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RESUMEN

El zinc es un elemento esencial para la maduracion y diferenciacion de
células espermaticas, y protege ante un ambiente oxidante, la regulacion de los
niveles de zinc que se da a partir de la presencia de transportadores. Actualmente
no hay estudios de la funcion testicular cuando se presenta sindrome metabdlico,
por lo tanto, en este trabajo se evalué la concentracion de zinc testicular, la
redistribucion intracelular, asi como la expresion de los transportadores ZnT1 y
Zipl4 en testiculos de rata; se estableci6 un modelo de sindrome metabdlico en
ratas alimentadas con dietas hipergltcida, hiperlipidica y con cadmio. El zinc en
testiculo se determiné a partir de espectrometria de absorcion atdmica, la
distribucion intracelular del metal se evalué a partir de tinciones con ditizona y
zinquina, la proteina de los transportadores ZnT1 y Zipl4 se determinaron por
inmunohistoquimica. La alimentacion con diferentes dietas generd una patologia
similar al sindrome metabdlico en humanos en una etapa temprana, la expresion de
ZnT1 solo se vio aumentada en el grupo con dieta hiperlipidica, por el contrario, la
expresion de Zip14 disminuyé en el compartimento adluminal donde se localizan los
espermatocitos de todos los grupos de estudio. El dafio provocado por cada dieta
tiene diferente mecanismo, pero todas originan concentraciones desfavorables de
zinc intracelular y con ello un cambio en la dinamica y distribucion del metal, ademas
de inducir hipertrofia celular. El tejido testicular bien, podria estar realizando una
compensacion homeostética para el resguardo y distribucién del zinc hacia células
espermaticas en maduracion, con el objetivo de preservar la viabilidad y el
acondicionamiento del espermatozoide, aunque al haber otros tejidos que requieran
un mayor gasto en las mismas condiciones que se encuentra el testiculo, se puede
estar induciendo una redistribucién de zinc como mecanismo ante la alteracion

metabodlica.
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ABSTRACT

Zinc is an essential element for the maturation and differentiation of sperm
cells, and protects against an oxidizing environment, the regulation of zinc levels that
occurs from the presence of transporters. Currently there are no studies of testicular
function when metabolic syndrome occurs, therefore, in this work, testicular zinc
concentration, intracellular redistribution, as well as the expression of the ZnT1 and
Zipl4 transporters in rat testes were evaluated; A model of metabolic syndrome was
established in rats fed hyperglycemic, hyperlipidic and cadmium diets. Zinc in testis
was determined from atomic absorption spectrometry, the intracellular distribution of
the metal was evaluated from staining with dithizone and zinquin, the protein of the
transporters ZnT1 and Zipl4 were determined by immunohistochemistry. Feeding
with different diets generated a pathology similar to metabolic syndrome in humans
at an early stage, the expression of ZnT1 was only increased in the group with
hyperlipid diet, on the contrary, the expression of Zip14 decreased in the adluminal
compartment where they are located spermatocytes from all study groups. The
damage caused by each diet has a different mechanism, but they all cause
unfavorable concentrations of intracellular zinc and thus a change in the dynamics
and distribution of the metal, in addition to inducing cellular hypertrophy. The
testicular tissue could be carrying out a homeostatic compensation for the protection
and distribution of zinc to maturing sperm cells, with the aim of preserving the viability
and conditioning of the sperm, although there are other tissues that require greater
expenditure on them. conditions that the testicle finds itself, a redistribution of zinc

may be induced as a mechanism for metabolic alteration.
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1. Marco tedrico

1.1.Introduccién

La metaldmica es el estudio del metaloma, asi como de las interacciones y
conexiones funcionales de iones y otras especies metalicas con genes, proteinas,
metabolitos y otras biomoléculas en los sistemas biologicos. Un estudio metalémico
implica un enfoque en metales o metaloides en un sistema biolégico, un vinculo
entre el conjunto de concentraciones de elementos o especiacion de elementos con
un genoma, este vinculo puede ser estadistico, estructural o funcional [Marety cols.,
2018].

Las cantidades de iones metalicos esenciales cubren aproximadamente seis
ordenes de magnitud, desde kg (Ca) a g (Na, K, Mg, Fe, Zn) hasta mg (Cu, Mn, Mo),
debido a que las cantidades de hierro (Fe) y zinc (Zn) estan en el rango de gramos
tipico de los minerales, no se consideran realmente trazas. Los tejidos especificos
requieren de iones metalicos, por ejemplo, calcio (Ca) en los huesos, hierro (Fe) en
la sangre, donde el 90% de todo el hierro se encuentra en la hemoglobina de los
eritrocitos, pero a diferencia del hierro, solo el 1% del zinc se encuentra en la sangre,
lo que lo convierte principalmente en un ion celular, donde la mayor concentracion

de zinc se encuentra en el nucleo [Maret y cols., 2018].

Kg 2 g 2 me
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Figura 1. Cantidades de iones metélicos esenciales presentes en mamiferos. Tomado y modificado
de Maret y cols., 2018.

1.2.Zinc

13



El zinc es el segundo metal mas abundante (después del hierro) presente en
los organismos vivos. Participa como un catién divalente (Zn*?) sin poseer
propiedades redox en condiciones fisioldgicas, dando lugar a las multiples funciones
fisiologicas en una gran variedad de procesos biologicos [Kambe y cols., 2015].

El zinc se absorbe en el intestino delgado, que, en condiciones fisiologicas
normales, los procesos de transporte de captacion no estan saturados. Al ser
obtenido de la dieta, el zinc se libera de los alimentos como iones libres durante la
digestion; las proteinas de transporte especificas pueden facilitar el paso del zinc a
través de la membrana celular hacia la circulacion portal, el zinc es transportado por
ZnT1l y Zip4, ambos transportadores se localizan en la membrana apical de los
enterocitos y, por lo tanto, son de gran importancia en la absorcion de Zn en la dieta
[Bafaro y cols., 2017]. Sin embargo, no son los Unicos transportadores de zinc
presentes en las células. Ademas de los transportadores de Zn, la metalotioneina
(MT) es otra proteina que interviene en el metabolismo del Zn, asi como de otros
microminerales. La MT es el nombre genérico de una ubicua superfamilia de
proteinas de bajo peso molecular, que poseen una estructura Unica, con una
cantidad elevada de grupos sulfuros [Vasak y cols., 2005]. La MT puede ligar 7
atomos de Zn por molécula, formando grupos Zn-tiolato y esta proteina tiene
capacidad de unirse a cobre (Cu), cadmio (Cd) y mercurio (Hg). [Marety cols., 2003].
Los primeros trabajos que investigaron la relacién entre Zn dietario y MT intestinal,
proponian algun rol de esta en la proteccion frente a niveles toxicos, tanto como en
la absorcidon del Zn [Lee y cols., 1992]

El cuerpo humano contiene entre 2 a 4 gramos de zinc (Zn*?) empleados en
funciones cataliticas, estructurales y reguladoras [Li- y cols., 2017), de los cuales
menos del 1% del zinc total se encuentra en suero, el 80% de zinc sérico esta unido
a albumina sérica y el otro 20% esta fuertemente unido a a2-macroglobulina. El 99%
restante se encuentra en distintos tejidos, dentro de los cuales destaca: el musculo
esquelético, el hueso y el higado/piel al almacenar 60, 30 y 5% del Zn total,
respectivamente, y entre 2 al 3% se almacena en otros tejidos [Barnett- y cols.,
2013; Hara y cols., 2017]. Ozen y cols en 2002 demostraron que en testiculos

existen aproximadamente 250 mg/kg de zinc (Zn*?) el cual se encuentra distribuido
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en los diferentes tipos celulares que componen a este tejido. De acuerdo con una
revision realizada por Maret y cols en 2009 al menos el 10% del genoma humano
codifica para la sintesis de proteinas que requieren zinc, ya sea como cofactor o
promoviendo el mantenimiento de su estructura, estos porcentajes corresponden
aproximadamente a unas 3,000 proteinas, de las cuales, al menos 397 proteinas de
zinc son hidrolasas, 302 son ligasas, 167 son transferasas, 43 oxidorreductasas y
24 son liasas/isomerasas. Hay 957 factores de transcripcion; 221 proteinas de
sefalizacion; 141 proteinas de transporte / almacenamiento; 53 proteinas con sitios
metalicos estructurales; y 19 proteinas implicadas en la reparacion, replicacion y
traduccion del ADN. Ademas, hay 427 proteinas con dedos de zinc y otras 456

proteinas de zinc de funcién desconocida.

Absorcién en
Duodenoy yeyuno

Testiculo

[=250 mg/kg de zinc]
Piel PRR
[=5 % de zinc) l "&

( ~ / ’ ¥ Higado
N\ ' . [=5 % de zinc]
% Nk \ —
Hueso : \’ ~ \/

[=30 % de zingl ¢ [ Zincen suero \/ ﬁ Rifion
I

70-150 )} (Excreciénrenal)

dL ‘
ug/ A /— Musculo

Pancreas [=60 % de zinc]

\
4——-—-\ /
\ /
(Secrecion gastrointestinal) / \\\/,,_/\
ﬁ 3%\ Glandulas mamarias

Cerebro ~ [=0.1- 0.3 mg de zinc] Leche materna

Figura 2. Distribucion del zinc en el cuerpo. El zinc de la dieta es absorbido en el duodeno y
yeyuno para luego ser distribuido a los tejidos periféricos. Aproximadamente el 60% del zinc se
almacena en el misculo esquelético, aproximadamente el 30% en los huesos y aproximadamente
el 5% se almacena en el higado y la piel. El porcentaje restante se distribuye a otros tejidos como el
cerebro, rifidn, pancreas y testiculo. El zinc en exceso se excreta a través de la secrecion
gastrointestinal, desprendimiento de células mucosas y tegumentos. La distribucién del zinc en el
cuerpo se controla minuciosamente mediante una regulacion coordinada por los transportadores ZnT

y Zip. Tomado y modificado de Kambe y cols., 2015.
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1.3.Dinamica del Zinc

1.3.1. Transportadores de zinc

Los transportadores de zinc son los responsables de mantener las
concentraciones de zinc citosolico, asi como los niveles de zinc en los diferentes
compartimentos celulares, dichos transportadores pertenecen a dos familias:
SLC30y SLC39.

La familia SLC30 o ZnT, estd comprendida por 10 miembros que funcionan
para disminuir la concentracion citosolica de zinc, transportando al metal desde el
citosol al espacio extracelular o dentro de los compartimentos intracelulares. ZnT1
es el unico miembro de la familia SLC30 que se expresa de manera ubicua en la
membrana plasmatica [Bafaro y cols., 2017; Kambe y cols., 2015]. La mayoria de
las proteinas ZnT tienen seis dominios transmembrana (DTM), excepto el ZnT5 que
tiene 12 DTM. Se predice que la mayoria de las proteinas ZnT tienen terminales
citoplasmaticos amino y carboxilo. Las proteinas ZnT tienen un bucle largo y rico en
histidina entre los DTM IV y V, que podria presentar un dominio de unidon a metales.
Es posible que las proteinas ZnT actlen como dimeros o trimeros [Liuzzi y col.,
2004].

16
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Figura 3. Topologia de los transportadores ZnT. Se cree que los transportadores ZnT funcionan
como dimeros en forma de Y con seis hélices transmembranales (TM) (excepto ZnT5). Las hélices
I, I, IV'y V de dominios TM forman un haz compacto de cuatro hélices donde cuatro residuos
hidréfilos conservados (Histidina/Acido aspartico- Histidina/Acido aspartico) de las hélices Il y V de
dominios TM forman el sitio de unién intramembranoso de zinc. Los transportadores ZnT son
funcionales como intercambiadores Zn?*/H* en relacion 1:1. Se cree que el asa citosdlica rica en
histidina esta implicada en la deteccién y la translocacién de zinc al sitio de HD-HD. Tomado y

modificado de Kambe y cols., 2015.

La familia SLC39 o Zip comprenden 14 miembros que funcionan para
aumentar la concentracion citosélica de zinc transportando al metal al citosol desde
el espacio extracelular o desde los compartimentos intracelulares [Bafaro y cols.,
2015]. La mayoria de las proteinas Zip tienen ocho DTM con terminaciones amino
y carboxilo extracelulares (o intravesiculares). Tienen una region de bucle largo
entre los DTM Il y IV y un C terminal muy corto, ademas de tener un dominio rico

en histidina [Liuzzi y col., 2004].
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Figura 4. Topologia de los transportadores Zip. se cree que los transportadores ZIP forman

homodimeros con ocho hélices TM. Se predice que los residuos de histidina resaltadas en las hélices
TM IV y V estan involucradas en un sitio de union de zinc intramembranoso. Los miembros de la
subfamilia LIV-1 se caracterizan por una porcion amino-terminal extracelular larga que contiene el
motivo CPALLY y el motivo CHEXPHEXGD en la hélice TM V. El dominio similar a PrP también se
encuentra en algunos transportadores ZIP (ZIP5, ZIP6 y ZIP10). La flecha indica el sitio de
procesamiento previsto alrededor del motivo CPALLY en algunos transportadores ZIP (ZIP4, ZIP6 y
ZIP10). La porcién aminoterminal extracelular larga de la mayoria de los miembros de la subfamilia
LIV-1 esta generalmente altamente glicosilada. Los transportadores Zip son muy grandes y este

esquema solo representa una figura grafica. Tomado y modificado de Kambe y cols., 2015.

Tanto Zip como ZnT funcionan de manera opuesta pero coordinada para asi
mantener la homeostasis celular del zinc. Debido a que se ha estudiado a detalle la
distribucién tisular de la familia ZIP y ZnT (tabla 1) y la expresion diferencial basada
en el género, todavia no se definen bien los mecanismos de accién de estos

transportadores de zinc.
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Tabla 1. Transportadores de zinc, ubicacion celular, expresion especifica de

tejido.

Transportador de

zinc

Localizacion celular

Expresion en tejidos

SLC39A1/ZIP1

Membrana de plasma

Expresado ubicuamente

SLC39A2 / ZIP2

Membrana de plasma

Sangre, préstata

SLC39A3/ ZIP3

Membrana

compartimentos intracelulares

plasmatica,

Glandula mamaria, préstata

SLC39A4 / ZIP4

Membranas apicales

Intestino delgado, estobmago,

colon, rifdn, cerebro

SLC39A5 / ZIP5

Membranas basolaterales

Pancreas, rifién, higado, bazo,

colon, estémago

SLC39A6 / ZIP6

Membrana de plasma

Expresado ubicuamente

SLC39A7 | ZIP7

Aparato de Golgi,

endoplasmico

reticulo

Expresado ubicuamente

SLC39A8 / ZIP8

Vesiculas

Expresado ubicuamente

SLC39A9 / ZIP9

Red Trans-Golgi

Expresado ubicuamente

SLC39A10/ZIP10

Membrana de plasma

Expresado ubicuamente

SLC39A11/ZIP11

Desconocido

Glandula mamaria

SLC39A12/ZIP12

Desconocido

Retina, cerebro, testiculos,

pulmén

SLC39A13/ZIP13

Aparato de Golgi

Expresado ubicuamente

SLC39A14 / Zipl4 | Membrana de plasma Expresado ubicuamente
SLC30A1/ZnT1 | Membrana de plasma Expresado ubicuamente
Pancreas, rifién, testiculo,
SLC30A2 / ZnT2 | Vesiculas, lisosomas células epiteliales, intestino
delgado
SLC30A3/2ZnT3 | Vesiculas sinapticas Cerebro, testiculo
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Glandula mamaria, cerebro,

SLC30A4/ZnT4 Compartimentos intracelulares intestino delgado, placenta,
sangre, células epiteliales
Vesiculas secretoras, aparato de _
SLC30A5/ ZnT5 _ Expresado ubicuamente
Golgi
Vesiculas secretoras, aparato de Intestino delgado, higado,
SLC30A6 / ZnT6 _ i _
Golgi cerebro, tejido adiposo
Retina, intestino delgado,
SLC30A7 / ZnT7 | Aparato de Golgi higado, sangre, células
epiteliales, bazo
SLC30A8/2ZnT8 | Vesiculas secretoras Células B pancreaticas
SLC30A9 /ZnT9 | Citoplasma, nucleo Expresado ubicuamente
SLC30A10/ ,
Desconocido Higado, cerebro
ZnT10
MT1 Citoplasma, nucleo, mitocondrias Expresado ubicuamente
MT2 Citoplasma, nucleo, mitocondrias Expresado ubicuamente
MT3 Citoplasma, nucleo Cerebro, testiculo
MT4 Citoplasma, nucleo Epitelio escamoso
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Figura 5. Localizacién subcelular y direccion del transporte de zinc de los transportadores
ZnT y ZIP. La localizacion primaria de los transportadores ZnT se muestra con flechas verdes,
mientras que la localizacién de los transportadores Zip se muestra con flechas rojas. Debido a que
la dindmica de los transportadores esta en dependencia de varios estimulos, en esta ilustracion se
muestran de forma estética. El zinc citosolico se transporta hacia dentro o fuera de los diferentes
compartimentos subcelulares, incluidos aquellos compartimentos secretorios especificos de las
células, por ejemplo, las vesiculas sinpticas o los granulos de insulina. Tomado de y modificado de
Kambe y cols., 2015.

1.3.2. Papel de los transportadores de Zinc en el transporte de Cadmio

El cadmio es un metal perteneciente a la familia 11B, el cual tiene dos estados
de valencia 0 o0 2%, sin embargo, el Unico de importancia biolégica es el cadmio (Il),
ya que posee un orbital d'° completamente lleno, lo cual lo asemeja al Zn?*, ya que
ambos poseen la falta de quimica redox. El Cd?* se comporta como un &cido de
Lewis mas débil que el propio zinc, por lo que presenta estabilidades ligeramente

menores en complejos con oxigeno y ligandos nitrogenados [Guzman y cols.,2018].
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Sin embargo, Giedroc y col.,(2007) demostraron que la afinidad es inversa en
presencia de ligandos sulfaricos, por lo que el cadmio es mas tiofilico que el propio
zinc. Debido a una vida media biologica considerablemente larga y una tasa de
excrecion muy baja, la acumulacion de Cd en diferentes 6rganos del cuerpo (p. €j.,
higado, rifién y testiculos) a lo largo del tiempo se asocia con el funcionamiento
perturbado de estos 6rganos. En los testiculos, se ha informado que el Cd induce
estrés oxidativo, apoptosis de células espermatogénicas, reduccion en la
produccion de andrégenos y funciones espermaticas, considerandose
diabetogénico.

Himeno y cols., (2019) demostraron que Zipl4 también es utilizado para el
transporte de Cd*? en las células. Los analisis cinéticos de la incorporaciéon de
metales en las células, en las que ZIP14 se expresa ectOpicamente, han
demostrado que ZIP14 es uno de los transportadores de Cd?*, Mn?* y Zn?*
[Girijashanker y cols., 2008]. Por otro lado, una evaluacién de la concentracién de
zinc logré reconocer que los niveles de ARNm de ZIP14 eran muy similares en
diferentes tejidos, pero clasificados como higado > duodeno > cerebro > testiculo >
riidn> pulmon [Girijashanker y cols., 2008]. En un estudio realizado por Satarug S.
y cols., (2021) demostraron gue una reduccién en la expresion de transportadores
de zinc que son responsables de la captacion de Cd, ZIP8 y ZIP14, junto con un
aumento en la expresién de transportadores de exclusion de Cd como ZnT1
produciria resistencia a la toxicidad de cadmio en las células que expresan a los

transportadores estudiados.

1.4.Zinc y testiculo

El Zn tiene un papel clave en la espermatogénesis desde varias perspectivas;
el Zn se encuentra principalmente en las células de Leydig, las espermatogonias
tardias de tipo B y las espermatidas, es esencial para la produccién y secrecién de
testosterona de las células de Leydig. Como resultado, la deficiencia de Zn se ha

asociado con una funcion reducida del receptor de la hormona luteinizante, la



sintesis de esteroides disminuida y el dafio celular de Leydig que se origina del
estrés oxidativo. El Zn se encuentra en una alta concentracidn en los espermatocitos
en desarrollo debido a la necesidad de Zn durante la condensacion del ADN y la
meiosis, también facilita la condensacibn de ADN en espermétidas y se ha
demostrado que prolonga la sobrevivencia de los espermatozoides una vez

liberados post eyaculacion [Croxford y cols., 2011].

Hasta 2016 se detectaron en ratas Sprague-Dawley transportadores de zinc
gue participan en la dinamica del metal en testiculo en condiciones normales, de la
familia de los exportadores se han localizado ZnT1, ZnT2 y ZnT3 en células de
Sertoli, espermatocitos paquitenos como en espermatidas redondas, ZnT7 en
espermatocitos, ZnT8 y ZnT10 en espermétidas redondas [Downey y cols., 2016].
Por su parte, los importadores que se han localizado en testiculos humanos son
ZIP1 gue se detectd sOlo en esperméatidas y espermatozoides, ZIP5, ZIP6, ZIP8 en
espermatogonias, espermatocitos, espermatidas y espermatozoides. En ratones,
ZIP14 se ha localizado en espermatogonias; ZIP5, ZIP8 y ZIP10 se han localizado
en espermatocitos; ZIP6, ZIP8 y ZIP10 se han localizado en espermatidas
redondas; ZIP1y ZIP6 se han localizado en esperméatidas alargadas; y ZIP5 se ha

localizado en células de Sertoli [Downey y cols., 2016].

El equilibrio homeostatico que ejercen los transportadores de zinc y algunas
metaloproteinas se puede ver alterado por patogénesis cronicas, por ejemplo, el

sindrome metabdlico.

1.5.Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico es un conjunto de alteraciones metabdlicas, que se
caracteriza por presentar cuadros de resistencia a la insulina, dislipidemia
aterogénica, hipertension arterial sistémica y obesidad central. La fisiopatologia
incluye factores genéticos y adquiridos, que conllevan a un mayor riesgo en el
desarrollo de enfermedad cardiovascular aterogénica. Asi mismo, factores

ambientales, alto consumo de calorias, el sedentarismo y el estilo de vida se
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consideran dentro de los principales contribuyentes para la generacion de sindrome
metabodlico [Rochlani y cols., 2017]. Existe evidencia de datos sustanciales y
consistentes de que la exposicidn a la ingesta excesiva de carbohidratos tiene
efectos perjudiciales sobre multiples factores de riesgo cardiometabdlicos [Taskinen
y cols., 2019]. En modelos preclinicos, se observo que las células endoteliales
vasculares cultivadas expuestas a concentraciones de glucosa hiperglucémica
producian niveles mejorados de especies reactivas de oxigeno (ROS), observando
un espectro relativamente amplio de lesiones celulares y metabdlicas asociadas a
la hiperglucemia a largo plazo en diversos sistemas de 6rganos periféricos y tejidos
nerviosos centrales y se ha relacionado funcionalmente con procesos de
sefalizacion aberrantes mediados por enzimas selectivas de la via biosintética de
hexosamina (HBP), lo que promueve la modificacion postraduccional de enzimas
reguladoras celulares clave y proteinas de membrana, [Stefano, G. B. y cols., 2016]
alterando directamente a los principales procesos de control, siendo uno de los

mecanismos que genera SM.

Actualmente, ademas de consumir una dieta rica en carbohidratos también
es popular en poblaciones urbanas y suburbanas consumir una dieta alta en grasas,
lo que puede contribuir a la disfuncion del tejido adiposo y la inflamacion metabdlica.
Cuando los acidos grasos libres circulantes aumentan, pueden inducir lipotoxicidad
en los tejidos periféricos, como disfuncion hepatica y de las células B. La alta
afluencia de &cidos grasos libres al higado desencadena la produccion de
triglicéridos de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y contribuye al desarrollo
de dislipidemia. Posteriormente, estas deficiencias pueden conducir a sindromes

metabdlicos [Tan y cols., 2019].

El sindrome metabdlico no tiene una definicion establecida, sin embargo,
existen diferentes organizaciones de salud a nivel mundial que han establecido
distintos criterios clinicos para considerar a una persona con SMet no (Tabla 2),
entre ellos tenemos a: la Organizacion Mundial de la Salud, Asociacion Americana

de Endocrindlogos Clinicos, Panel Il de tratamiento de adultos del Programa

24



Nacional de Educacion sobre el Colesterol (NCEP) (ATP-IIl) y la Norma Oficial
Mexicana 015 SSA2-2010.

Obesidad

Glucosa

Triglicéridos

HDL-C

Presion

sanguinea

Otros

OMS (1998)
Hombres: relacion
cintura cadera >0.90;
Mujeres: relacion
cintura cadera:
>0.85; e IMC > 30
kg/m?2.

Intolerancia a la
glucosa, glucosa en
ayunas alterada o
Diabetes tipo 2.

=150 mg/dL.

< 40 mg/dL en
hombres;

< 50 mg/dL en
mujeres.

= 140/90 mm de Hg.

Microalbuminuria,
radio
albumina/creatinina
>30 mg/g.

AACE (2003)
IMC > 25
kg/m?.

Intolerancia a
la glucosa o
glucosa en
ayunas
alterada.
=150 mg/dL.

< 40 mg/dL en
hombres;
< 50 mg/dL en
mujeres.

> 130/85 mm
de Hg.

Sedentarismo,
historia
heredofamiliar.

NCEP ATPIII (2005)

Circunferencia de la
cintura: 2 102 cm en
hombres;
Circunferencia de la
cintura: =2 88 cm en
mujeres.

> 100 mg/dL
(incluyendo Diabetes
tipo 2).

= 150 mg/dL. o en
tratamiento para
triglicéridos elevados.

< 40 mg/dL en
hombres;

< 50 mg/dL en
mujeres; o] en

tratamiento para
disminuir colesterol.

= 130/85 mm de Hg o
en tratamiento de
antihipertensivos.

NOM-015-SSA2-
2010
Circunferencia de
la cintura: =2 90 cm

en hombres;
Circunferencia de
la cintura: =2 80 cm
en mujeres.

=100 mg/dL.

=150 mg/dL.

< 40 mg/dL en
hombres;
< 50 mg/dL en
mujeres.

>130/85 mm de Hg.

Tabla 2. Criterios y definiciones de sindrome metabdlico. OMS: organizacion mundial de la salud;
AACE: American Association of Clinical Endocrinologist; NCEP ATPIII: Expert Panel on Detection,
Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults.

1.6.Sindrome metabélico y Zinc

El zinc juega un papel importante en la prevencion del sindrome metabdlico,

incluyendo dislipidemia aterogénica, hiperglucemia, hiperinsulinemia y presién

arterial elevada, mediante la inhibicion de la expresién de citosinas pro-inflamatorias
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protegiendo contra el dafio por estrés oxidativo, también participa en el metabolismo
de la glucosa y los lipidos al participar como co-factor enzimatico y de esta manera
regulando la actividad de las distintas enzimas involucradas en el metabolismo de

estas biomoléculas [Y. Wang y cols., 2018].

El grupo de investigacion de Park, y cols., (1986) puso en evidencia que en
ratas Sprague - Dawley con sindrome metabdlico existe una desregulacion en la
tolerancia oral a la glucosa, generada por la resistencia periférica a la accion de la
insulina, en relacion con este estudio, M. You y cols., (2010) demostraron que la
deficiencia de zinc promueve la generacién de resistencia a la insulina, el

crecimiento del tejido adiposo y la falta de crecimiento de roedores.

Asi mismo, se ha evidenciado que hay un incremento de la eliminacién de
zinc en orina y una disminucion de zinc en plasma, en pacientes diabéticos [S. Wang
y cols., 2016]. Por otro lado, hallazgos encontrados por J. Lee y Y. Kim en 2013
demostraron que el cadmio es un factor de riesgo para generar sindrome

metabdlico.

1.7.Testiculos, sindrome metabdlico y Zinc

1.7.1. Testiculo

El testiculo posee dos funciones diferentes, pero a la vez intimamente
relacionadas con la reproducciéon: la produccion y almacenamiento de células
germinales masculinas, espermatozoides, asi como la bhiosintesis y secrecién de
hormonas sexuales masculinas, andrégenos. Los primeros son producidos por los
tubulos seminiferos, son transportados por un sistema de canales desde el testiculo
al exterior para el proceso de fertilizacion [Tresguerres y cols., 2020].Los
andrégenos son producidos en las células intersticiales de Leydig, estan
encargados de la \virilizacion del individuo. Como es evidente, la
compartimentalizacién estructural en tubulos seminiferos e intersticio crea una

division topografica de la doble funcion del testiculo: espermatogénesis y
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esteroidogénesis. El testiculo esta cubierto por la tunica albuginea (capsula), la
tlnica vaginal (saco mesotelial) y una capa externa de piel delgada y arrugada, el
escroto. La espermatogénesis tiene lugar en el epitelio seminifero de los tubulos
[Cuiy cols., 2001].

1.7.2. Espermatogénesis

La espermatogénesis implica una secuencia ordenada de cambios a medida
gue las células avanzan a través de la mitosis (espermatogonias), la meiosis
(espermatocitos) y la espermiogénesis (espermatidas). Tiene lugar en los tibulos
seminiferos, dispersos en muchas bolsas diferentes que proliferan y se desarrollan
(Figura 6). El espacio de los tubulos seminiferos se divide en compartimentos basal
(membrana basal) y adluminal (luz) por fuertes complejos de unién intercelular
llamados “uniones estrechas” permitiendo la prediccion de la ubicacion de las
células espermatogénicas. Los tubulos seminiferos estan revestidos por células de
Sertoli altamente especializadas que descansan sobre la membrana basal tubular y
se extienden hacia la luz con una compleja ramificacion del citoplasma. Fomentan
la proliferacion y el desarrollo de las células de Sertoli durante el periodo gestacional
[Agarwal y col., 2011].

Las espermatogonias se pueden identificar por su posicion (en contacto con
la membrana basal) y sus nucleos ovalados en interfase con el eje largo paralelo a
la membrana basal. Los espermatocitos primarios se someten a varias subfases de
la profase I, pero, aqui, las subestaciones anteriores se denominan prepaquiteno.
Los cromosomas que se condensan en los espermatocitos primarios de
prepaquiteno tienden a agruparse en un borde de la envoltura nuclear. Por el
contrario, los cromosomas pareados de los espermatocitos primarios de paquiteno
de bandas anchas llenan el nucleo. Los espermatocitos primarios de paquiteno son
abundantes en secciones porque esta es la fase de la meiosis de mayor duracién.
Después de que un espermatocito primario completa el paquiteno, los pasos

restantes de la meiosis | y la meiosis Il (por los espermatocitos secundarios hijos)

27



se completan muy rapidamente, por lo que los ejemplos de células en estas etapas
de la meiosis son més dificiles de encontrar en secciones. Las células en la
metafase | o en la metafase Il son las mas llamativas y faciles de localizar. Los
productos de la meiosis Il son espermatidas. Estas células haploides comienzan
como espermatidas tempranas, reconocibles por sus pequefios nucleos esféricos
en interfase. La primera evidencia clara de que la espermiogénesis esta en marcha
es un cambio en la forma del nucleo de esférico a una forma ancha de diamante;
una célula con tal nicleo puede denominarse esperméatida intermedia. Cuando el
nacleo ha asumido la forma puntiaguda y el aspecto denso de un espermatozoide,
pero permanece insertado profundamente en el epitelio, la célula puede
denominarse espermatida tardia. Finalmente, los ndcleos de los espermatozoides
desprendidos pueden reconocerse facilmente, porque forman una fila en la
superficie del epitelio y se superponen a una capa de cuerpos residuales (Figura 7)
[Cuiy cols., 2001].

LUMEN

Espermatozoides

Espermatidas

Espermatocitos
secundarios

COMPARTIMENTO
ADLUMINAL

Figura 6. Seccion del
epitelio germinal en el
tubulo seminifero. Las
células de Sertoli
dividen el epitelio
germinal en un
compartimento basal y
adluminal. Tomado y
modificado de Agarwal
y col., 2011. Espermatogonia B

COMPARTIMENTO
BASAL

Espermatocitos
primarios

Lamina basal

ESPACIO
INTERSTICIAL
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Se sabe que la funcionalidad de los testiculos puede verse afectada por
enfermedades metabdlicas como el sindrome metabdlico, esta enfermedad es
multisistémica ya que compromete la funcionalidad de distintos érganos, como lo
son, el rifién, cerebro, higado, pancreas, musculo, adiposo, sin embargo,
recientemente se ha considerado tener un impacto sobre la funcion y dinamica
gonadal [Liu y cols., 2019]. El sindrome metabdlico, afecta la funcion testicular al
reducir los niveles totales de testosterona y globulina fijadora de hormonas
sexuales, ademas de tener un efecto perjudicial sobre la espermatogénesis. Por
otro lado, el hipogonadismo aumenta aun mas la resistencia a la insulina, que es la
principal caracteristica fisiopatologica del sindrome metabdlico [Goulus y cols.,
2008].

. 2. Espermatocito 3. Espermatocito 4. Espermatocito
1. Espermatogonia primario pre primario primario o
paquiteno paquiteno secundario en
metafase
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Figura 7. Descripcion general de las células espermatogénicas facilmente
identificables en el epitelio seminifero. Tomado y modificado de Cui y cols., 2001.
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Debido a la disfuncion testicular que genera el sindrome metabdlico, también
podria llevar a la modificacion de la dinamica del Zn, que toma gran importancia en
la regulacion de los procesos de espermatogénesis y espermiogénesis, sin
embargo, no hay estudios que relacionen la homeostasis del zinc en testiculos
cuando se presenta sindrome metabdlico. De acuerdo con lo citado por Carlo
Foresta y cols., 2014 el zinc es esencial a lo largo de todas las etapas de desarrollo
de los espermatozoides, y es esencial la absorcion del metal para el correcto
funcionamiento de los testiculos, epididimo y préstata. Una deficiencia de Zn
conlleva a procesos apoptoticos, al favorecer la activacion del sistema de caspasa

3y caspasa 8, generando la muerte celular de los precursores espermatogénicos.

En los espermatozoides el Zn juega un papel clave en la condensacion del
DNA, a partir de enlaces coordinados con grupos tiolicos de las protaminas 1y 2

[Champroux y cols.,2016].

La dinamica y regulacién de los niveles de Zn en la gonada masculina se
lleva a cabo por los transportadores ya mencionados anteriormente. Foresta y cols.,
(2014), puso en evidencia que el transportador mas abundante en este tejido es el

transportador transmembranal ZnT1.

Ante un estado hiperglucemiante, la absorcion de Zn se ve disminuida y la
eliminacion por orina se ve incrementada, afectando la absorcion, almacenamiento
y reabsorcion de Zn, comprometiendo de esta manera la biodisponibilidad de este
metal en los distintos tejidos, evento que impacta en la funcion de las
metaloenzimas antioxidantes en testiculo, como es el caso de SOD, GPXS5, factores
de transcripcién como Nrf2 y asi mismo en la sintesis de testosterona en las células
de Leydig e incrementando la expresion de NF-kB y por tanto la regulacion

inflamatoria gonadal que se refleja en un dafio testicular [Maremanda y cols., 2016].
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2. Definicién del problema

El sindrome metabdlico es la concurrencia de multiples factores, tales como
hipertension arterial, obesidad central, alteraciones en el metabolismo de glucosa,
dislipidemia, las cuales se establecen como factores de riesgo para generar
problemas cardiovasculares, causado por excesos dietéticos y factores poco
usuales, sin embargo, los estudios relacionados con testiculos han sido limitados,
tomando en cuenta que la principal alteracion es la disfuncion testicular, que
conlleva a una ineficiencia en la espermatogénesis y la espermiogénesis, sin
embargo, no hay estudios que relacionen al sindrome metabdlico con zinc y

testiculo.

Segun lo reportado por ENSANUT en el afio 2018 se identificaron en la
poblacion mexicana a pacientes con diagnostico de sindrome metabdlico, de los
cuales en personas mayores de 20 afios 15.2 millones de esas personas padecen
hipertension arterial, de los cuales el 15.3% son hombres, 17.7% presentan

dislipidemia 73% de esa padece obesidad o sobrepeso.

El zinc es un elemento presente de forma diversa en los tejidos, siendo
testiculo uno de los que tiene mayores concentraciones del metal y donde se lleva
a cabo la regulacidon de la espermatogénesis y sintesis de testosterona, en
presencia de sindrome metabdlico se puede generar un estado de inflamacion
cronico a nivel sisttmico que bien puede desencadenar una importante
hipozinquemia y por consecuente un impacto en el tejido, sin embargo, no se
encuentran estudios que evalien y relacionen la interaccion que existe entre el

sindrome metabdlico y la homeostasis de zinc en testiculos.

3. Pregunta de investigacion

¢, Como se ve modificada la homeostasis del Zinc en testiculos de rata Wistar
con Sindrome Metabdlico inducido por dieta hipergltcida, hiperlipidica e intoxicacion

con cadmio?
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4. Justificacion

El sindrome metabdlico representa un importante problema de salud publica
debido a su creciente incidencia en todo el mundo y su asociacion con afecciones

graves que amenazan la vida, como las enfermedades cardiovasculares.

De 2015 a 2016, en México se detectaron 120,284 pacientes con sindrome
metabdlico, ademas, segun los resultados de las encuestas de ENSANUT en el
2018 revelan que el 6% de la poblacion en etapa preescolar, 15.3% en edad escolar,
14.2% en adolescentes y 33.6% de adultos presentaron obesidad o sobrepeso. Al
categorizar a los adultos por perimetro de cintura, se observa que 71.8% tiene
obesidad central. Mientras que la prevalencia de hipertension arterial en adultos
mexicanos en condicion de vulnerabilidad fue de 49.2% (46.8% en mujeres 'y 52.2%
en hombres) [Goulus y cols., 2008]. De acuerdo con estas cifras de 2016 al 2018,

los hombres con factores de riesgo para sindrome metabdlico han incrementado.

Por su parte, el INEGI estima que un 40% de las muertes en México se deben
a alguna enfermedad relacionada con el sindrome metabdlico: diabetes mellitus
(15%), enfermedades isquémicas del corazon (13.4%), enfermedades del higado
(5.4%) y eventos cerebrovasculares (5.2%). Mas grave aun, a pesar de su
relevancia en la salud publica, el sindrome metabdlico es desconocido por gran
parte de la poblacion (ENSANUT, 2018).
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5. Hipotesis

Hipotesis alternativa (Ha)

La concentracion de zinc y la expresion de los transportadores Zipl4 y ZnT1
se ve alterada en testiculos de rata de la cepa Wistar, al generar sindrome
metabdlico a partir del consumo de diferentes dietas.

Hipotesis nula (HO)

La concentracion de zinc y la expresion de los transportadores Zipl4 y ZnT1
no se ve alterada en testiculos de rata de la cepa Wistar, al generar sindrome
metabalico a partir del consumo de diferentes dietas.
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6. Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto del sindrome metabdlico sobre la expresion de los
transportadores Zip14, ZnT1 y la concentracion de zinc en testiculo de rata.

Objetivos especificos

En los distintos modelos de sindrome metabdlico:

=

Establecer tres modelos del sindrome metabdlico en rata cepa Wistar.

2. Evaluar el efecto del sindrome metabdlico sobre los niveles de zinc en
testiculo.

3. Determinar cdmo afecta el sindrome metabdlico la expresion de ZnT1y Zipl4
en testiculo.

4. Determinar si hay cambios histolégicos en el testiculo de rata con sindrome

metabdlico,
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7. Diagrama de trabajo

24 Ratas Macho Wistar
100 g de peso
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8. Disefo experimental

8.1.Tipo de estudio
8.1.1. Experimental, exploratorio, analitico, cuantitativo, transversal.
8.2.Tipo de muestreo
8.2.1. Aleatorio simple.
8.3.Universo del trabajo
8.3.1. 24 ratas cepa Wistar macho, con aproximadamente un peso de 100
g.
8.4.Muestra
8.4.1. 24 ratas cepa Wistar: testiculos.
8.5.Criterios de seleccion
8.5.1. Criterio de inclusion
8.5.1.1. Ratas macho, cepa Wistar, con aproximadamente un peso de
100 g.
8.6.Criterios de exclusion
8.6.1. Ratas macho diferentes a la cepa Wistar, ratas enfermas, ratas
hembra, ratones macho.
8.7.Criterios de eliminacion
8.7.1. Ratas enfermas durante la administracion de la dieta, ratas que
presenten un padecimiento ajeno a sindrome metabdlico al finalizar la
administracion de la dieta.
8.8.Variables
8.8.1. Independientes
8.8.1.1. Edad (no mayores a 5 meses), sexo: machos.
8.8.2. Dependientes
8.8.2.1. Concentraciones de zinc en testiculos, numero de células
germinales por tubulo seminifero, distribucion de zinc intracelular y

en compartimentos.
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9. Metodologia

9.1.Establecimiento del modelo y obtencién de muestras

Como modelo animal, se eligieron ratas de la cepa Wistar; estas fueron
proporcionadas por el bioterio Claude Bernal; 24 ratas Wistar macho recién
destetadas que, al alcanzar aproximadamente 100 g de peso, se dividieron en

cuatro grupos:

e Grupo Control o con “Dieta normocalérica” (n=6) las cuales fueron
alimentadas con dieta estandar (LabDiet 5001) y agua ad libitum;

e “Dieta hiperglucida” (n=6) donde la dieta que se proporciono se encuentra
patentada y ésta permite inducir el sindrome metabdlico al objeto de
experimentacion (MX/E/2013/047377) y agua ad libitum,

e “Dieta hiperlipidica” (n=6) donde la dieta a proporcionar es rica en lipidos
(LabDiet 5008) y agua ad libitum,

e “Dieta normocaldrica con acceso a agua con 15 ppm de CdClI>".

Estas condiciones de alimentacion se mantuvieron el tiempo de induccion del
sindrome metabdlico, con una duracion de 3 meses, en una caja de policarbonato,
la cual fue acondicionada con una cama de aserrin limpio, se mantuvieron a una
temperatura (22 °C) controlada y ciclos de luz oscuridad de 12 horas. Después de
transcurridos los tres meses de dieta, se obtuvieron los testiculos a partir del
sacrificio de las ratas; con el siguiente procedimiento: las ratas fueron anestesiadas
con pentobarbital sédico (50 mg/Kg), y se perfundieron a fondo con solucién salina
isotonica (8.5 g de NaCl/L), posteriormente las muestras se almacenaron en

condiciones adecuadas hasta su analisis.

9.2.Parametros metabdlicos

A los tres meses de la administracion de las dietas hipercaléricas y con
cadmio, se realizo la determinacion de parametros metabdlicos, de los cuales se

incluyeron: una prueba de tolerancia oral a la glucosa, donde se dio una carga oral
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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, 60 y 90 minutos después de la carga, esto
mismo se realizod 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.

9.3.Cuantificacion de Zinc en testiculo

Se utilizaron 500 mg de tejido y se colocaron en una mezcla de acido nitrico
(15.6 M) y acido perclorico (50%) en una relacion 1:1, dicha mezcla se incubé a 37
°C por 5 dias en un bafio seco AccuBlock (Labnet) hasta que estuvo totalmente
digerido el tejido. Posteriormente, el digerido fue diluido con agua desionizada en
relacion 1:25. El zinc presente en las soluciones fue determinado con un
espectrometro de emision optica de flama acoplado a flama inductivamente (Varian
730-ES ICP), el cual se calibrara con soluciones estandar de ZnClz con
concentraciones de 0.5, 1.0 y 1.5 ppm; la concentracion final del metal se obtendra
mediante la interpolacién de la absorbancia de las muestras en la curva de

calibracion [Violeta Aburto y cols., 2016].

9.4.Tincidon con Hematoxilina Eosina

Los portaobjetos con cortes de tejido a 8 ym fueron calentados a 60°C por
30 minutos para desparafinar y en seguida se colocaron en xilol para eliminar los

restos de parafina.

Una vez desparafinadas las muestras, se estandarizaron las condiciones
para definir los tiempos adecuados de cada colorante, se inicié con hematoxilina,
colorante que tifie ndcleos de las células y estructuras acidas, el exceso de
colorante se retir6 con enjuagues de agua corriente, posteriormente se dio un bafio
por alcohol acido, decolorando el exceso de hematoxilina, se enjuagd con agua
corriente y se dio un bafo en carbonato de litio para neutralizar y hacer virar la

hematoxilina, se enjuagd con agua corriente y se procedio a contrastar los tejidos
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con eosina, después se deshidrataron las muestras en una serie de alcoholes de
menor a mayor concentracion, empezando con alcohol al 96% hasta llegar a alcohol
absoluto, finalmente se aclararan las muestras con xilol, se montaron con resina y
se coloc6 un cubreobjetos para ser observadas con microscopio optico (LEICA ICC
50 HD). El andlisis de las fotomicrografias capturadas se realiz6 mediante un

software llamado Image J.

9.5.Tinciones de zinquina y ditizona

En las tinciones de zinquina se realizé una dilucidon de una solucién recién
preparada de Etil éster de zinquina en DMSO (5 mM) en PBS a una concentracion
final de 25 uM y se aplicara a los tejidos contenidos en los portaobjetos cortados a
8 um durante 40 minutos, después las muestras fueron lavadas tres veces con agua
desionizada para remover el exceso de zinquina, se dejaron secar y finalmente se
les adicion6 medio de montaje (Vectashield). La fluorescencia de zinquina se
visualiz6 por microscopia de fluorescencia (Olympus BX41) con una longitud de
onda de excitacion de 351-358 nm y una de emision a 460 nm. El analisis de las

fotomicrografias capturadas se realizé mediante el software Image J.

Para la tincion de ditizona se ocuparon 100 ug de ditizona (sigma) y se
disolvieron en acetona, a la cual se le adicion6 un volumen igual de agua libre de
zinc. Los portaobjetos con los cortes de tejido a 8 um fueron expuestos por 30
minutos, seguido por lavados de agua desionizada, estos se dejaron secar y se
cubrieron con cubreobjetos y finalmente fueron observados con microscopio optico
(LEICA ICC 50 HD). El andlisis de las fotomicrografias capturadas se realiz6

mediante el software Image J [Franklin y cols., 2012].
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9.6.Cuantificacion de células germinales

La identificacidon se baso en la descripcion de los detalles citologicos de las

células germinales proporcionados por Mancini y cols., 1965, que se resume en la

tabla 3.

Células de Sertoli

Espermatogonia tipo A
(Pélida)

Espermatogoniatipo A
(oscura)

Espermatocito primario

Espermatocito
secundario

Espermétida

Nucleo polimorfo con membrana nuclear plegada;
nucléolo grande que muestra nucleo esférico y flecos
irregulares.

Nucleo ovoide con cromatina finamente granular
uniforme; uno o mas nucléolos, libres de cromatina,
generalmente cerca de la membrana nuclear.

Nucleo esférico u ovoide con cromatina homogénea
densa y profundamente tefiida; una o méas cavidades
claras en la masa de cromatina que frecuentemente
contiene el nucléolo.

Granulos de cromatina bien tefiidos distribuidos por todo
el nucleo; nucléolo cubierto de cromatina.

Son mas pequefios, tienen una vida Util muy corta y rara
vez se ven, pueden localizarse presuntivamente en el
compartimento adluminal.

Células esféricas o poligonales pequefias con nucleos
condensados (oscuros).

9.7.Inmunohistoquimica

La recuperacién antigénica fue realizada con Diva Decloaker (Biocare

Medical) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, 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 Zipl14

(Abcam) y ZnT1 (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 toda la noche
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con el anticuerpo primario en una cadmara humeda; la deteccion del anticuerpo
primario se realiz6 tras la incubacién con un anticuerpo anti-conejo conjugado con
peroxidasa de rabano (HRP, 1:200, Abcam) por 2 h en cdmara humeda. La
deposicién de un producto marrdn significa la presencia de las moléculas, esta se
desarrolla utilizando un tampon DAB Betazoide (Biocare Medical). El analisis de las

fotomicrografias capturadas se realiz6 mediante el software Image J.

9.8.Analisis de datos

Los resultados obtenidos por grupo de estudio se compararon en cada
variable de respuesta individualmente frente al grupo control, mediante una prueba
“t” de Student, los resultados se expresaron como la media * el error estandar de la
media. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas a un nivel de p
<0.05

9.9.Implicaciones éticas

9.9.1. Medidas de seguridad

Todos los procedimientos descritos en este estudio se realizaron de acuerdo
con la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio del Consejo Mexicano
para el Cuidado de los Animales NOM-062-Z00-1999. Dolor minimo y malestar de

los animales se aseguraron en este estudio.
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10.Resultados

10.1. Establecimiento del modelo de sindrome metabdlico

10.1.1. Parametros zoométricos

Posterior al consumo de los diferentes tipos de dieta y el consumo de agua
con cadmio en cada uno de los grupos experimentales, se evaluaron parametros
zoomeétricos, los cuales permitieron poner de manifiesto la sospecha de alteraciones
metabdlicas para confirmar la presencia de SMet (Tabla 4). Con base a los
resultados obtenidos, en las ratas con dieta hiperglicida se encuentran mayores
diferencias estadisticamente significativas en cuanto al peso, circunferencia

abdominal e IMC.

Dieta
Parametros Normocalérica Hiperglucida Hiperlipidica Cadmio
LabDiet5001 MX/E/2013/047377 LabDiet5008 15 ppm
Peso (9) 39533+£10.26 313.16+£566™ 401.33+£14.35 367.33+£17.98
Circunferencia abdominal (cm) 1966 +0.36 17+036+ 2083+040 20+ 0.36
Largo (cm) 2358 +0.15 2341+0.20 2433 +£0.21 2408 +0.30
IMC (g/cm?) 071+0.01 060+0.01* 0.67 +0.01 063 +0.01

Tabla 4. Cada dato esta expresado como Media + Error Estandar de la Media y la diferecia estadistica fue
determinada con la prueba t de Student de datos no pareados. Los asteriscos indican la diferencia
estadistica entre el grupo normocaldrico contra los demas grupos, *p < 0.05, **p <0.01, ***p < 0.001.

10.1.2. Parametros metabolicos

Obteniendo los parametros zoométricos se aprecioé la conformacion corporal
de los grupos de estudio, que, en conjunto con los marcadores metabdlicos
proporcionan la informacion necesaria para diagnosticar SMet, los parametros
metabdlicos evaluados en condiciones de ayuno fueron glucosa, insulina, indices
de resistencia a insulina, &cidos grasos libres, triglicéridos, colesterol total,

lipoproteina de alta densidad, lipoproteinas de baja y muy baja densidad.
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Analizando los resultados se
observé que las ratas alimentadas
con la dieta hiperglacida no
mostraron cambios en la glucosa
en suero en estado basal (Figura
8a), sin embargo, después de la
carga oral de glucosa se evidencié
un incremento significativo del 28
% a los 30 min y a los 90 min del
59% con respecto al
comportamiento  glucémico del
grupo alimentado con la dieta
normocalorica. Para la dieta
hiperlipidica, se observa una
hiperglucemia, asi como a los 30 y
90 min aumentando un 52% vy
104%, respectivamente (Figura
8a). En cuanto al dltimo grupo
evaluado con consumo de cadmio
se evidenci6 un incremento
significativo después de la carga
de glucosa del 52% manteniendo
aumentado los niveles en un 30 y

77 % en los minutos 60 y 90 (Figura

Figura 8. Validacién metabdlica del Sindrome metabdlico. a) Tolerancia Oral a la Glucosa (n=3), b)
Respuesta Insulinica a glucosa (n=3), c) Pefrfil lipidico (n=6), d) indices de resistencia a insulina
(n=3). Los datos son expresados como la Media * Error Estandar de la Media. Los asteriscos indican
la diferencia estadistica entre el grupo Normocalérico contra los demas grupos, *p <0.05, ** p <0.01,
*** p < 0.001; prueba t de Student. AGL (Acidos grasos libres), TG (Triglicéridos), CT (Colesterol),
HDL (Lipoproteina de alta densidad), LDL (Lipoproteina de baja densidad), VLDL (Lipoproteina de

muy baja densidad).
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En lo que respecta a los niveles de insulina sérica (Figura 8b), para las tres
condiciones experimentales se demostraron estados de hiperinsulinemia posterior
al consumo de la carga glucémica, mostrando un incremento estadisticamente
significativo del 66% en ratas con dieta hiperglicida, 44% en ratas con dieta

hiperlipidica y 66% en ratas con consumo de cadmio, respecto al grupo control.

Para corroborar la resistencia a la insulina se utilizé el modelo homeostatico
HOMA-IR, en donde se observa un aumento estadisticamente significativo del 50%
para el grupo con dieta hiperglicida y 100% para los otros dos grupos, respecto al
control, para diferenciar la falta de sensibilidad o la resistencia a la insulina se
utilizaron los dos indices restantes, Matsuda De Fronzo donde se evidencio una
disminucion del 12 al 17% y en el de QUICKI del 30 al 33% en todos los modelos
de estudio, observando que la dieta hiperlipidica y con consumo de cadmio

mostraron similitud en su comportamiento (Figura 8d).

Al confirmar con los parametros anteriores que los modelos presentan
hiperglucemia, resistencia y disminucion de la sensibilidad a la insulina, con base al
perfil lipidico evaluamos la presencia de dislipidemia, en el que se evidencio un
incremento estadisticamente significativo de los acidos grasos libres (AGL) en los
tres modelos de estudio, de un 40% en la dieta hiperglicida y del 140% en las otras
dos, en cuanto a la concentracion de triglicéridos (TG) se observé un aumento
significativo del 31% en el grupo con dieta hipergltcida, y en la dieta hiperlipidica y
con cadmio de un 36% (Figura 8c). Por otro lado, no se presentd un cambio
estadisticamente significativo en los niveles de colesterol de los grupos
experimentales, pero si una baja en las fracciones de colesterol para las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) en las tres dietas del 10 al 30%, al medir
lipoproteinas de baja densidad (LDL) se encontré un incremento en la dieta
hiperglucida del 22%, y una disminucion para la dieta hiperlipidica y con cadmio del
11%, finalmente para las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) las tres dietas
mostraron un incremento estadisticamente significativo del 20 al 30%, evidenciando

alteracion lipidico en los tres grupos de estudio (Figura 8c).
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Con este conjunto de datos zoométricos y metabodlicos se demostré que los
sujetos de experimentacion presentaban alteraciones similares al sindrome
metabdlico en humanos, de acuerdo con las referencias normativas mexicanas para
el diagndstico de sindrome metabdlico (Tabla 2).

10.1.3. Cuantificaciéon de zinc testicular

Para determinar si en el Smet generado en las ratas con los diferentes modelos se
ve afectada la concentracion de zinc en testiculo, se realizé la cuantificacion del
metal en el o6rgano completo (Figura 9a), el cual mostré un incremento
estadisticamente significativo solamente en la dieta hiperlipidica del 25% respecto
al grupo normocalérico. Por otro lado, a consecuencia del consumo de cadmio en
uno de los grupos, también se realizo la cuantificacion de este metal en testiculo de
las ratas del grupo de cadmio y se observé un incremento estadisticamente

significativo del 300% con respecto al grupo normocal6rico (Figura 9b).

. b [Cd] Total en testiculos de rata
d  [2n] Total en testiculos de rata con SM por intoxicacion (15 ppm)
0.154 *
; 0.0010+
Normoca'lonca —]_ Normocalérica
o , HlperglUClda o 0.0008- =3 Cadmio
!; e & Hiperlipidica ke,
) {0 Cadmio g 0.0006
o @
o
N S 0.0004-
g, =]
Y
. ‘ 0.0000- T

Figura 9. Efecto del sindrome metabdlico sobre la concentracion de zinc en tejido testicular. Las
barras representan la media + EEM de 6 experimentos independientes; Prueba t de student, (*p <
0.05, ** p <0.017).
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10.1.4. Distribucion intracelular de zinc

10.1.4.1. Localizacion de zinc total

Para evaluar el efecto del sindrome metabdlico sobre el zinc intracelular se

realizaron cortes histolégicos de 8 um de grosor, que fueron tefiidos con ditizona;

esta tincion se realiza para evidenciar el zinc total presente en las células y la

capacidad de almacenamiento de zinc intracelularmente, las fotomicrografias del

corte histolégico de testiculo (Figura 10a) mostraron una disminucion

estadisticamente significativa entre el 14% y 22% en las tres dietas (Figura 10b),

b Analisis densitométrico de testiculo con Ditizona
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Figura 10. Efecto del
Sindrome metabdlico sobre el
Zn?* total en tejido testicular.
a, Tincién con ditizona. b,
Andlisis densitométrico del
Zn?*, Cada punto representa
la media + SEM de 3
experimentos
independientes. El asterisco
(***) indica diferencia
significativa con respecto al
grupo normocaldrico, p <
0.001, prueba t de Student.
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10.1.4.2. Localizacién de zinc libre

Para evaluar los niveles de zinc débilmente unidos a proteinas se realiz6 la
tincion con Zinquina, que por su capacidad de permear la membrana celular y su
alta especificidad permite visualizar a partir de fluorescencia las concentraciones
nanomolares de zinc intracelular débilmente unido a proteinas. Las fotomicrografias
(Figura 11a) muestran una disminucion en la marca fluorescente de Zn*? a una
emision de 460 nm del grupo de dieta hiperglucida e hiperlipidica, mientras que el
grupo de cadmio muestra una misma marca fluorescente para Zn*?, respecto al
grupo control. El andlisis densitométrico de las fotomicrografias (Figura 11b),
muestra una disminucién estadisticamente significativa en el nivel de Zn?*

débilmente unido a proteinas del 7% en las dietas altas en carbohidratos y lipidos.

a I HC Figura 11. Efecto del
sindrome metabdlico sobre el

Zn2+ libre en tejido testicular.

a, Tincién de zinquina. b,

Analisis densitométrico del

Zn2+. Cada punto representa

e S8 2 media + SEM de 3

HL Cd experimentos independientes.
El asterisco (***) indica

diferencia significativa con

respecto al grupo

normocalérico, p < 0.001,

= T brueba t de  Student.
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10.1.5. Evaluacion de la expresion de Zipl4 mediante
inmunohistoquimica
Para determinar la expresion de Zipl4 en las ratas con sindrome metabdlico, la

evaluacion se realiz6 mediante inmunohisquimica. Las fotomicrografias revelan un
precipitado color marrén por la actividad de la peroxidasa al reaccionar con
diaminobencidina, el cual es tomado como marca positiva de la interaccion antigeno
anticuerpo especifica para detectar al transportador de zinc Zip14; esta marca no
fue localizada en espermatogonias y espermatocitos primarios, sin posibilidad de
diferenciar su estadio de maduracion del grupo normocaldrico y en el caso de los
grupos con sindrome metabdlico se presenta una disminucion de la
inmorreactividad a nivel de membrana celular (Figura 12a). Esta marca
inmunorreactiva fue corroborada a partir de la densidad Optica de las
fotomicrografias, que fue dividida entre el numero de células por campo para
obtener la inmorreactividad promedio de cada célula (Figura 12b), evidenciando la

disminucion en un 3% para las tres dietas.

La identificacién celular fue presuntiva segun las células ubicadas en los

diferentes compartimentos del tubulo seminifero (Figura 6).

10.1.6. Evaluacion de la expresion de ZnT1l mediante
inmunohistoquimica

El impacto generado por el sindrome metabdlico sobre la expresion de ZnT1
fue evaluado por ensayos inmunohistoquimicos. La marca marrdn del precipitado
antigeno-anticuerpo fue localizada a nivel de citoplasma de las células de mayor
maduracién en el tibulo seminifero del grupo normocalérico (Figura 13a), y en el
caso solo el grupo con dieta hiperlipidica presenté un incremento del 2% de la
inmunorreactividad, a nivel de citoplasma de las células de mayor maduracién
(Figura 13b).
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Figura 12. Deteccion inmunohistoquimica de la expresion de Zip14 durante el sindrome metabdlico.

a, Fotomicrografias representativas muestran la inmunorreactividad para Zip14 (precipitado café). b,

Andlisis densitométrico de la inmunorreactividad de Zipl4 generada por célula. Cada punto

representa la media + EEM de 50 campos diferentes. Los asteriscos (**) indican la diferencia

significativa con respecto al grupo normocalérico, p < 0.01, prueba t de Student. Magnificacion: 40X.

\e]



s 2154 '
.% ek EZ) Normocaldrica
2 210- ——| Hiperglucida
& e T B3 Hiperlipidica
2 205l Ei [ Cadmio

& 15+

4

g 10

5 s{}

5 :

o 0-

Figura 13. Deteccién inmunohistoquimica de la expresion de ZnT1 durante el sindrome metabdlico.
a, Fotomicrografias representativas muestran la inmunoreactividad para ZnT1 (precipitado café). b,
Andlisis densitométrico de la inmunorreactividad de ZnTl generada por célula. Cada punto
representa la media + EEM de 50 campos diferentes. Los asteriscos (***) indican la diferencia

significativa con respecto al grupo normocalérico, p < 0.001, prueba t de Student. Magnificacion: 40X.

Ul



10.1.7. Andlisis histologico del tubulo seminifero

Para evaluar los cambios morfolégicos generados por las alteraciones metabélicas
se realiz6 una tincién de hematoxilina y eosina, mediante el conteo de los tipos celulares
en diferentes grados de maduracion que se presentan en el tibulo seminifero, se muestra
una fotomicrografia representativa de cada grupo (Figura 14). El andlisis estadistico (Figura
15) muestra una disminucion significativa de células de Sertoli en las tres dietas de estudio
en un 28%, asi mismo, se ve afectada la cantidad de células espermatogonias solo de la
dieta hiperglucida disminuidas en un 20% y aumentados los espermatocitos primarios en
las dietas hiperlipidica e intoxicacion con cadmio en un 12%. En cuanto a los espermatocitos
secundarios tanto en la dieta hiperlipidica e intoxicacién con cadmio disminuyeron en un
22% y en la dieta hiperglicida en un 12%, finalmente evaluando la cantidad de
espermatidas se evidencio la diminucién en las tres dietas, la hiperglicida en un 27%, la

hiperlipidica en un 16% y la de intoxicacion con cadmio en un 20%.

Figura 14. Distribucion celular del tibulo seminifero. Fotomicrografias representativas de 100
campos del tubulo seminifero, donde se identifican diferentes tipos celulares, EG: Espermatogonia,
EP: Espermatocito primario, ES: Espermatocito secundario, EM: Esperméatida, CS: Célula de Sertoli.
Magnificacion 40X.
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Figura 15. Analisis celular del tubulo seminifero de testiculos de rata con sindrome metabdlico,
Células de Sertoli (CS), Espermatogonias EG), Espermatocitos primarios (EP), Espermatocitos
secundarios (ES), Espermatidas (EM). Cada punto representa la media + EEM de 50 campos
diferentes. Los asteriscos (***) indican la diferencia significativa con respecto al grupo normocalérico,

p <0.001, prueba t de Student.
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11.Discusién

El desarrollo del SMet se caracteriza por un conjunto de trastornos
fisiologicos y bioquimicos; disglucemia, obesidad, resistencia a la insulina,
dislipidemia e hipertension [Ford y cols., 2012], su etiologia se basa en factores
hereditarios o genéticos y ambientales, este ultimo, resultado de habitos dietéticos
donde existe un consumo excedente de calorias con respecto a los requisitos
metabdlicos. Para inducir sindrome en los modelos, los sujetos experimentales se
sometieron al consumo de dos dietas con alto contenido energético y una con un
inductor diabetogénico; hipercaldrica- hiperglicida, hipercaldrica- hiperlipidica y
normocaldrica- consumo de agua con Cd, durante tres meses. El comportamiento
metabdlico y zoométricos fue similar a los resultados publicados en el trabajo de
Trevifio y cols., en 2015, donde en el mismo periodo se logré la induccién de estas

alteraciones semejando el sindrome metabdlico en ratas parecida a la de humanos.

En la primer dieta hipercal6rica-hiperglicida fue donde se observaron
mayores cambios significativos en los parametros zoométricos, en cuanto a peso y
circunferencia abdominal, ya que tendieron a la baja respecto al grupo control, se
ha sugerido que los alimentos ricos en carbohidratos pueden influir en el equilibrio
energético al reducir la ingesta de alimentos a través de mayores efectos de
saciedad por activacion de leptina [Stubbs y cols., 2001], afiadiendo a esto, se
desarrollan alteraciones del metabolismo de los carbohidratos y lipidos observados
por los resultados en la curva de tolerancia oral a la glucosa y el perfil lipidico, con
un aumento de TG y una baja concentracion de HDL, y con la curva de insulina y
los indices de resistencia y sensibilidad a la insulina, HOMA IR , Matsuda De Fronzo
y QUICKI, se observa la generacion de resistencia y pérdida de sensibilidad tisular
de la insulina, a este nivel puede ser que la glucosa exdégena o enddgena alterada
esté produciendo saturacién de la via glucolitica conllevando a una disfunciéon
mitocondrial, induccién de enzimas productoras de ROS, dafio generalizado de

proteinas e intensificacion de la induccion de NFKB entre otros mecanismos
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subyacentes de la inflamacion y el estrés oxidativo [Trevifio y cols., 2015], ademas,
paralelamente en la dieta hiperglicida, la concentracion de zinc presente es de 19
mg/kg , siendo menor a la concentracion de zinc en la dieta normocaldrica, esto,
mas las alteraciones metabdlicas, puede generar una hipozinquemia [Toshiyuki y
cols., 2014] siendo una de sus consecuencias, la falta de crecimiento en roedores y

la disminucién de circunferencia abdominal [Pour y cols., 1986].

En cuanto al grupo con alta ingesta de lipidos, en los parametros metabolicos,
desde el ayuno, se muestran cambios en la glucosa, caracteristicos de una
disglucemia, es importante mencionar que esta dieta es alta en lipidos respecto a la
normocaldrica, pero a su vez sigue conteniendo carbohidratos, lo que puede
provocar un mayor dafio celular. En si, el consumo de lipidos contribuye a la
disfuncion del tejido adiposo y a la inflamacién metabdlica induciendo lipotoxicidad
en los tejidos periféricos [Brien y cols., 2017], la elevada afluencia de acidos grasos
libres inhiben los efectos de la insulina sobre la lipdlisis para provocar un aumento
adicional de los &cidos grasos plasmaticos [Barnett y cols., 2013] y estos en higado
desencadenan la producciéon de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), y
contribuye al desarrollo en cadena de la dislipidemia, demostrado por los resultados
alterados de las lipoproteinas y bajas concentraciones de HDL. El consumo
excesivo de grasa también desencadena la B-oxidacién mitocondrial de los acidos
grasos libres, lo que posteriormente conduce a un flujo excesivo de electrones
utilizando el citocromo c¢ oxidasa, aumentando la acumulacion de ROS, propiciando
inflamacion y perdida funcional [Pessayre y cols., 2001], a esto se le puede afadir
la participacidon de los carbohidratos como agentes exacerbantes dentro de estos y
otros mecanismos. Como resultado se observa la generacién de resistencia y
disminucion de la sensibilidad de la insulina, pudiendo ser producida por los
procesos anteriores consecuentes de la disglucemia y dislipidemia generada en

este grupo de estudio.

La dieta normocaldrica con una ingesta de agua con 15 ppm de Cd es
considerada como el nivel sin efectos adversos observados segun el trabajo de

Trevifio y cols en 2022, sin embargo, si se observaron eventos patolégicos con esta
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concentracion, el mecanismo propuesto por el cual Cd genera alteraciones similares
al Smet es que el intercambio entre metaloproteinas puede generar una cantidad
de Cd libre que induce ROS [Buha Ay cols., 2021]. Aunque el Cd no puede generar
radicales libres directamente, se ha informado que las ROS aumentan después de
la exposicion al metal a través del complejo 11l mitocondrial mediante la acumulacién
de semiubiquinonas inestables, propensas a transferir un electrén al oxigeno
molecular para formar superéxido [Alshehri y cols., 2020] que puede llegar a
propiciar cambios en el metabolismo de la glucosa pudiendo causar la
hiperglucemia observada por la curva de tolerancia oral a la glucosa en nuestro
modelo. Por otro lado debido a las ROS, NF-kB puede activarse, elevando la
sintesis de novo de AG en los hepatocitos y la B-oxidacion de acidos grasos,
pudiendo originar alteracion en el metabolismo de los lipidos [Tsuchida y cols.,
2015], que en nuestro grupo se refleja por los niveles alterados de las lipoproteinas.
Asimismo, el Cd induce la produccion de ROS en el higado a través de las NADPH
oxidasas e inhibicidon de enzimas antioxidantes como SOD y CAT alterando las vias
metabdlicas y/o mitogénicas de la insulina a través de las proteinas quinasas
activadas por mitégenos (MAPK), desarrollando resistencia a la insulina [Newairy y
cols., 2007], y con base a los resultados obtenidos se evidencia esa resistencia y
disminucion de sensibilidad de la insulina, comprobando con ello la desregulacion
generada por el Cd. Asimismo, se ha informado que en higado la acumulacion de
Cd puede romper la homeostasis de metales esenciales como el zinc, lo que puede
estar pasando también en testiculo, ya que el zinc tiene efectos antioxidantes a
través de activacion e inhibicion de factores de traduccion y actividad de enzimas

antioxidantes en general [Wellenreuther y cols., 2009].

De acuerdo con los criterios establecidos por la OMS para diagnosticar Smet
en humanos; glucosa en ayunas elevada, aumento de TG, diminucion de HDL,
indice de masa corporal aumentada, y resistencia a la insulina, los tres grupos
experimentales cumplen con al menos tres criterios suficientes para afirmar que los
modelos adquirieron alteraciones metabodlicas similares al Smet en humanos,
pudiendo ser aptos para evaluar la distribucién y comportamiento del zinc a nivel

testicular.
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Este metal normalmente tiene funciones multifactoriales y también funciones
importantes ante alteraciones metabdlicas, abarcando entre ellas, la regulacion de
enzimas gluconeogénicas, inhibicion de factores de traduccion y aumento de la
actividad de la via de sefializacion de la insulina (Puertollano y cols., 2011),
hablando a nivel testicular este ha demostrado su importancia en varias etapas de

la espermatogénesis y esteroidogénesis [Vera., 1991].

El zinc es adquirido a través de la dieta, y, una vez absorbido a nivel intestinal
es distribuido por medio de las proteinas séricas; albumina y 3-2 macroglobulina,
ademas de aminoacidos como histidina y cisteina, se realiza su distribucion hasta
llegar al tejido diana (Cousins., 1985), una vez en tejido, el zinc total se puede
encontrar unido a proteinas, que incluye en gran medida un conjunto que esta
avidamente unido a motivos de dedos de zinc (ZFP), o como un pool de Zn labil, o
Zn biodisponible contenido dentro de vesiculas intracelulares (zincosomas) [Haase
y cols., 2007].

Este metal recobra una gran importancia en los procesos biolégicos
testiculares, como lo es la espermatogénesis, esta inicia mediante controles
hormonales en el hipotdlamo, desencadenando la liberacion de la hormona
luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH) desde la adenohipdfisis.
La LH ayuda con la esteroidogénesis al estimular las células de Leydig del
intersticio, y la FSH estimula las células de Sertoli para ayudar en las etapas
proliferativas [Rakesh., 2011], pero cuando hay presencia de sindrome metabdlico
puede ocasionar alteraciones endocrinas significativas hasta llegar a un
hipogonadismo primario, demostrado por un estudio con ratas Sprague-Dawley
alimentadas con una dieta alta en glucidos en donde se evidencia una baja
concentracion sérica de testosterona, pero un aumento de la sensibilidad de la
hormona luteinizante (LH) en células de Leydig (mediante la elevacion de la
expresion de los receptores de LH y la capacidad esteroidogénica) [Chiang., 2022].
Dicho mecanismo es una propuesta que explica por qué se encuentran
concentraciones tisulares normales en la dieta hiperglicida y consumo de agua con

Cd, a pesar de la hipertrofia célular que estan originando, esto, con base a los
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resultados, puede ser por la estimulacién aguda de las células de Leydig por la LH,
ya que da como resultado la transferencia de colesterol a las mitocondrias, en parte
a través de las acciones de la proteina reguladora aguda esteroidogénica (STAR)
[Wang.,y cols 2017], que tiene relacion directa con el zinc, dado a que la renovacién
del ARNm de STAR se ve reforzada por la proteina de dedos de zinc ZFP36L1,
ademas, los niveles de ambas proteinas se regulan proporcionalmente [Haichuan.,
2009], larazon por la que en la dieta hiperlipidica haya mayor concentracion de zinc
ademas de la induccién del receptor de LH, puede originarse por la alta demanda
de la movilizacion de colesterol desde las gotitas de lipidos [Aghazadeh y cols.,
2015] por lo que a mayor activacion, mayor es el gasto de este metal en las células
intersticiales, también, como los niveles de testosterona pueden encontrarse bajos
se puede llegar a inducir la produccién de un andrégeno mas potente que sirve
para amplificar la accion cuando los niveles de testosterona son bajos, la 5-a
dihidrotestosterona, por la enzima 5 alfa-reductasa que es regulada por el zinc,
propiciando aun mas la presencia de este metal en el medio intersticial. Aunque los
AG libres y el zinc compiten por el sitio de unién de la albamina, su distribucion se
puede ver equilibrada dado a el trasporte por aminoacidos y las necesidades del
metal a nivel intersticial provocadas perse por la cantidad de lipidos almacenados
[Barnett y cols., 2013].

Al evaluar los transportadores encargados de la dindmica del zinc, ya que
estos impactan directamente en la ubicacion de este metal, un importador de la
familia SLC39A que fue estudiado es el ZIP14, este es el transportador de Zn que
mayor respuesta muestra frente a una inflamacion, Liuzzi en 2006 demostré que en
los hepatocitos de raton, se elevo la cantidad de ARNm y la cantidad de Zip14 en la
membrana plasmatica en presencia de interleucina 6 (IL6), sin embargo, en las
células de los tubulos seminiferos de las tres grupos de estudio, la
inmunorreactividad se vio disminuida a nivel de membrana celular, Sayadi en 2013
evaluo la regulacion de Zip14 por NFkB y demostrd que este factor tiene un efecto
inhibitorio en la expresion del gen del transportador Zip14 en macréfagos inducidos,
pudiendo explicar la disminucion de la inmunorreactividad de este transportador, y

sincronicamente la disminucion de entrada de zinc a las células, reflejandose en los
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resultados de los tres grupos de estudio con bajas concentraciones intracelulares.
Las ratas con dieta hiperglucida e hiperlipidica disminuyeron sus niveles de zinc
libre pudiendo ser por la misma razén mencionada, pero en cuanto a la dieta de
agua con Cd la inmunofluorescencia de zinc fue igual al grupo normocaldrico, eso
no quiere decir que el Zn se encuentre en una concentraciéon normal, el analisis se
realiza desde dos perspectivas con base a la similitud y competitividad de ambos
metales ya que el Cd posee un orbital d'° completamente lleno, lo cual lo asemeja
al Zn?*, ademas Giedroc y col en 2007 demostraron que la afinidad de Cd es alta
en presencia de ligandos sulfaricos, por lo que el cadmio es mas tiofilico que el
propio zinc, ademas también puede formar enlaces covalentes e idnicos con &tomos
de azufre [Peacock y cols en 2013], con ello, hablando del segundo sistema redox
independiente en el que el zinc zincosomal se une a solo un azufre por ion metalico
[Wellenreuther y cols., 2009], cabe la posibilidad que el Cd este compitiendo por
esos sitios de union formando vesiculas o complejos, es aqui en donde la
metodologia ocupada para la identificacion de este zinc cobra relevancia ya que las
sondas fluorescentes de zinquina pueden formar complejos fluorescentes con iones
de cadmio [Merten y cols., 2009], entonces el poco zinc puede estar desplazado por
el cadmio dentro de las células, y la sonda detecta a él poco zinc libre pero al mismo

tiempo al Cd.

Hablando de la expresion del transportador ZnT1 exportador de la familia
SLC30A, en la dieta hiperglicida y consumo de agua con Cd, se observo
inmunorreactividad en las células con mayor maduracion pero no se encontrd
diferencia significativa respecto al control, al contrario que el grupo con dieta
hiperlipidica en el que si hubo un aumento significativo de la inmunorreactividad,
Jou y cols en 2009 demostraron que una deficiencia de Zn, similar a la que se
encuentra en estos grupos de estudio, incrementan los niveles de expresion de
ZnT1, como es el caso del grupo hiperlipidico, pero en los modelos con las otras
dietas no se ven modificados, la explicacion puede verse inmersa en la relacion del
dafno e hipertrofia celular que esta originando el Smet en el tejido testicular vs la

requisicion del metal, ya que al realizar el andlisis histolégico de los tubulos
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seminiferos se mostré una disminucién de células de Sertoli, espermatogonias,

espermatocitos secundarios y espermatidas.

Al hacer una retrospectiva en la espermatogénesis que se define como la
transformaciéon en donde las células primigenias del epitelio seminifero,
espermatogonias (células diploides) originan por mitosis a los espermatocitos
primarios (células diploides) y éstos, por meiosis se convierten en espermatocitos
secundarios (células haploides), y en la segunda fase de la meiosis, originan a las
espermatidas (células haploides), las cuales por transformacion morfologica
(espermiogénesis), originan a los espermatozoides (células haploides y flageladas)
[César, 2015], aqui es en donde el zinc se ve involucrado en la mayoria los
procesos; por un lado es activador de metaloenzimas antioxidantes, como es el caso
de SOD, GPX5, factores de transcripcion como Nrf2 necesarios para la inhibicion
de ROS originadas en el proceso y por otro lado funge como inhibidor especifico
sobre la oxidacion del citrato al actuar sobre la aconitasa mitocondrial e inhibe el
sistema de caspasa 3, 8 y el NFKB evitando la apoptosis celular [Foresta y cols.,
2014], aunque una de las principales funciones, es en la condensacién del ADN,
regulando el cambio de cromatina desde la meiosis Il en espermatocitos
secundarios, hasta la espermiogénesis, aqui el ADN se empaqgueta en un estado
altamente condensado mediante protamina-1 y protamina-2. Estas dos pequefias
proteinas son ricas en arginina, lo que les permite unirse al surco principal del ADN
[Prietoy y cols.,1997], y residuos de cisteina, aqui es en donde se cree que el Zn
actla como regulador de los enlaces cruzados de disulfuro en el nacleo del esperma
formando un namero preciso de estructuras SH-Zn-SH [Aokiy otros,2006]. Por esta
razon puede ser que, a pesar de la distrofia celular y las concentraciones bajas de
zinc, los niveles de ZnT1 en los dos grupos sigan siendo normales en células con
mayor maduracion, ya que se trata de procurar el resguardo de acuerdo con las
necesidades celulares de este metal con el fin de liberar la mayor cantidad de
espermatidas posibles para su diferenciaciéon y acondicionamiento final del

espermatozoide.
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Retomando la celularidad de los tubulos seminiferos en las diferentes dietas,
se observa que el grupo con dieta hiperglicida tiene un aumento en la destruccion
celular, con una disminucion de espermatogonias y el recuento de espermatocitos
secundarios y espermatidas bajos, ya que son producto de la primera y segunda
divisidn meidtica, y es ahi en donde el zinc ejerce efectos de condensacion de ADN,
al no estar presente en concentraciones adecuadas por la desregulacién metabdlica
y por la dieta, propicia apoptosis celular por medio de mecanismos como activacion
de caspasas como se mencioné anteriormente. En cuanto al grupo con Cd podria
ver un mecanismo propuesto por el cual se pueda ver moderada esta accion
involucrando a una metaloproteina en especifico, la metalotioneina (MT), que sirve
como transporte y almacén de zinc, entre otras funciones, son la primera linea de
defensa contra el Cd y otros metales divalentes debido a la competitividad del sitio
de unidén, ya que a través de sus grupos sulfhidrilo forman el grupo Cd-MT, en el
gue los tioles se oxidan, liberando su contenido de Zn y esta liberacién en aumento
activa el factor de transcripcion 1 sensible al metal (MTF-1), que se une a los
elementos de respuesta al metal y produce la consiguiente regulacion positiva de la
expresion del gen MT viéndose aumentadas proporcionalmente por la acumulacion
de Cd [GUnther y cols., 2012], esto puede ayudar a que el dafio celular no sea tan
elevado, no obstante la expresion de esta proteina no fue evaluada, quedando solo
como una alternativa, aunque por la misma toxicidad oxidativa, autofagica y
apoptotica que el cadmio logra producir [Ali y cols., 2022], la disminucion de zinc y
utilizacion en otros procesos ya abordados, hace que no sea basto para continuar
las divisiones meidticas, lo que puede hacer que los espermatocitos secundarios y
espermatidas se vean disminuidas. En la dieta hiperlipidica las espermatogonias no
mostraron diferencias significativas respecto al grupo control, pudiendo ser porque
la energia transformada por las células de Sertoli en ATP proviene de lipidos, a
través de la oxidacibn de acidos grasos y estds son las que brindan un
microambiente adecuado para su proliferacion [Xiong y cols., 2009], ademas de que
se procur0 en esta dieta el abastecimiento de zinc en los compartimentos dado por
la sobreexpresion de los transportadores ZNT1 tratando de conservar el desarrollo

de la celularidad germinal preservando aunque al no haber suficiente zinc ya que
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las concentraciones intracelulares son bajas, los espermatocitos secundarios y
espermatidas no logran la diferenciacion celular adecuada, mostrando un déficit

significativo.

Debido a los resultados en conjunto del trabajo realizado, en donde los
trasportadores Zipl4 se ven disminuidos y los niveles extracelulares de zinc se
observan normales e incluso altos, en un ambiente celular hipertrofico causado por
alteraciones metabdlicas, se propone un mecanismo adyacente a los ya abordados,
contemplando el origen de una redistribucién de zinc hacia los tejidos con mayor
demanda debido a las concentraciones bajas de zinc que se puedan estar
originando a nivel sistémico per se las funciones de control ante alteraciones
metabdlicas, ya que se tiene que considerar que el comportamiento celular y de los
transportadores es independiente o coordinada a otros sucesos de la inflamacion, y
evaluando otras variables se puede llegar a comprender el comportamiento

homeostatico de zinc a nivel testicular.
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12.Conclusién

1.

Ingerir durante tres meses una dieta hiperglucida, hiperlipidica y el consumo
de 15 ppm de Cd en ratas de la cepa Wistar les genera un cuadro parecido
al Sindrome metabolico humano.

La concentracion de zinc en testiculo total aumenta con el consumo de la
dieta hiperlipidica, pero en los grupos que consumieron dieta hiperglacida e
hiperlipidica no hubo cambios; sin embargo, a nivel intracelular el zinc
débilmente unido a proteinas disminuye en estos dos grupos, pero se
mantiene en el grupo de ingesta de Cd; por otro lado, el zinc total disminuyé
en los tres grupos.

El importador de zinc Zip 14 tiene una expresion baja a nivel de membrana
plasmatica en el epitelio germinal en los tres grupos evaluados; mientras que
el exportador de Zinc ZnT1l solo sobre expres6 en el grupo de dieta
hiperlipidica.

Los tres modelos de estudio presentaron cambios significativos en la
celularidad testicular con un comportamiento hipertréfico mayormente en
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