedores de plastico. Los tejidos se obtuvieron mediante
una diseccién; con el siguiente procedimiento: las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital
sédico (50 mg/Kg), se dejé descubierto el corazon para perfundir con solucién salina isotdnica
(8.5 g de NaCl/L) fria tras puncion, se corto la aorta para retirar por completo la sangre contenida
en el higado, este se sumergié inmediatamente en un frasco con solucién salina isotonica para
remover los remanentes de sangre o pelo de animal; la sangre obtenida se dejé coagular y se

centrifugo a 3500 r.p.m por 5 minutos para obtener el suero.

Figura 5 Representacién gréficade una
jaula metabdlica para la obtencion de

orina.
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Los higados extraidos fueron almacenados en:

Formalina al 4%, esta solucibn mantiene preservados y fijados los tejidos para realizar las

inclusiones en parafina.

Cortes macroscoépicos de higado guardados en tubos eppendorff y congelados a -70°C, estos

se ocuparon para cuantificacién de zinc y citocinas.

De los higados fijados en formalina al 4%, se colocaron en casetes de plastico para empezar
con la deshidratacion en soluciones de etanol de diferentes concentraciones para eliminar
completamente el agua de la muestra, posteriormente se realizo el aclaramiento, este permite
gue el alcohol presente en los tejidos sea reemplazado por una sustancia miscible con la
parafina siendo el xileno, se continué con la infiltracion con el cual se logra impregnar
completamente el tejido con parafina, el proceso de deshidratacion se realizé en Histokinette.,
para incluir los tejidos deshidratados en parafina, se fundié a 60°C y se vertié sobre el tejido,
estos se dejaron enfriar adecuadamente para finalmente separar el bloque del molde metélico.

Se realizaron cortes a 4 um de grosor.

10.2 Pardmetros metabolicos

A los tres meses de la administracion de la dieta hipercal6rica se realiz6 la determinacion de
pardmetros metabdlicos, de los cuales se incluyeron: se realiz6 una prueba de tolerancia oral a
la glucosa, donde se dio una carga oral de glucosa (75 g en 100 mL/70 Kg) y los niveles se
determinaron a partir de muestras de sangre caudal a los 0, 30, 90 minutos después de la carga,
esto mismo se realiz6 para la determinacién de insulina; también se determiné colesterol total,
triglicéridos, acidos grasos libres, lipoproteina de alta densidad (HDL), lipoproteina de baja
densidad (LDL), y lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) en ayunas. Estas pruebas fueron
determinadas por la M.C Diana Moroni Gonzalez en su trabajo de tesis titulado “Evaluacion de
la funcién mitocondrial en islotes pancreaticos en ratas con resistencia a insulina inducida por

exposicidon a dietas hipercaloricas y cadmio” de Julio 2019.

10.3 Determinacion de citocinas

Se realizé la cuantificacion de citocinas en higado y suero por método de ELISA: de los tejidos
congelados se pesaron 210 mg y se homogenizaron con 700 uL de PBS en ambiente frio, se
centrifugaron a 15,000 rpm por 10 minutos a 4°C, el sobrenadante se ocupd para la
determinacion. De los sueros y los sobrenadantes se ocuparon 20 pL de sueroy 15 pL de tejido
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y a cada uno se le afladié 100 pL de buffer de fosfatos en los pocillos correspondientes, se
incubd toda la noche a 4°C y se lavo el contenido, los pocillos fueron bloqueados con albumina
al 2% afnadiendo 50 pL y se incubaron por 2 horas a 4°C, se enjuagaron y el Anticuerpo primario
para TNF-a (Santa Cruz), IL-10 (Abcam), IL-1B (Santa cruz), IL-6 (Abcam), NFkB (Santa cruz)
y TGF-( (Cell signaling Technology ) se agregd ocupando una dilucion 1:500 en albumina al 1%
agregando 50 pL e incubando por 2 horas a 4°C, se enjuagaron los pocillos y se agrego el
Anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano en una dilucion 1:1000 en
albumina al 1% agregando 50 pL por 2 horas a temperatura ambiente, estos fueron lavados, se
coloco 50 pL de TMB por 10 minutos, y finalmente se colocaron 50 pL de acido sulfarico para
detener la reaccion. Cada pocillo se leyé a 450 nm (Multiskan ex Primary EIA).

10.4 Cuantificacién de zinc en higado, suero y orina

Para el tejido hepatico se utilizaron 500 mg y se colocaron en una mezcla de acido perclorico
(50%) y &cido nitrico (15.6 M) en una relacion 1:1, esta mezcla fue incubada a 37°C por 4 dias
en un bafio seco AccuBlock (Labnet) hasta su completa digestion, posteriormente las muestras
fueron diluidas con agua desionizada, en una proporcién 1:100. Para la determinacién de zinc
en suero y orina, se realizé una dilucion 1:5 suero-agua desionizada, respectivamente. El zinc
presente en las soluciones fue determinado con un espectrometro de emision Optica de plasma
acoplado inductivamente (Varian 730-ES ICP), el cual se calibré con soluciones estandar de
ZnCl2 con concentraciones de 0.5, 1.0 y 1.5 ppm; la concentracion final del metal se obtuvo
mediante la interpolacion de la absorbancia de las muestras en la curva de calibracion. (Aburto
et al., 2016)

10.5 Tinciones de zinquinay ditizona
Los portaobjetos fueron desparafinados a 60°C por 30 minutos y en seguida se colocaron en

xilol para desparafinar y comenzar la rehidratacion.

En las tinciones de zinquina se realizé una dilucion de una solucion recién preparada de Etil
éster de zinquina en DMSO (5 mM) en PBS a una concentracion final de 25 uM y se aplicé a
los tejidos contenidos en los portaobjetos durante 30 minutos, después las muestras fueron
lavadas tres veces con agua desionizada para remover el exceso de zinquina, se quito el

excedente de agua y finalmente se le adicion6 medio de montaje (Vectashield). La fluorescencia
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de zinquina se visualizara por microscopia optica (Olympus BX41) con una longitud de onda de
excitacion de 351-358 nm y una de emisién a 460 nm. (Franklin et al.,2012)

Para la tincién de ditizona se preparé una solucién al 0.01% de ditizona (Sigma) en acetona
absoluta y usada como solucién stock, esta solucion fue diluida con agua libre de zinc a una
proporcion de 1.5:1. Los portaobjetos fueron expuestos por 15 minutos, seguido a esto se
realizaron lavados con agua desionizada, se retird el exceso de agua y se montaron con miel
Karo; finalmente fueron observados con microscopio optico (LEICA ICC 50 HD). El analisis de

las fotomicrografias capturadas se realiz6 mediante Image J. (Mager et al., 1953)

10.6 Inmunohistoquimica

El tejido hepatico extraido se fijo en formalina al 4%, las muestras fueron deshidratadas en
soluciones de etanol de diferentes grados y se incluyeron en parafina; después se cortaron
secciones de tejido a 4 um y se montaron en portaobjetos previamente tratados con 3-
aminopropiltrietoxilsilano, posteriormente los portaobjetos fueron desparafinados a 60°C por 30

minutos y enfriados a temperatura ambiente, posteriormente se rehidrataron.

La recuperacion antigénica fue realizada con Diva Decloaker (Biocare Medical) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante se colocaron las laminillas a 60°C por 30 minutos a bafio maria,
se dej6 enfriar durante 15 minutos y después los portaobjetos se sumergieron en una solucion
al 0.3% de H202 por 10 minutos para inhibir la actividad de la peroxidasa enddgena,
posteriormente se lavaron tres veces con PBS (pH 7.4) y se incubaron con una solucion al 2%
de albumina bovina (Sigma) a temperatura ambiente por 1 h en una camara hiumeda. Los
anticuerpos contra Zipl4 (Abcam) y ZnT1l (Santa Cruz) fueron diluidos 1:100 y 1:25
respectivamente en una solucion al 1% de albumina bovina, los tejidos se incubaron a 4°C por
8 dias con el anticuerpo primario en una cdmara himeda; la deteccion del anticuerpo primario
se realiz6 tras la incubacion con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano
(HRP, 1:100, Abcam, Cell signaling technology) en albumina al 1% por 4 h en cAmara humeda
a temperatura ambiente, para ambos transportadores. La deposicion de un producto marrén
significa la presencia de las proteinas, esta se desarrolla utilizando un tampon DAB Betazoide
(Biocare Medical), posterior a este paso se contratifid con hematoxilina por 3 minutos, se
deshidrataron los tejidos y se montaron con resina. El analisis de las fotomicrografias

capturadas se realizo mediante un Image J.
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10.7 Anélisis de datos

Los resultados obtenidos en los grupos se compararon en cada variable de respuesta mediante
una prueba “t” de Student, los resultados se expresaron como la media * el error estandar de
la media (EEM). Se consideraran diferencias estadisticamente significativas a un nivel de p
<0.05.

10.8 Implicaciones éticas

Medidas de seguridad

El manejo de los animales de laboratorio se realizé de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de animales

de laboratorio.
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11 Resultados

11.1 Establecimiento del modelo de Sindrome metabdlico

Después de los tres meses de haber alimentado a los animales con la dieta hiperglicida, se
evaluaron parametros zoomeétricos y clinicos; dentro de los parametros zoométricos (Tabla. 4)
para determinar que las ratas tuvieran SM. Se observaron diferencias significativas, existiendo

una disminucion en peso, largo e IMC en el grupo hipercaldrico.

Dieta
Parametros Normocaldrica (NC) Hipercaldrica (HC)
LabDiet 5001 MX/72013/047377
Peso (9) 395.33 + 10.26 313.16 = 5.66***
Circunferencia abdominal (cm) 19.66 £ 0.36 17 £ 0.36
Largo (cm) 23.58+0.15 23.41 £ 0.20***
IMC (g/cm®) 0.71 £ 0.01 0.60 + 0.01*

Tabla 4 Pardmetros zoométricos. Los datos son expresados como la Media + EEM de 6 experimentos
independientes. Los asteriscos indican la diferencia estadistica entre el grupo Normocaldrico con respecto
al grupo Hipercaldrico, (*) p <0.05, (***) p <0.001; prueba t de Studen

Posteriormente se evalué el comportamiento metabdlico donde se evaluaron glucosa en
ayunas, insulina en ayunas, indices de resistencia a insulina, acidos grasos libres, triglicéridos,
colesterol total, lipoproteina de alta densidad, lipoproteinas de baja y muy baja densidad. En
cuanto al perfil glucémico en las ratas con dieta HC no se observaron cambios en glucosa en
ayuno, sin embargo después de la carga oral de glucosa si hubo incrementos significativos de
un 26% (30 min), 7% (60 min) y de 52% (90 min); para los niveles de insulina se aprecié un
incremento del 55% al tiempo 0 respecto al control, posterior a la carga de glucosa el incremento
fue de 16%, 32% y 88% al minuto 30, 60 y 90 respectivamente. Estas alteraciones metabdlicas
se vieron reflejadas en los indices de resistencia a insulina (Fig. 6C) donde existi6 una
disminucion del 35% y 5% para el indice Matsuda De Fronzo y QUICKI respectivamente,
ademas un incremento en el indice HOMA-IR de un 39%; por otro lado, el perfil lipidico también
mostré alteraciones significativas en cada uno de sus componentes, donde triglicéridos

incrementd en un 29% (Fig. 6D). Con estos datos mostrados se puede confirmar que los sujetos
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de experimentacion presentan SM, de acuerdo con la NOM-015-SSA2-2010 y comparada con

otros modelos de SM mencionado por Wong en 2016.
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Figura Establecimiento del modelo de Sindrome metabdlico. A) Tolerancia Oral a la Glucosa (n=3), B) Respuesta
Insulinica a glucosa (n=3), C) indices de resistencia a insulina (n=3), D) Perfil lipidico (n=6). Los datos son expresados
como la Media + EEM de 3 y 6 experimentos independientes. Los asteriscos indican la diferencia estadistica entre el
grupo Normocalérico con respecto al grupo Hipercaldrico, (*) p <0.05, (**) p <0.01, (***) p <0.001; prueba t de Student.
AGL (Acidos grasos libres), TGC (Triglicéridos), CT (Colesterol), HDL (Lipoproteina de alta densidad), LDL (Lipoproteina
de baja densidad), VLDL (Lipoproteina de muy baja densidad).
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11.2 Determinacién de citocinas a nivel sérico y hepatico

Citocinas séricas

A nivel sérico se observé una disminucién en TNF-a del 23% respecto al control y que IL-6
incremento del 8% , en el resto de las citocinas no se observaron cambios significativos respecto

al control. (Fig. 7)
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Figura 7 Concentracion de citocinas en suero de ratas con sindrome metabdlico. Las barras representan la Media + EEM
de 3 experimentos independientes. El asterisco indica la diferencia estadistica entre el grupo Normocalérico con respecto al
grupo Hipercaldrico, (*) p <0.05; prueba t de Student. TNF-a (Factor de necrosis tumoral alfa), IL-10 (Interleucina 10), IL-

1(Interleucina 1), IL-6 (Interleucina 6), TGF-B (Factor de crecimiento transformante beta), NF-kB (Factor nuclear kappa).
Citocinas hepaticas

Las citocinas inflamatorias evaluadas en tejido hepético que se elevaron considerablemente
respecto al grupo testigo fueron TNF-a, que incrementd en un 24% y TGF-§3 elevandose un 20%

e IL-6 en un 21%; las demas citocinas no tuvieron cambios significativos. (Fig. 8)
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Figura 8 Evaluacion de la concentracion de citocinas en tejido hepético de ratas con sindrome metabdlico. Las barras

representan la Media + Error Estdndar de la Media de 5 experimentos independientes. Los asteriscos indican la diferencia

estadistica entre el grupo Normocalérico con respecto al grupo Hipercaldrico, (*) p <0.05; (**) p <0.01; prueba t de Student.
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11.3 Cuantificacidon de zinc hepatico, sérico y urinario

Zinc total en higado

Se logré observar que el contenido total de este metal en el tejido hepatico no presento cambios
significativamente estadisticos comparado con el grupo control. (Fig. 9)
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Zinc total en suero
La concentracion de este metal increment6 en un 37% respecto al grupo control; esto pone de

manifiesto una redistribucidén de este metal a nivel sistémico. (Fig. 10)
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Zinc total en orina
En cuanto a la concentracion total de este metal en orina, existié una disminucion significativa

en el grupo problema de un 41.4% respecto al grupo control. (Fig. 11)
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Figura 11 Evaluacion de la concentracion de zinc en
orina de 24 h de ratas con sindrome metabdlico. La
concentracion se determind por espectrometria de
emision optica acoplado a plasma; Las barras
representan la media + EEM de 6 experimentos
independientes. Los asteriscos indican la diferencia
estadistica entre el grupo Normocal6rico contra el grupo
Hipercaldrico, (*) p <0.05; Prueba t de student.
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11.4 Distribucion intracelular de zinc

11.4.1 Localizacion de zinc total

Para determinar el efecto del sindrome metabdlico sobre la distribucion intracelular de zinc, se
realizaron cortes histologicos de 4 um de grosor y estos fueron tefiidos con ditizona; las
fotomicrografias (Fig. 12), asi como el analisis densitométrico (Fig. 13) muestran una

disminucién en la distribucion total de Zn?*, siendo aproximadamente de 1.06% respecto al

control.

NC HC

Figura 12 Efecto del Sindrome metabdlico sobre el Zn?* total en tejido hepatico.

Fotomicrografias de tejido hepatico (4um) tefiido con ditizona. Magnificacion 20X.
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11.4.2 Localizacion de zinc libre
Para evaluar la localizacion del zinc débilmente unido a proteinas se realizaron cortes

histoldgicos y estos fueron tefiidos con el fluorocromo zinquina, sensor fluorescente que permite
observar la distribuciéon y el trafico intracelular de Zn?*. Las fotomicrografias y el andlisis
densitométrico (Fig. 14 y 15) demuestran una disminucién del 24.4% en la distribucion

intracelular de zinc en el tejido.

NC HC

Figura 14 Efecto del Sindrome metabdlico sobre el Zn?* libre en tejido hepatico. Fotomicrografias de

tejido hepatico (4pm) tefiido con zinquina. Magnificacion 40X.

o
g' 60 Figura 15 Andlisis densitométrico por campo de zZn?*
§ libre en tejido hepatico, teflido con Zinquina. Las
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11.5 Expresion proteica de los transportadores Zipl4dy ZnT1

11.5.1 Transportador Zipl4

La expresion proteica del importador Zipld se evalué a travées de estudios de
inmunohistoquimica con cortes de tejido hepatico, en las imdgenes se logra observar un
precipitado marron, el cual evidencia la interaccion antigeno-anticuerpo (Fig. 16.); se evalud la

densidad optica y se encontré una disminucion del 12% (Fig. 17)

Figura 16 Localizacion hepéatica de Zip14. Fotomicrografias de tejido hepético (4pm). Magnificacion 40X.
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11.5.2 Transportador ZnT1

La expresion proteica del importador ZnT1 fue evaluada con la técnica de inmunohistoquimica
ocupando cortes histologicos de tejido hepatico con un grosor de 4 um de grosor, en el analisis
densitométrico, asi como en las imagenes mostradas se observéd una disminucién significativa

en la expresion de este transportador, siendo de un 15%. (Fig. 18 y 19)
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Figura 18 Localizacién hepética de ZnT1 en ratas con sindrome metabdlico. Fotomicrografias
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Figura 19 Analisis densitométrico de la expresion de
ZnT1. Las barras representan la Media + EEM de 156
campos diferentes. Los asteriscos indican la diferencia
estadistica entre el grupo Normocalérico con respecto al

grupo Hipercalérico,(***) p <0.001; prueba t de Student.
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12 Discusioén de resultados

El sindrome metabdlico se define como una constelaciéon de anormalidades bioquimicas,
fisiologicas y antropométricas, que incrementan el riesgo de desarrollar diabetes mellitus y
enfermedad cardiovascular (NOM-015-SSA2-2010); que se han logrado mimetizar en modelos
animales para su estudio, como previamente se realizé con ratas Wistar (Trevifio et al., 2015) y
gue se lograron reproducido en este estudio, demostrandose que la ingesta de una dieta
hipercalérica-hiperglicida por 3 meses genera SM y que concuerda con la revision de Wong en
el 2016; observamos que nuestro modelo presentaba resistencia a insulina; la cual fue
verificada por tres indices diferentes indices, hipertrigliceridemia, niveles bajos de HDL y niveles
elevados de LDL y VLDL. Por otra parte, el SM se ha caracterizado por presentar inflamacion

cronica de bajo grado. (Welty et al, 2016)

En nuestro modelo de estudio, observamos que no habia presencia de inflamacién crénica
sistémica, debido a que las principales citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-B) no incrementaron
a excepcion de IL-6; debido a que el modelo no presenta obesidad, y se ha observado en
pacientes humanos que el tejido adiposo es el 6rgano que inicia la respuesta inflamatoria local
y sistémica, debido al proceso hiperplasico e hipertréfico que conlleva estrés oxidativo, y
necrosis generando infiltracion de células linfociticas las cuales liberan en conjunto con los
adipocitos citocinas inflamatorias, quimioatrayentes y otras moléculas. (Le6n-Pedroza et al.,
2015) Al no observar un proceso inflamatorio cronico sistémico, se evalud la inflamacion
presente en tejido hepatico, que tuvo cambios en IL-6, TNF-a y TGF-B; este ultimo juega un
papel importante en la regulacion de muchos aspectos celulares como proliferacién celular,
diferenciacion, produccion de matriz extracelular, adhesion y apoptosis celular, se ha observado
gue al existir anormalidades en la via de sefalizacion de este factor puede llevar a
enfermedades como hipertension, hiperlipidemia, aterosclerosis, las cuales estan asociadas
con SM; ademas este factor participa en el proceso de fibrogénesis inducido por la
desregulacion de sintesis-degradacion de matriz extracelular y por ende su excesiva
acumulacion, lo cual promueve enfermedades como higado graso no alcohdlico. (Lin et al.,
2017; Lambis et al.,2018) Por otra parte, durante procesos inflamatorios cronicos, se ha
observado que el tejido hepatico sufre infiltracion de macrofagos inflamatorios productores de

TNF-a, factor que contribuye al desarrollo y progresiéon del SM al incrementar la
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insulinoresistencia a través de la activacion de MAPK, mTOR y PKC, conduciendo a un estado
de hiperglucemia, consecuentemente a uno de hiperinsulinemia compensatorio. (Srikanthan et
al., 2016; Leon-Pedroza et al., 2015) Estas citocinas elevadas son reguladas indirectamente por
Zn al inhibir la activacion de NF-kB (Gammin & Rink., 2017)

Al determinarse las concentraciones de zinc en la orina recolectada de las ratas con SM, se
observé una disminucion; contrario a lo que se observd en las concentraciones séricas, las
cuales incrementaron, lo cual puede asociarse a que el SM inducido se encuentra en una etapa
temprana permitiendo una compensacion inicial con una mayor reabsorcion a nivel renal y la
consecuente redistribucién sistémica de este metal en diferentes 6rganos; contrario a lo que
sea ha reportado por varios autores como Seo y colaboradores en el 2014 que asociaron que
durante el sindrome metabdlico existe una disminucién de las concentraciones de este metal
en suero; ademas de una mayor excrecion urinaria de Zn. A nivel hepatico no se apreciaron
cambios por lo que se prosiguié a evaluar la distribucion intracelular del metal en este 6rgano.
(Gammoh & Rink., 2017; Freitas et al., 2017)

El higado juega un papel importante en la homeostasis del zinc, este participa como un
intercambiador rapido de zinc y una reduccion de sus concentraciones ha sido correlacionado
con desregulacion en la funcién y regeneracion hepatica, debido a que este metal esta
involucrado en procesos antioxidantes, antiinflamatorios, antiapoptoticos y es necesario para el
funcionamiento y sintesis de diferentes enzimas. También, en pacientes sanos se ha observado
gue el zinc plasmatico posprandial y los niveles de glucosa séricos estan correlacionados,
sugiriendo que el zinc es tomado por el higado durante el metabolismo de glucosa posprandial.
(Aydemir et al., 2016; Stamoulis et al., 2007)

En condiciones normales, intracelularmente el zinc se encuentra distribuido en un 50% en
el citoplasma, 30-40% en el nacleo y 10% en la membrana y este se encuentra unido a
innumerables proteinas y secuestrado en organelos y vesiculas, por lo tanto, el zinc débilmente
unido llega a encontrarse en concentraciones entre picomolar y nanomolar, (Kambe et al.,
2015); con las tinciones de zinquina y ditizona logramos apreciar cambios en la movilizacion de
zinc producidos por el SM; el zinc débilmente unido a proteinas y el total disminuy6 en el tejido

hepatico, repercutiendo en la expresion de los transportadores y en la regulacion inflamatoria,
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por lo que el Zn disminuido intracelularmente no permite que NFkB sea inhibido permitiendo su

traslocacién al ndcleo y asi la transcripcion de las citocinas inflamatorias y otras moléculas.

La homeostasis del zinc esta estrechamente regulada por un gran nimero de proteinas, donde
los transportadores son parte importante de este proceso; debido a la disminucion apreciada en
el zinc intracelular del tejido hepatico, los transportadores se vieron afectados y tanto como
ZnT1y Zipl4 disminuyeron; ademas esta disminucion puede asociarse a que este transportador
es regulado positivamente por IL-6 e IL-13, donde IL-1( se encuentra sin cambios significativos.,
(Aydemir et al., 2012, Baltaci & Yuce; 2017; Bafaro et al., 2017) Por su parte NFkB ha sido
evaluado en la regulacién de Zipl4 y se demostro que este factor tiene un efecto inhibitorio en
la expresion del gen del transportador Zip14 en macréfagos inducidos con LPS. (Sayadi et al.,
2013), por lo anterior, NFKB podria estar involucrado en la disminucion de la expresion Zipl4
Para el caso de ZnT1, su disminucién podria estar directamente asociada a las bajas
concentraciones de Zn intracelular debido a que es un exportador regulado por el factor de
transcripcion asociado a metales 1 (MTF-1) el cual es estimulado por iones libres de zinc, ya
activo este se transporta al nucleo promoviendo la transcripcidon de ciertos genes,
principalmente ZnT1 y metalotioneinas; lo cual no se realiza debido a la disminucion Zn
intracelular (Grzywacz et al., 2015) Maxel et al (2017) observaron que en mujeres obesas existe
una disminucién en la expresion de Zipl4 en tejido adiposo y que este se correlaciona
inversamente con glucosa en ayunas, opuesto a esto ZnT1 incrementa su expresion y tiene una
correlacion positiva con los niveles de glucosa en ayunas; sin embargo en nuestro modelo
ambos transportadores disminuyeron y esto puede atribuirse al poco tiempo de induccion del
SM, que aunque ya presenta cambios en la distribucion y regulacion de Zn; este metal deberia

ser evaluado a distintos tiempos de induccion para conocer la evolucion de la patologia.
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13 Conclusién

El sindrome metabdlico generado tras haber administrado por 12 semanas una dieta
hipercalérica-hiperglucida, provoca una hiperzinquemia que probablemente es generada por
una reabsorcion de zinc a nivel renal. Por otro lado, el zinc intracelular hepético se encuentra
disminuido, esto es debido a la baja expresion del importador del metal Zip14, lo que trae como

consecuencia una disminucién de la expresion del exportador ZnT1.

En la etapa analizada del sindrome metabdlico no se evidencio inflamacion sistémica, pero si
una inflamacién local a nivel hepatico, probablemente generada por la disminucion de zinc

hepatica.
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12 Mecanismo propuesto

A) Q

Hepatocito

Zn

Citocinas
inflamatorias
Moléculas de
adhesion
Proliferacion

Figura 20 Esquema de los cambios homeostaticos y de concentracion de zinc en higado, orina y suero durante el sindrome metabolico. A) Durante la
etapa temprana de esta patologia, existe un incremento en la reabsorcion del metal en rifion, lo cual permite su reingreso a circulacion y su distribucién a otros
organos. B) La disminucién de las fracciones intracelulares de Zn repercuten en la expresion de los transportadores, debido a que Zn al estar disminuido no permite
la activacion de MTF-1, disminuyendo la expresién proteica de ZnT1; este mismo decremento de Zn permite que NF«B se active y este disminuya la expresion de

Zipl4 y a su vez la de citocinas inflamatorias, moléculas de adhesion y proliferacion, etc.
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13 Perspectivas

1.

Incrementar el nimero de animales para evaluar la relacion entre las citocinas
inflamatorias y la concentracion de zinc.

Evaluar las concentraciones de ARNm de los transportadores y su expresion proteica
intracelular.

Identificar otros transportadores que estén involucrados en la homeostasis del zinc en
tejido hepético durante esta patologia.

Analizar el papel que tiene el zinc en la regulacién de NFkB

Establecer el modelo de sindrome metabdlico con dieta hipercalérica-hiperglacida con

distintos tiempos de ingesta y comparar entre ellos la homeostasis de zinc.
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15 Anexos

1. Composicion caldrica de las dietas seleccionadas

Tabla 11 Concentracion caldrica en cada dieta

Composicion Porcentaje calorico (Kcal/g) | Porcentaje calorico (Kcal/g)
LabDiet 5001 MX/E/2013/047377

Carbohidratos 57.9 77.82

Proteinas 28.507 7.95

Lipidos 13.5 14.22

Fibra (cruda) 5.1 0.0

Ceniza 7.0 0.0

Total 99.99 99.99

2. Concentracion de zinc en la dieta determinada por espectrometria de absorcion atébmica

en flama

Dieta Concentracién de Zn

Normocaldrica LabDiet

79 mg/k
5001 99
Hipecaldrica
19 mg/kg
MX/2013/047377

Tabla 12 Concentraciones de Zn en las dietas seleccionadas
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