LA™

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANAUNIDAD IZTAPALAPA
DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

POSGRADO EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL

“EFECTO DEL CADMIO EN LA ACUMULACION DE LIPIDOS A NIVEL HEPATICO
EN UN MODELO MURINO”

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRA EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL
Presenta:

Biol. Exp. Jessica Nohemi Jiménez Fabian
Matricula: 2223803121
ORCID: 0000-0002-3149-6155
Correo: sicaggs@gmail.com

Comite tutoral:
Directora: Dra. Veronica Souza Arroyo
Asesora: Dra. Maria Concepcién Gutiérrez Ruiz
Asesora: Dra. Karina Martinez Flores

Jurado:

Presidenta: Dra. Maria Concepcion Gutiérrez Ruiz
Secretaria: Dra. Karina Martinez Flores
Vocal: Dra. Leticia Bucio Ortiz
Vocal: Dra. Natalia Nufio Lambatrri

Iztapalapa, Ciudad de México, 13 de noviembre del 2024



DECLARACION DE ORIGINALIDAD

La que suscribe Jessica Nohemi Jiménez Fabian, alumna del posgrado Maestria en
Biologia Experimental, de la Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud, de la
Universidad Autbnoma Metropolitana Iztapalapa y autor(a) de la tesis o idénea
comunicacion de resultados titulada: “Efecto del cadmio en la acumulacion de lipidos

a nivel hepético en un modelo murino”,

Declaro que:

1. La tesis o idonea comunicacion de resultados que presento ante el H. Jurado para
lo obtencién del grado de Maestra en Biologia Experimental es de mi autoria y original
creacion, producto del resultado de mi trabajo de investigacion personal e individual,
el cual cuenta con las correspondientes citas textuales del material bibliografico

utilizado y con el debido otorgamiento de los créditos autorales.

2. En la tesis o idonea comunicacion de resultados no he reproducido parrafos
completos; ilustraciones, fotografias, diagramas, cuadros y tablas, sin otorgamiento del

crédito autoral y fuente correspondiente.

3. En consecuencia, relevo de toda responsabilidad a la Universidad Auténoma
Metropolitana de cualquier demanda o reclamacion que llegara a formular alguna
persona fisica o moral que se considere con derecho sobre la tesis o idonea
comunicacion de resultados, respondiendo por la autoria y originalidad de la misma,
asumiendo todas las consecuencias econémicas Y juridicas si ésta no fuese de mi
creacion. La presente declaracion de originalidad se firma en la Ciudad de México el
25 de noviembre del 2024.

Atentamente

Jessica Nohemi Jiménez Fabian



CARTA DE CONFIDENCIALIDAD
Ciudad de México, a 16 de octubre de 2024

Comision Académica del Posgrado en Biologia Experimental
Presente

La que suscribe (Jessica Nohemi Jiménez Fabidn) alumna con nimero de matricula
2223803121, del posgrado Maestria en Biologia Experimental de la Universidad
Auténoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa (UAM-I), manifiesto mi compromiso de
mantener de forma confidencial y de no utilizar, divulgar o difundir por ningtin medio,
en beneficio propio o de terceros, la informacion, la documentacion y datos de toda
indole alos que tenga acceso y reciba con motivo del proyecto de investigacion “Efecto
del cadmio en la acumulacion de lipidos a nivel hepatico en un modelo murino” a
desarrollar en Universidad Autbnoma Metropolitana, lo anterior en términos del articulo
6, fraccion V, de los Lineamientos para el Acceso a la Informacion de la Universidad
Auténoma Metropolitana. Esta obligacion subsistira incluso después de haber obtenido

el grado.

En caso de que contravenga este compromiso, la Universidad se reserva el derecho
de ejercer las acciones civiles y penales que procedan y, en consecuencia, asumo
cualquier responsabilidad por el manejo indebido o sin la previa autorizacion expresa
de la UAM-I de la referida informacién o resultados, asi como por los eventuales

perjuicios que pudiese ocasionarse a esta Casa de Estudios.

Jessica Nohemi Jiménez Fabian



El presente trabajo fue realizado en

Laboratorio de Fisiologia Celular y Medicina Traslacional, en el Departamento de

Ciencias de la Salud de la Universidad Autonoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa.

Laboratorio de Medicina Experimental del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio

Chavez” (INCICH).

El programa de la Maestria en Biologia Experimental de la Universidad Autonoma
Metropolitana pertenece al Programa Nacional de Posgrados de Calidad (PNPC) del
CONACYT, registro 001481, en el nivel consolidado y cuenta con apoyo del mismo

consejo, clave DAFCYT2003IMPTNNNOO20.

Numero de registro de la beca otorgada 838956.



MIEMBROS DEL JURADO

PRESIDENTA
Dra. Maria Concepcidon Gutiérrez Ruiz

Departamento de Ciencias de la Salud
Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud. UAM-I

VOCAL
Dra. Natalia Nufio Lambarri
Unidad de investigacion traslacional
Médica Sur

A

VOCAL
Dra. Leticia Bucio Ortiz
Departamento de Ciencias Biologicas y de la Salud
Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud. UAM-I

SECRETARIA
Dra. Karina Martinez Flores

Laboratorio de Liquido Sinovial
Instituto Nacional de Rehabilitacién Luis Guillermo Ibarra Ibarra



MIEMBROS DEL COMITE DE TUTORES

Directora de tesis
Dra. Verdnica Souza Arroyo
Profesor Titular C, Tiempo Completo
Laboratorio de Medicina Experimental y Traslacional
Departamento de Ciencias de Salud
Universidad Autbnoma Metropolitana

/o>

/W
Asesora
Dra. Karina Martinez Flores
Investigador en Ciencias Médicas “C”
Laboratorio de Liquido Sinovial
Direccion de Investigacion

Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo Ibarra Ibarra

ﬁ_‘%

Asesora

Dra. Maria Concepcién Gutiérrez Ruiz

Profesor Titular C, Tiempo Completo
Laboratorio de Medicina Experimental y Traslacional

Departamento de Ciencias de Salud

Universidad Autébnoma Metropolitana



Vi

Dedicada:

A mis hermanas J. Fabian, Erika y Areli
A mi madre, Nohemi Fabian

A mi aba, Benita Canales

A mi abuelo, Alberto Fabian

A mi papé-tio, Alejandro Fabian

porque sin ustedes, no estaria

donde ahora me encuentro.

A mi Molly, por ser mi compafiera

en las noches de estudio.



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Verdnica Souza Arroyo, por darme la oportunidad de trabajar a su lado, por
siempre estar disponible para resolver dudas o simplemente por darme palabras de
aliento y también por apoyarme cuando lo necesite, gracias por ser esa excelente guia
y persona para mi, no hay palabras que puedan representar lo agradecida que estoy

con usted.

A la Dra. Concepcién Gutiérrez Ruiz por ser una constante en mi educacion, siempre
presente con palabras de aliento y porras para que no me rindiera; siempre dispuesta

a compartir sus ideas conmigo y escuchar mis ideas.

A la Dra. Karina Martinez Flores porque desde el dia que la conoci se volvié un gran
apoyo para mi, siempre dispuesta a colaborar y aportar para el proyecto y para mi

educacion.

Al Dr. Luis Enrique Gomez Quiroz por su amplia aportacion para el proyecto, dando

ideas, siendo participe de mi educaciéon y formaciéon como estudiante.

A la Dra. Leticia Bucio y la Dra. Roxana Miranda por sus aportaciones y sus

cuestionamientos en seminarios, una excelente practica semana tras semana.

Al laboratorio de Toxicologia en el CINVESTAV, en especifico a la Dra. Del Razo por
Su aportacion para el proyecto y en especial a la Quim. Luz del Carmen Sanchez por

su amabilidad, gentileza y disposicion para responder dudas.

Al Dr. Arturo Simoni, por su inigualable apoyo y confianza, siempre dispuesto a resolver
dudas y también por la amistad brindada, donde los consejos y risas no faltaron.

Gracias por siempre tener palabras de aliento que me ayudaron a la toma dedecisiones

A mis compafieros de laboratorio, Luis, Mariana, Natt y Liss por esas platicas, de origen
académico, pero también personales, agradezco el trabajo en equipo y el apoyo

recibido.

vii



A Melissa porque hizo que mi paso por el laboratorio fuera mas ligero, las interminables

platicas con ella siempre fueron agradables.

Un agradecimiento especial a Alejandro Escobedo y Genaro, porque sin importar la
situacién, siempre estuvieron dispuestos a apoyarme y ensefiarme, siempre el pie del
cafién conmigo. A nivel personal, me llevo dos grandes amigos con quien sé puedo
confiar incondicionalmente y que siempre estaran ahi, aun cuando mi paso por el

laboratorio haya terminado.

A mis amigos de lalicenciatura, Karly por su incondicional apoyo, siempre ahidispuesta
a salir a chismear y darme palabras de consuelo. A Dani porque aun cuandono tenemos
tiempo para vernos, siempre es un gusto entablar una conversacion con ella. A Martin
y Mich, por siempre escucharme y apoyarme, desde la licenciatura me integraron a su
grupo de amigos, haciéndome sentir en confianza. A los cuatro les agradezco por la
paciencia y la espera, aun cuando casi no podemos vernos, siempreme reciben con

los brazos abiertos y con gusto.

Agradezco a mi madre Nohemi Fabian, porque sin su apoyo y esfuerzo, no habria
logrado nada de esto, agradezco su fortaleza y su ejemplo a seguir, que me ensefaron
a no rendirme aun cuando la situacién se pone complicada, siempre con su amor y
apoyo, celebrando cada uno de mis éxitos, pero también abrazandome cuando algo

no sale bien.

Agradezco enormemente a mi abuela, Benita Canales porque siempre que me
aventuré a un nuevo reto, ha estado alli, dandome su bendicién y su apoyo; también
agradezco todas sus ensefianzas y lecciones de vida, siempre con ese carismay con
ese amor que me permitieron formarme como profesionista, pero mas importante,

COMmo persona.

viii



A mi abuelo Alberto Fabian, siempre ahi conmigo al pie de cafidn, acompafiandome
en cada paso, con palabras de aliento, con lecciones y con su compromiso de
apoyarme en cada paso dado, formando no solo una profesionista, sino también un

ser humano dispuesto a esforzarse por lograr sus objetivos.

A mis hermanas, Erika y Areli J. Fabian, siempre siendo una unidad, con pleitos y
desacuerdos, pero siempre ahi, apoyandonos y echandonos porras, desde pequefas
y hasta lo que dure la eternidad, gracias por tanto hermanas. Erika, gracias por siempre
guiarme e ir conmigo de la mano, desde la primaria hasta la universidad, siempre
juntas, siendo tu quien abrié mi camino para crecer y siendo un ejemplo que seguir.
Areli, gracias por ese apoyo que siempre me has brindado, recuerdo que habia una
época donde yo estudiaba en la mafiana y tu por la noche, el foco de nuestro cuarto
no se apagaba por la noche, sin embargo, pusimos un artefacto que nos tapaba de la
luz por las noches para dejarnos descansar; siempre al pendiente una de la otra, desde

pequefias.

A mi cuilada, Damariz, por sus palabras de motivacion y por el apoyo brindado desde

gue llegé a la familia, siempre con disposicion a escucharme y brindarme consejos.

A la familia Fabian Moreno, en especial a mi papa-tio Alejandro Fabian, porque me dio
una figura paterna y un excelente ejemplo a seguir, siempre fue mi motor para seguir
esforzandome con la esperanza de algun dia poder llegar a ser tan grande como él,
con la capacidad de poder ayudar a la familia sin pedir nada a cambio. A mi tia Rosita

y Axel, por ser parte de esta aventura.

A la familia Fabian Reyes, por permitirme hospedarme con ellos cuando era necesario;
un especial agradecimiento mi tia Cinthya, porque desde pequeiia, siempre estuvo alli,
dispuesta a ayudarme con mis tareas, siempre con consejos Yy lecciones de vida.
Agradezco a mi tio Beto, por su disposiciéon de apoyarme y a Gabriela Fabian por
abrirme las puertas de su cuarto y compartir algunos gustos que me hacian sentir

cercana a ella. A mis primos Fer y Lalo, por abrirme las puertas de su casa.



A la familia Fabian Cerdn, porque siempre a su manera recibi su apoyo; Regis,
agradezco que siempre me has permitido se una guia para ti y que me has escuchado,
incluso desde muy pequefia. Tio Adrian, siempre ahi en casa, platicando conmigo e
intercambiando ideas e igual parte fundamental de mi crecimiento, como un hermano

mayor.

A la familia Jiménez Martinez, destacando a mis abuelos Lino y Gelos, porque hicieron
de mi infancia algo precioso, mi abuelo Lino siempre motivindonos a crecer y
superarnos, siendo un consentidor que, sin importar la situacion, siempre intento
darnos lo mejor. A mi abuela Gelos, que siempre esta ahi, dispuesta a escucharme sin
juzgarme, siendo un apoyo incondicional, siendo un papel importante en mi educacion

y formacion como persona.

A mis tias Brenda y Diana, que desde que soy pequefia, siempre han estado alli,
extendiendo su mano para apoyarme, hicieron de mi infancia algo hermoso, siendo

mis complices, pero también llamando mi atencion cuando fue necesario.

Agradezco enormemente a la familia Herrera Santos, en especial a mis suegros
Sandra y Amado por incluirme en su familia abriendo las puertas de su casa desde el
dia en que los conoci y por apoyarme siempre, haciendo que mi paso por la maestria

fuera un poco mas facil cuando decidi dar un gran paso para mi crecimiento personal.

A mis cufiadas, Mariana y Adriana. A Mariana porque aun cuando no lo sabe, fue una
fuente de apoyo y motivacion para continuar, siempre dandome palabras de aliento
gue fueron suficientes para no rendirme. A Adry, porque desde que llegué a la familia,
siempre estuvo ahi, dispuesta a integrarme, pero también por las platicas cientificas

gue llegamos a entablar.



Gracias infinitas a Alejandro Herrera, la persona que elegi como mi comparfero de
vida, desde que inicié nuestro noviazgo, siempre ha sido una fuente de apoyo enorme,
que, sin importar la hora o el dia, siempre esta ahi dandome su apoyo. Ha sido para
mi, una fuente de motivacion y porras incondicionales que me han dado fuerza para
no rendirme. Agradezco por extender sus brazos en los dias que sentia no poder mas
pero también por celebrar conmigo los éxitos obtenidos, destacando siempre lo

orgulloso que esta de mi.

Y, gracias a Molly, por ser mi compafiera, me hacia compafiia en las madrugadas de
estudio aun cuando el suefio le vencia, cuando tocaba tomar clases en casa, siempre

fue mi compariera de aula, su simple presencia era una fuente de calma.

Xi



Resumen

El cadmio (Cd) es un metal tdéxico que se encuentra en la corteza terrestre, sin funcién
biolégica con caracteristicas quimicas similares a elementos esenciales para el cuerpo
humano como el calcio (Ca) y el zinc (Zn). Este metal se encuentra por fuentes
naturales como las emisiones volcanicas o como subproducto de la obtencién de
elementos como el Zn y el plomo (Pb), entre otros, asi como por fuentes
antropogénicas como en la manufactura de pilas niquel-cadmio al ser un buen
conductor y sus caracteristicas anticorrosivas. En la actualidad, el humano se
encuentra expuesto al Cd principalmente por la contaminacion ambiental, asi como por
su presencia en la cadena alimenticia por el agua contaminada que se usa para riego
de plantas, asi mismo se ha encontrado en los fertilizantes fosfatados, y que algunos
vegetales son capaces de almacenarlo, entre ellos se encuentran las hojas dehortalizas
como las acelgas y la lechuga, asi como algunas semillas como el arroz. Una vez que
el Cd es ingerido, es absorbido a nivel intestinal y distribuido por el torrente sanguineo
unido a la albumina para ser depositado principalmente a nivel hepatico. Diversos
estudios in vitro en lineas celulares o en hepatocitos primarios obtenidos de ratén, han
encontrado que el Cd es capaz de inducir la expresion de la proteina pequefia de 6
kDa llamada metalotioneina (MT-1l) como mecanismo de proteccion y por otra parte,
también esta involucrado en desencadenar la muerte celular programada (apoptosis),
asi mismo, han encontrado en estos modelos experimentales que el Cd es capaz de
inducir esteatosis al favorecer la acumulacién de lipidos en los hepatocitos por diversos

mecanismos entre ellos afectando el flujo
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de la autofagia y por lo tanto, frenar la degradacion de lipidos, asi como favoreciendo
la sintesis de lipidos al incrementar el contenido de las enzimas lipogenicas. Es por lo
que, el interés de este proyecto fue evaluar si el Cd favorece la acumulacién de lipidos
y dilucidar los mecanismos moleculares que es capaz de desencadenar a nivel
hepatico en un modelo murino. Se trabajé con ratones de 8 semanas de edad de la
cepa CD-1, los cuales fueron expuestos a una concentracion de 10 mg/L Cd por un
mes (sub-crénico) y tres meses (cronico). Al grupo de un mes, se les midi6 el volumen
de agua consumido, asi como el consumo de alimento y en el caso del grupo de tres
meses junto con el grupo de un mes, ademas se les llevo el seguimiento del peso de
los ratones. Una vez transcurrido cada tiempo de exposicion, una noche previa a la
eutanasia los animales fueron puestos en cajas metabolicas para la obtencion de orina.
En esta orina se evalud la presencia de albumina mediante pruebas que incluian
electroforesis y tincion con Azul Coomassie. Ademas, se determind el contenido total
de proteinas utilizando la técnica de BCA. Posterior a la eutanasia de los ratones se
obtuvo el suero para la determinacién de funcionalidad hepatica con las tiras reactivas
Kenshin-2, asi como fotos del sistema gastrointestinal y hepatico, seguida de la
recoleccion del higado para la obtencion del peso del érgano y determinar el cociente
del peso del higado con respecto al peso del ratdn; posteriormente, del higado se
recolecté un remanente que fue colocado en PFA al 4% y en seguida fue embebido en
parafina para realizar cortes histologicos de 8 pum y la posterior tincibn con
hematoxilina-Eosina (H&E) y realizar el analisis morfométrico en ambos tiempos. A las
muestras de tres meses también se les evalué la presencia de colagena con la tincion

de Rojo Sirio. Para evaluar el contenido de Cd y de elementos como
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manganeso (Mn), hierro (Fe), cobalto (Co), cobre (Cu), zinc (Zn), yodo (I) y selenio
(Se) a una exposicion cronica se empled la técnica de Espectrometria de Masas con
Plasma Acoplado Inductivamente (por sus siglas en inglés ICP-MS). Ademas, se
determind en las muestras de higado de exposicidn sub-crénica y crénica el colesterol
total por la técnica O-phthaldehyde (OPA), asi como el contenido de triglicéridos (TG)
con el kit Triglyceryde Assay. Para evaluar el contenido de gotas lipidicas, muestras
de tejido fresco fueron embebidas en OCT (Temperatura de corte 6ptima, por sus
siglas en inglés) para realizar cortes histologicos y tefiirlos con aceite rojo oleoso
(ORO), observandolos en el microscopio de campo claro. También se determino el
contenido de gotas lipidos y de colesterol con la tincion BODIPY observandolos en el
microscopio confocal. Se obtuvo y cuantificé proteina para la determinacién de la
activacion de las rutas de sefalizacion AKT/mTOR, asi como la familia de las MAPKs
(ERK, p38 y JNK) v, la expresion de proteinas involucradas en la sintesis de lipidos y
colesterol como SREBP-1c, ACLY, FasN y HMCoAR, enzimas antioxidantes como
SOD-1, GPx-1, Catalasa, GPx-1/2 y GPx-4, proteinas como HSP-70 y el factor de
transcripcion STAT3, asi como la expresion de la MT-II por Western Blot. En muestras
de exposicidon sub-cronica, se cuantifico el grado de lipoperoxidacion por la técnica de
TBARs (Sustancias reactivas al acido tiobarbittrico, por sus siglas en inglés). Se
demostré que el Cd no afecta el consumo de alimento ni de agua de los animales,
tampoco altera el peso corporal o el cociente peso del higado con respecto al peso del
ratén, a nivel macroscopico, los ratones de un mes mostraron inflamacién intestinal,
sin embargo, a los tres meses, esta inflamacion no fue persistente y a nivel hepatico

no se observaron alteraciones morfoldgicas ni a una exposicion sub-crénica o cronica.
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El consumo de Cd por tres meses favorece su depdsito en el higado sin alterar el
contenido de elementos como Mn, Fe, Co, Cu, Zn y Se; del Cd consumido durante los
tres meses solo el 0.095% se cuantificé en el érgano, porcentaje que fue capaz de
alterar los niveles del |, al encontrar una correlacion fuerte positiva entre el Cd y el .
Ademas, se encontré que el Cd favorece a un consumo sub-crénica, la proliferacion
de los hepatocitos, en contraste al consumo crénico, ademas de la proliferacion,
favorece la muerte de los hepatocitos. Las enzimas de funcionalidad hepatica no se
ven alteradas con el consumo sub-crénico y crénico y solo el contenido de TG a un
mes de consumo disminuye en suero. La exposicion a Cd durante uno y tres meses
aparentemente no altera la funcionalidad renal, al no mostrar un incremento en la
proteinuria. Con respecto a la deposicidén de colagena, la exposicion a Cd durante tres
meses no favorece que esta se acumule en el tejido hepatico. Aunado a ello, se
encontré que el Cd no favorece el incremento del contenido de la MT-II en el higado,
probablemente por no alterar el contenido del Zn. El Cd no altera el estado REDOX en
el higado al no incrementar la lipoperoxidacion y aparentemente al mantener los
niveles de las enzimas antioxidantes estables. A estos tiempos de exposicion, se
encontré que el Cd no promueve la acumulacion de colesterol o de triglicéridos a nivel
hepatico al no activar a la ruta lipogenica por excelencia AKT/mTOR, ni a su factor de
transcripcion blanco SREBP-1c y que este a su vez no promueve la expresion de genes
blanco lipogenicos como ACLY y FasN. También se encontr6 que el Cd no favorece la
activacion del factor de transcripciéon STAT3y, por lo tanto, no promueve el incremento
en la expresion de HSP-70. Se determind que el Cd favorece la activacion de p38 a

tres meses de exposicion, quizas como posible inductor de muerte
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celular, asi mismo, se encontré que el Cd reduce la activacion de JNK, sin alterar a
ERK. Sin embargo, falta dilucidar el papel que toma p38 y JNK en un consumo crénico
de Cd. Aunado a ello, se encontré que el Cd favorece el incremento del | en el higado,
sin embargo, se desconoce la participacion que tiene el | ante la exposicidén a este

metal téxico.

Estos resultados sugieren que el Cd es un inductor de dafio hepatico que favorece la
proliferacién de hepatocitos en un tiempo corto de consumo y a tiempos mas largos,
ademas de la proliferacion, favorece la muerte celular. La exposicion a uno y tres
meses representan un tiempo corto para la induccion de la maquinaria lipogenica vy,

por lo tanto, no se favorece el incremento de lipidos en el higado.
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Abstract

Cadmium (Cd) is a toxic metal that is found in the earth's crust, without a biological
function, with characteristics similar to those of essential elements for the human body,
such as calcium (Ca) and zinc (Zn). This metal is obtained from natural sources such
as volcanic emissions or subproducts of elements obtained such as Zn and lead (Pb),
among others, as well as anthropogenic sources such as the manufacture of nickel-
cadmium batteries because it is a good conductive metal y. Its anti-corrosive
characteristics. Currently, humans are exposed to Cd primarily to environmental
pollution, just like its presence in the food chain for the contaminated water that is used
for the irrigation of plants; it has been seen that phosphate fertilizers contain Cd and
that some vegetables are capable of storing, these include vegetables leaves as chard
and lettuce, as well as some seeds like rice. Once Cd is ingested, it is absorbed at the
intestinal level and distributed in the blood, such as the Cd-albumin complex, which is
deposited mainly in the liver. Several studies in vitro in cell lines or primary hepatocyte
culture obtained from mice have found that Cd is capable of inducing expression of a
small protein of 6 kDa named metallothionein (MT-II) such as protection mechanism
and Cd is involved in programmed cell death (apoptosis), in addition, have found in this
models that Cd is capable of inducing steatosis to promote the lipid accumulation in the
hepatocytes for diverse mechanism among them, affecting of autophagy flux and
therefore stopped the lipid degradation, just as promote the lipid synthesis to induces
the content increment of lipogenic enzymes. That is why the interest of this project was

evaluated if the Cd promotes hepatic lipid accumulation and elucidates the molecular
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mechanisms capable of triggering at a hepatic level in a murine model. It worked with
mice of 8 weeks of CD-1 strain exposed to Cd for one month (sub-chronic) and three
months (chronic). For the one-month group, the measurement of water volume and
food consumption was carried out, and in the case of the three-month group with the
one-month group, the follow-up of body weight was carried out. After any time, one
night before euthanasia, the animals are placed in metabolic cages for the urine to be
obtained. In this urine, the albumin presence was evaluated through probes that
included electrophoresis and Coomassie Blue stain. In addition, the total protein
content in urine with BCA was determined. The animals were euthanized and obtained
serum for the determination of hepatic functionality with the Kenshin-2 strips and photos
at the systemic level; the liver was into a photo, and the obtained liver weight was to
evaluate the quotient of liver weight with respect to the mouse weight. Later, one part
of the liver was collected and put in PFA 4% and then was embedded in paraffin to
realize histological sections of 8 um and then hematoxylin and eosin (H&E) stain and
make the morphometric analysis in both times, for the samples of three moths also
made the determination of collagen in tissue for Red Sirius stain. To evaluate the
content of Cd and element how Cd and other elements such as manganese (Mn), iron
(Fe), cobalt (Co), copper (Cu), zinc (Zn), selenium (Se), and iodine (I) in a chronic
exposure was employed the Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS)
technique. Also, it was determined in liver samples of sub-chronic and chronic exposure
the total cholesterol with O-phthalneyde (OPA) technique, as well as for the
guantification of triglyceride content with the Triglyceride Assay Kit. Fresh tissue was

embedded on Optimal Cutting Temperature (OCT) for histological sections and stained

XViii



with Oil Red O (ORO) to evaluate the lipid droplet content observed in the clear field
microscope. In addition, the lipid droplet content and cholesterol were determined using
a BODIPY stain in the confocal microscope. The protein was obtained and quantified
for the determination of the activation of signaling pathways AKT/mTOR and MAPKs
family (ERK, p38, and JNK) and the expression of proteins involved in the lipid and
cholesterol synthesis such as SREBP-1c, ACLY, FasN and HMCoA, antioxidants
enzymes such as SOD-1, GPx-1, Catalase, GPx-1/2 and GPx-4, HSP-70 protein and
transcription factor STAT3 as well as to evaluate the MT-1l expression by Western Blot.
In obtained samples of sub-chronic exposure, the level of lipoperoxidation was
guantified by the Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) technique. It was
demonstrated that Cd did not affect the food and water consumption of animals, nor
affect body weight or quotient of liver weight with respect to body weight; at the
macroscopic level, the mice of one month showed an intestinal inflammation; however,
at three months the inflammation it was not persistent and in hepatic level, did not show
morphological alterations in a sub-chronic and chronic exposure. The Cd consumption
for three months promotes its deposit in the liver without altering the content of
elements: Mn, Fe, Co, Cu, Zn y Se; Cd consumed for around three months only the
0.095% was quantified in the liver, a percentage that is capable of alter the | level, to
found and strong positive correlation between Cad and I. In addition, it was found that
Cd promotes hepatocyte proliferation in sub-chronic exposure, in contrast to chronic
consumption, which promotes hepatocyte cell death apart from proliferation. The
functionality of hepatic enzymes did not alter with the sub-chronic and chronic

consumption, and only triglycerides content at one month decrease in serum. Cd

XiX



exposure for around one and three months apparently did not alter the renal
functionality not to show proteinuria increment. Regarding collagen deposition, the Cd
exposure at three months did not promote collagen accumulation in hepatic tissue. In
addition, it found that Cd did not promote MT-II increment content in liver, probably, to
did not alter Zn content. Cd did not alter the liver's REDOX state to prevent
lipoperoxidation increment and, apparently, maintain antioxidant enzymes at a stable
level. At these exposure times, it was found that Cd did not promote the cholesterol and
triglycerides hepatic accumulation to not activate the lipogenic route AKT/mTOR, or it
targeted SREBP-1c and did not promote the expression of target genes lipogenicsuch
as ACLY and FasN. It also found that Cd did not favor the activation of transcription
factor STAT-3, so the HSP-70 accumulation was not promoted. It was determined that
Cd promotes the p38 activation at three months of exposure, maybe like a possible
inductor of death cells. Moreover, it was found that Cd reduces the JNKactivation
without altering ERK. However, the role of p38 and JNK in chronic consumption of Cd
remains to be elucidated. In addition to this, it found that Cd promotes the increment of
| in the liver; however, the participation of | in the exposure of this toxic metal is

unknown.

These results suggest that Cd is a hepatic damage inductor that promotes the
hepatocyte's proliferation in a short time of consumption and in a long time, in addition
to proliferation, promotes the hepatocyte's death cell. The one- and three-month
exposure represents a short time for lipogenic machinery induction; therefore, it does

not promote lipid increment in the liver.
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1. Introduccién

1.1.Generalidades de higado

El higado es el érgano interno mas grande y lleva a cabo diversas funciones vitales
(Gadd et al., 2020); es un 6rgano metabdlicamente esencial, porque en él se realiza el
metabolismo energético del cuerpo, ya que también influye a nivel de musculo
esquelético y de tejido adiposo (Rui, 2014). Controla el metabolismo glucolitico y de la
urea, la detoxificacion de la sangre y los niveles de colesterol (Gordillo et al., 2015). De
tal manera que tiene un papel importante en el metabolismo, detoxificacion, regulacion
de la inflamacion y biosintesis de moléculas (Maeso-Diaz et al., 2018). Lasfunciones
del higado son realizadas por los hepatocitos, quienes filtran y procesan los nutrientes
de la sangre, metabolitos, hormonas, drogas y otros compuestos para Su
almacenamiento y excrecion (Dao Thi et al., 2020). El higado esta dividido en su unidad
funcional denominada acino o lobulillo (Hijmans et al., 2014), cada lobulillo esta
compuesto de una vena central desde donde los cordones de hepatocitos irradian
hacia las triadas hepaticas, la cual se compone de vena porta, arteria hepatica y ducto
biliar (Fig. 1A) (Gordillo et al., 2015). El flujo de la sangre dentro del I6bulo es
direccional, la sangre rica en nutrientes, pero también en genotdxicos y farmacos
provienen de la vena porta y la sangre rica en oxigeno proviene de la arteria hepatica
hacia la vena central donde son drenados fuera del higado, por el contrario la bilis que
se produce en los hepatocitos va desde la vena central hacia el canaliculo biliar para
ser depositada en la vesicula biliar (Jones et al., 2023), gracias a esto el acino puede

ser subdivido en tres diferentes zonas; la zona uno o peri-portal que recibe sangre rica



en nutrientes de la vena porta y sangre rica en oxigeno proveniente de la arteria
hepética, una zona intermedia y la zona peri-central o zona tres donde la sangre es
drenada del higado por la vena central (Hijmans et al., 2014) (Fig.1B). El tejido hepatico
esta compuesto de diversos tipos celulares de diferente origen embrionario, incluyendo
células epiteliales como los hepatocitos y colangiocitos, asi como células no
parenquimales como las células estelares, células de Kupffer y células hepaticas
endoteliales, cada una de estas células con funciones Unicas que en conjunto regulan

la funcion hepatica en multiples niveles (Liu et al., 2017; Trefts et al., 2017).
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Fig. 1 Caracteristicas generales del tejido hepético. A) Imagen representativa de la unidad
funcional hepética denominada acino, que se compone por la diversas triadas portales
compuestas de la vena portal, ducto biliar y la arteria hepética con cordones de hepatocitos
gue corren hacia la vena central (CV). B) Representacion del flujo de la sangre, las flechas
azules representan el flujo de la triada hepética hacia la vena central y la flecha verde
representa el flujo de la bilis que va desde la vena central hacia el canaliculo biliar. También

se muestran los diversos tipos celulares que componen al tejido. Imagen tomada y modificada

de (Gordillo et al., 2015).



Los hepatocitos representan el 80% de la masa hepética en el 6rgano adulto y llevan
a cabo casi todas las funciones relacionadas con el metabolismo, tienen una
polarizacion Unica con una membrana basal frente a las células endoteliales hepaticas,
mientras uno o mas polos apicales pueden formar varios canaliculos biliares (Gissen
et al., 2015; Messina et al., 2020). Los colangiocitos son células que limitan los ductos
biliares intra y extra hepatico, son células altamente especializadas en un complejo
nicho anatémico donde participan en la produccién y la homeostasis de la bilis
(Banales et al., 2019). Las células hepaticas endoteliales estan caracterizadas por su
morfologia Unica y su funcion especializada, tienen la habilidad de eliminar una
variedad de macromoléculas desde la circulacion, gracias a que forman placas
fenestradas en el lumen sinusoidal, creando poros, que son criticos para el intercambio
de proteinas y particulas entre la sangre y el higado, mientras mantienen una funcion
de barrera (Kus et al., 2019; Trefts et al., 2017). Las células de Kupffer juegan un papel
importante en el mantenimiento de la homeostasis del higado (Deng et al., 2020),
pueden producir citocinas y otros mediadores biologicos activos, como especies
reactivas de oxigeno (ERO) para regular las funciones de las células vecinas (Cheng
et al., 2019). Las células estelares hepaticas es un término de un tipo de células no
parenquimatosas residentes, situadas en el espacio subendotelial de Disse, participan
en la transicion de dafio crénico hepatico a cirrosis, donde las células estelares
guiescente se diferencian a células como miofibroblastos, lo cual resulta en

proliferacion y una excesiva generacion de matriz extracelular (Liu et al., 2020).



Debido a estas caracteristicas el higado es un érgano dinamico y heterogéneo que
esta bajo un alto control fisioldgico, sin embargo, un mal estilo de vida y la exposicién
a la contaminacién ambiental pueden llevar al desarrollo de diversas enfermedades

hepaticas, entre ellas la esteatosis hepética.
1.2.Enfermedad hepética esteatotica asociada a disfuncion metabdlica

La enfermedad hepatica esteatotica asociada a disfuncion metabélica (MASLD, por
sus siglas en inglés) es una enfermedad progresiva, caracterizada por un exceso en el
depdsito de grasa en el higado debido a diversos factores, como: el sobrepeso,
obesidad, dislipidemia, resistencia a la insulina, diabetes mellitus tipo 2, principalmente
(Castro et al., 2015). MALSD es un término que hace referencia a un espectro de
enfermedades que va desde la acumulacion de grasa dentro de los hepatocitos, es
decir, esteatosis, que puede progresar a esteatohepatitis asociada a disfuncién
metabolica (MASH, por sus siglas en inglés), que se caracteriza por dafio
hepatocelular, inflamacion portal y lobular; si el estimulo de dafio continda, la
enfermedad puede derivar a fibrosis con un excesivo depdsito de matriz extracelular,
avanzar a cirrosis y terminar en un carcinoma hepatocelular (Fig. 2) (HCC, por sus
siglas en inglés) (Provera et al., 2024; Targher et al., 2024). La prevalencia del MASLD
es de un 80% en pacientes con obesidad y un 20% en individuos sanos de la poblacién
occidental, por lo que se ha convertido en la principal causa de dafio cronico hepatico

en los paises occidentales (Pi et al., 2019).
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Fig. 2 Progresiéon de la enfermedad hepatica esteatotica asociada a disfuncion
metabdlica. Se muestra los cambios a nivel macroscopico, histolégico y microscopico de las
diferentes etapas del MASLD, en los que se muestra la acumulacién de lipidos, inflamacién y

formacion de matriz extracelular. Imagen tomada y modificada de (Ruissen et al., 2020).

La MASLD presenta un estadio temprano de esteatosis, que es la acumulacion de
grasa en un 5% o mas en los hepatocitos, debido al incremento en la lipogénesis y a
la disminucion de la hidrélisis de acidos grasos (Mittal et al., 2020). A pesar de que la
patogénesis del MASLD no esta totalmente caracterizada, se considera que la

obesidad vy la resistencia a la insulina son dos factores criticos que contribuyen al



incremento de la lipdlisis. Cuando el tejido adiposo llega a su limite de almacenaje de
lipidos, éstos son acumulados en el tejido hepatico, debido a que la grasa visceral es
liberada de los adipocitos, incrementando los acidos grasos libres en el plasma
sanguineo y favoreciendo su ingreso al higado por la vena porta, posteriormente son
transportados al hepatocito por medio de las proteinas transportadoras de &cidos
grasos (FATPs, por sus siglas en inglés), lo que altera el metabolismo de los acidos
grasos (Chen et al., 2018; Hanlon et al., 2022; Park et al., 2014; Polyzos et al., 2017).
La lipogénesis de novo también promueve la acumulacién de lipidos hepéticos,
ademas, el transporte de lipidos al exterior del higado se afecta con la disminucion en
la secrecion de lipoproteinas de baja densidad (LDL), lo que promueve la acumulacion
de lipidos en el higado (Asif et al., 2022). Por otra parte, se ha referido la participacion
de diversos factores de transcripcion, como la proteina de union al elemento regulador
de esterol (SREBP, por sus siglas en inglés), la proteina de union a elementos
sensibles a carbohidratos (ChREBP, por sus siglas en inglés) y las enzimas acetil-Coa
carboxilasa (ACC1) y acido graso sintasa (FASN, por sus siglas en inglés) en el
proceso de lipogénesis de novo. En relacién con el desarrollo de MASLD, se ha
propuesto que involucra la presencia de multiples eventos como: el estrés oxidante
(EO), inflamacion por el incremento de moléculas proinflamatorias, dislipidemia,
hipovitaminosis E y la desregulacion de la microbiota (Angelico et al., 2021). La
acumulacién de grasa en el higado esta asociada con la pérdida de balance entre la
deposicion de lipidos y las rutas de degradacion (Asif et al., 2022). La primera etapa
en el desarrollo de la MASLD se caracteriza por una acumulacion excesiva de gotas

lipidicas en los hepatocitos (Gao et al., 2020). Las gotas lipidicas intracelulares



constituyen la mayor reserva de energia en el higado; la desregulacién de las gotas
lipidicas hepéticas y el contenido de triglicéridos ocurre en diferentes enfermedades,

incluyendo enfermedad del higado graso y diabetes mellitus tipo 2 (Tsai et al., 2017).

Las gotas lipidicas son esferas dinamicos que rapidamente se pueden expandir y
encoger debido a fluctuaciones en la velocidad de sintesis y degradacion de
triglicéridos (De la Rosa Rodriguez et al., 2021); son grandes almacenes de
triglicéridos, lipidos y colesterol esterificado en las células. El metabolismo de las gotas
lipidicas regula el estado metabolico del higado (Gao et al., 2020; Schulze et al., 2020).
A nivel celular los hepatocitos metabolizan las gotas lipidicas en el lisosoma mediante

el proceso de autofagia (Schulze et al., 2020).
1.3.Regeneracion hepatica

El higado desempefa funciones homeostaticas vitales como regular el metabolismo,
la detoxificacion de drogas y xenobioticos, asi como resistir la respuesta inmunologica
contra infecciones virales y bacterianas (Trefts et al., 2017). Debido a su localizacion
anatoémica, el higado es continuamente expuesto a componentes de la dieta, quimicos
toxicos y agentes patogénicos que potencialmente pueden promover el dafio hepatico
y su falla, sin embargo, este 6rgano puede mantener su integridad debido a su
extraordinaria capacidad regenerativa (Michalopoulos et al., 2020), mediada por las
células progenitoras hepaticas, las cuales comprometen menos de 0.01% del
parénquima hepatico en el higado adulto y de las que se sabe, tienen una alta

capacidad regenerativa (Yagi et al., 2020) Sin embargo, diversos autores han



encontrado que hepatocitos etiquetados con una sonda fluorescente pueden favorecer
la expansién clonal de hepatocitos, demostrando que la homeostasis hepética esta
relacionada con la proliferacion de hepatocitos en todas las zonas hepaticas (Ang et
al., 2019; Planas-Paz et al., 2016; Sun et al., 2020). Bajo condiciones homeostéticas,
los hepatocitos se encuentran en un estado quiescente (G0O) con poca proliferacion,
sin embargo, bajo la pérdida del parénquima, inicia la proliferacion rapida de los
hepatocitos para restaurar la funcion metabdlica (Gadd et al., 2020), estos datos han
sugerido que la homeostasis de la reserva de hepatocitos es remplazada por
hepatocitos preexistentes mas que por células progenitoras (Li et al., 2020). En
modelos experimentales han comprobado que, en procesos iniciales de la
regeneracion hepatica, los hepatocitos pueden acumular gotas de grasa, la cual tiende
a desaparecer, esto posiblemente como una respuesta metabdlica hepatocelular al
dafo, para generar fuentes de energia y material para la construccion de membranas

(Lagomarsino, 2012).
1.4.El cadmio

Desde hace algunas décadas, seguido de la abundante accesibilidad de varios
materiales quimicos, la tasa de intoxicacion con metales pesados se ha incrementado
considerablemente, las personas pueden usar drogas o quimicos de forma equivocada
favoreciendo el envenenamiento intencional o accidentalmente (Paudyal, 2005). Los
metales pesados, similar a otros quimicos, provienen de fuentes naturales o
industriales, entre los metales pesados se encuentra el Cd, nimero atdbmico 48, masa

atdmica 112, el cual es un metal toxico que se encuentra en el ambiente procedente



de fuentes naturales, tales como las emisiones volcanicas y la erosiéon de las rocas,
asi como fuentes antropogénicas debidas al desarrollo industrial y el alto consumo de
combustibles fésiles, lo cual genera un grave problema ambiental (Cao et al., 2021).
Se ha determinado que el total de emisiones de Cd oscila en cantidades de 7000
toneladas por afio (Godt et al., 2006). ElI Cd no tiene funcion biolégica, pero puede
acumularse en diversos organismos, lo que constituye una amenaza a largo plazo para
la salud de los humanos y de animales. Es liberado al suelo, al agua y al aire durante
la extraccion y refinacion de metales no ferrosos como el Zn, el Pb y el Cu, la
manufactura y aplicacion de abonos fosfatados, la combustién de combustibles fosiles,
y la disposicion e incineracion de basura (Fig. 3) (ATSDR, 1999). Su produccion
comercial empezo al inicio del siglo XX al ser utilizado en la galvanoplastia (técnica
electroquimica que consiste en depositar capas de metal sobre objetos para modificar
sus propiedades), pero hoy en dia se utiliza en las baterias cadmio-niquel, en
pigmentos, revestimiento y como un estabilizador de otros plasticos (WHO, 2019).
Cuando el Cd se quema en el aire, forma 6xido de Cd (CdO), asi mismo el Cd se
disuelve con el acido sulfarico, clorhidrico y nitrico, formando sulfato de Cd (CdSOa),
cloruro de Cd (CdCl2) y nitrato de Cd (Cd(NO3)2) respectivamente (Suhani et al., 2021).
La exposicion humana al Cd ocurre a través de la inhalacién o ingesta. Solo un 10%
del Cd inhalado es absorbido, dependiendo del tamafio de la particula; cerca del 5 al
10% del Cd ingerido es absorbido a nivel intestinal y se ha visto que, en personas con

deficiencia en Fe, Ca 0 Zn , se favorece su absorcion intestinal (Bernhoft, 2013).



Generalmente, el Cd y sus compuestos son hidrofilicos en la naturaleza, esto permite
que facilmente entren en la cadena alimenticia. Alimentos obtenidos de cultivos como
el trigo, arroz, papas y otros vegetales acumulan Cd gracias a su riego con agua

contaminada por la industria y al uso de fertilizantes fosfatados (Khan et al., 2022).
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Fig. 3 Fuentes de exposicion humana al Cd. Las fuentes antropogénicas y las fuentes
naturales, son la forma en la que el Cd entra en contacto con el humano, favoreciendo la

acumulacién del Cd en la cadena alimenticia. Imagen tomada de (Hernandez-Cruz et al., 2022)
1.5.Efecto del cadmio en la salud y su relacion con el higado graso

En el Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologias (CONAHCYT)

mediante el Programa Nacional Estratégico de Agentes Téxicos y Procesos
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Contaminantes (Pronaces ATPC) en un ciclo de Webinarios (2023) donde particip6 la
Dra. Ofelia Morton, quien ha evaluado el tiempo de vida de metales en una zona
metallrgica en San Luis Potosi; 4rea donde se encontraron restos de metales en
muestras de sangre de niflos, resaltando el exceso de Cd encontrado en sangre.
Recalco que el impacto de la exposicion de metales en México esta subestimado. Su
estudio resalta que dicha problemética debe ser atendida, dado que, en la actualidad
solo se tienen algunas normas que regulan el contenido de Cd en suelos de zonas

mineras, mas no en la exposicion del humano al Cd (Morton, 2023).

El Cd se absorbe en el intestino delgado, debido a la ingestion de crustaceos,
moluscos, bivalvos, ostras, cangrejos, y plantas o agua contaminada (Genchi et al.,
2020; He et al., 2020; Ohta et al., 2020). La exposicion ocupacional a Cd en talleres
de reciclaje de baterias y de soldaduras da lugar a la acumulacion de Cd en pulmones
(Cao et al., 2021). Los efectos a nivel sistémico del Cd se han visto en los rifiones,
higado, sistema hematopoyético y el musculo esquelético. En los rifiones, se ha
reportado una disfuncion tubular renal; en pulmones la inhalacion de CdO puede
causar neumonitis y edema pulmonar; y la exposicién crénica o ambiental del metal,
induce cambios en los pulmones causando enfermedad pulmonar obstructiva cronica
(Rahman et al., 2022; Reyes-Hinojosa et al., 2019). Recientemente datos no
publicados por el grupo de Martinez-Flores et al, encontraron niveles significativos de
Cd en sangre de pacientes fumadores con osteoartritis de 0.94 ng/ml en contraste a

pacientes no fumadores con un valor de 0.086 ng/ml, afectando los niveles de catalasa
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y glutation s transferasa, sugiriendo que esto incrementa el deterioro en los pacientes

expuestos a Cd (Martinez-Flores et al, 2024).

El Cd se bioacumula principalmente en el higado y los rifiones por la expresion de la
metalotioneina Il (MT-Il), una proteina que quela a este metal (Martinez-Flores et al.,
2013). El Cd puede difundir a través de la membrana plasmatica mediante diversos
transportadores, incluidos los canales idnicos (Souza-Arroyo et al., 2022; Vanlaeys et
al., 2020; Zou et al., 2020). Se ha encontrado una correlacidon positiva entre la
expresion de diversos transportadores y el aumento en la concentracion de Cd en el
intestino. Ohta et al. (2020), encontraron que los transportadores de metales
esenciales como el transportador de zinc ZIP4, el transportador de hierro DMT1, el
transportador de cobre ATP7A y el transportador de calcio TRPV6, aumentan su
expresion conforme la concentracion de Cd aumenta, lo que sugiere que estos
transportadores estan involucrados en la absorcién del Cd principalmente a nivel de

duodeno.

Una vez que el Cd es absorbido a nivel intestinal, se une con la albumina generando
el complejo Cd-Alb, es asi como se transporta por la vena mesentérica hasta la vena
porta para ser depositado en el higado, donde se deshace el complejo Cd-Alb y se
forma el complejo Cd-MT (metalotioneina) o Cd-GSH (Glutation), en el higado se
puede almacenar por 25 afos, para posteriormente ser excretado via la orina o heces,
también se puede depositar en el cabello. Una parte es excretada por medio de las

heces antes de ser absorbida (Fig. 4) (Hernandez-Cruz et al., 2022).
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Fig. 4. Absorcion y distribucién del Cd posterior a su ingesta y/o su inhalacién. El Cd

puede ser absorbido por el organismo a través de la ingestion en un 10% y por la inhalacién
en un 25% aproximadamente y ser distribuido al higado y rifilones y solo un 0.01% es excretado

por la orina. Imagen tomada y modificada de (Hernandez-Cruz et al, 2022).

Se ha encontrado una asociacion entre la exposicion ambiental a bajas
concentraciones de Cd y sindrome metabdlico, diabetes, hipertension, dafo en la
funcidn renal, enfermedades hepaticas cronicas, cancer pulmonar, enfermedades
cardiovasculares, entre otras (Park et al., 2021). Los desordenes metabolicos son el
principal factor de riesgo para el desarrollo de MASLD, mientras que otros factores
también podrian contribuir al desarrollo de la enfermedad del higado graso; se ha
sugerido la asociacién entre la exposicion ambiental a Cd con necroinflamacion,
MASLD y MASH en hombres (Rosales-Cruz et al., 2018). Diversos estudios han
demostrado que la acumulacion de Cd en el higado promueve la lipogénesis hepatica,

MASLD y MASH, por la sobreregulacion de SREBP1/2, la supresion de PPAR-a y la
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inhibicion de sirtuina-1 (SIRT1) (Alshehri et al., 2021). Aunado a esto se ha reportado
gue el Cd modula la acumulacién de lipidos y promueve la fibrosis hepética en una
exposicion aguda en células HepG2 y SK-Hepl. En exposicién crénica a Cd estas
lineas celulares incrementan el contenido del marcador oncogénico Notch y que
promueve la acumulacion lipidica al desregular la autofagia mediada por AKT/mTOR

(Niture et al., 2023).

En nuestro grupo de investigacion se evidencié que el Cd incrementa el contenido de
lipidos en los hepatocitos a través de una disminucion en el contenido de LC-3-Il en
funcion del tiempo y la concentracion, mientras que los niveles de p62 se mantienen,
lo que sugiere que el Cd afecta el proceso de la autofagia llevando a la acumulacion
de lipidos. Como consecuencia, la inhibicibn de la macroautofagia disminuye el
rompimiento lipolitico de triglicéridos y colesterol (Rosales-Cruz et al., 2018). En
modelos animales, se ha evaluado el impacto de la exposicion crénica a Cd en
concentraciones bajas, encontraron que la exposicién a 10 mg/L de Cd durante 20
semanas potencia el desarrollo de higado graso como resultado de la desregulacion
en la sintesis de lipidos; la concentracion de triglicéridos, diacilglicerol y colesterol se

ven incrementadas en el tejido hepatico (Go et al., 2015).

1.6.Laruta de sefializacion AKT/mTOR

La proteina cinasa B o AKT es el principal componente de la ruta de sefializacion de
la insulina, juega un papel crucial en diversas funciones del cuerpo, como la regulacion
del metabolismo, homeostasis de energia, proliferacion y muerte celular,

especialmente en tejidos como higado, musculo, rifién y cerebro (Wei et al., 2019). La
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proteina AKT es una cinasa serina/treonina que comprende tres subtipos, AKT1, AKT2
y AKT3; AKT1, es expresada en la mayoria de los tejidos, AKT2 es expresada
principalmente en los tejidos sensibles a insulina y AKT3 es expresada solamente en
cerebro y testiculos (Xu et al., 2021). La fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K por sus siglas
en inglés) es el principal efector rio abajo de receptores acoplados a proteinas G y
receptores transmembranales con actividad de tirosina cinasa (RTKs por sus siglas en
inglés), que transduce las sefales de factores de crecimiento a través del uso de
mensajeros intracelulares mediante la generacion de fosfolipidos como el inositol
trifosfato (IP3), los cuales estimulan la activacion de AKT a través de la fosforilacion a
nivel de serina 473 y treonina 308; AKT sirve como el principal efector de PI3K al tener
como blanco la activacion mTORC1 (Xu et al.,, 2020). La lipogénesis puede ser
activada por mTOR, una ruta de sefializacion conocida por controlar el crecimiento y
metabolismo celular en respuesta a nutrientes, factores de crecimiento y el estatus
energético (Wang et al., 2015). mTOR es una proteina cinasa serina/treonina, miembro
de la familia de proteinas cinasa asociadas a PI3K que participa en censar las sefiales
nutricionales y regular el crecimiento celular y proliferacion (Xu et al., 2021). mTOR
forma dos complejos multiproteicos funcionales. EI complejo 1 de mTOR (mTORC1)
media la biogénesis de ribosomas, traduccion de proteinas, autofagia y lipogénesis, se
compone de mTOR, Raptor, MLST8, PRAS40 y DEPTOR y sus blancos rio abajo son
S6K y 4EBP1, los cuales desempefian papeles criticos en la sintesis de proteinas y
respuesta nutricional. EI complejo 2 de mTOR contribuye a la dinamica de la actina y

se compone de mTOR, RICTOR, mLST8, PROTOR1/2, DEPTOR y mSIN1; mTORC2
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interactia con PDK1 para activar AKT via fosforilacion a nivel de serina 473 (Chadha

et al., 2020; Peng et al., 2022).

Se ha demostrado que mTORCL1 regula la actividad de SREBP1 y contribuye a la
lipogénesis dependiente de AKT (Kumar et al., 2022); debido a que la activacion de
AKT induce la expresién de genes lipogénicos, incluidos ACLY y FASN, mediante la
activacion de SREBP1, mediada por mTORC1, esto al observar que la activacion de
AKT potencia la incorporacion de glucosa, piruvato o acetato a lipidos, lo cual fue
bloqueado por rapamicina, demostrando que AKT regula la lipogénesis de novo y que

la actividad de mTORCL1 es requerida para este efecto (Porstmann et al., 2008).

En diversos estudios in vivo se ha demostrado que el Cd puede favorecer la
acumulacion de lipidos mediado por AKT/mTOR. Niture et al, (2023) encontraron que,
en lineas celulares de linajes hepaticos tratados con Cd, mostraban un incremento en
la expresion de enzimas involucradas en la lipogénesis y aunado a ello, el flujo de la
autofagia se veia interrumpido. En nuestro grupo de investigacion encontraron que el
Cd favorece la acumulacion de lipidos en hepatocitos primarios obtenidos de una dieta
alta en colesterol, al incrementar la activacion de mTOR, lo que inhibe el flujo de la

autofagia y afecta la degradacion de los lipidos (Rosales-Cruz et al., 2018).
1.7.Lafamilia de las cinasas activadas por mitégenos (MAPKS)

Las cinasas activadas por mitbgeno (MAPKs por sus siglas en inglés) son una
superfamilia de proteinas, principalmente compuesta de cinasas que median cadenas

de fosforilacion en serina/treonina. Receptores membranales activados por mitdbgenos,
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citocinas y agentes estresores que activan a MAPKKKKSs, promoviendo la fosforilacion
de las MAPKKKSs, posteriormente se fosforila MAPKKs y entonces se fosforilan la
MAPKSs (Anerillas et al., 2020), que regulan la expresion de genes involucrados en la
mitosis, metabolismo, motilidad, sobrevivencia, apoptosis y diferenciacion (Cargnello
et al., 2011), es decir convierten una variedad de sefiales extracelulares en una amplia
variedad de respuestas celulares (Kassouf et al., 2020). Diferentes proteinas
pertenecen a la familia de las MAPKSs, entre ellas se encuentra la cinasa regulada
extracelularmente (ERK1/2, por sus siglas en inglés), cinasas NHzterminal c-Jun (JNK,

por sus siglas en inglés) y p38 (Osaki et al., 2013).

La cascada candnica de ERK comienza con la union del ligando como factor de
crecimiento epidermal (EGF por sus siglas en inglés) o el factor de crecimiento
derivado de plaguetas (PDGF por sus siglas en inglés) al RTKs; los RTKs reclutan a la
proteina adaptadora Grb2, quien se une a la proteina intercambiadora de nucleoétidos,
SOS en el citoplasma y posteriormente se relocaliza en la membrana plasmatica,
llevando a la activacion de Ras quien recluta y activa a Raf, seguido de laactivacion de
MEKZ1/2 para terminar por activar ERK1/2 en el citosol. En el higado se ha encontrado
gue en ratones obesos inducidos genéticamente y con dieta, la expresion de ERK 1/2
incrementa y se sostiene, llevando a un desequilibrio en la homeostasis de la glucosa,
disminuyendo el gasto energético e induciendo la resistencia a la insulina (Kassouf et

al., 2020; Osaki et al., 2013).

La proteina p38 se considera una cinasa activada por estrés (SAPK, por sus siglas en

inglés) debido a que frecuentemente diversos factores como estrés ambiental o
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citocinas proinflamatorias favorecen su activacién (Coulthard et al., 2009), las MKK3/6
son esenciales para la activacion clasica de p38 mediante la fosforilacion a nivel de
treonina 180 y tirosina 182, aunque en condiciones extremas puede ser activada por
MKK4. También se he reportado que puede ser activada por TAK1 como mediador del
TGF-B y otros ligandos inflamatorios incluidos como la IL-13, TNF-a y lipopolisacarido
(LPS). TAK1 a su vez es activado por la uniéon directa de proteinas adaptadoras como
TAB1y TAB2. La activacién mediada por MKK3/6 se considera la ruta clasica, mientras
gue la activacion mediada por TAK1 es considerada la ruta no clasica o alterna (Burton
et al.,, 2021; Moriguchi et al., 1996; Shim et al., 2005; Takaesu et al., 2003). Las
actividades atribuidas a su activacion mediada por fosforilacion son frecuentemente
especificas del tipo celular e incluye respuesta inflamatoria, diferenciacién celular,
arresto del ciclo celular, apoptosis, senescencia y regulacién del “splicing” del RNA
(Coulthard et al., 2009). Se ha propuesto que la traslocacion nuclear de p38 podria ser
relevante para la regulacion del arresto del ciclo celular G2/M y promover la reparacion
del ADN (Cuadrado et al., 2010). También se ha visto que la activacion de p38 tiene
un rol importante en la produccién de citocinas proinflamatorias como IL-13 e IL-6, asi
como en la induccion de enzimas como cicloxigenasa-2 (COX-2). Por otro lado, se ha
asociado a la activacion de p38 con la apoptosis, esto al encontrar que inhibidores de
caspasas bloquean la activacién de p38 mediada por el ligando Fas, sugiriendo que

p38 funciona como activador de caspasas rio abajo (Zarubin et al., 2005).

JNK también es considerada una SAPK que se activa por medio de fosforilacién en

residuos treonina y tirosina, fuertemente activada en respuesta a varios tipos de estrés
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celular como golpes de calor, radiacion ionizante, estrés oxidante, agentes de dafio al
DNA, citocinas, irradiacion con UV, inhibidores de sintesis de proteinas y DNA
(Cargnello et al., 2011). JNK es fosforilada por MKK4 y MKK7, quienes a su vez pueden
ser activadas por diversas MAPKKK, incluyendo MEKK1-4, MLK1-3 y TAK1; la
activacion de PI3K rio abajo de la sefializacion de EGFR puede promover la activacion
de JNK 'y promover la activacion de factores de trascripcion como c-Jun, JunA, JunB,
ATF2, Elk, p53 y c-Myc, asi como incrementar el contenido proteina antiapoptética Bcl-

2 (Katz et al., 2007; Osaki et al., 2013).
1.8.Yodo

El yodo es un elemento traza, que es un componente esencial de las hormonas
tiroideas, tiroxina (T4) y triiodotironina (T3), las cuales son criticas para el
funcionamiento del organismo (Hatch-McChesney et al.,, 2022). Se obtiene
principalmente de la dieta, particularmente de verduras cultivadas en suelos ricos en
yodo. La gandula tiroidea tiene el papel central en el metabolismo de yodo (Nagataki

et al., 1997).

El yodo es principalmente ingerido como yoduro o yodato, el cual es generalmente
usado en la sal yodada, mas del 90% del yodo ingerido es absorbido en el duodeno,
el yodato es reducido a yoduro para ser absorbido; su captacion es mediada por el
transportador simporte sodio/yodo (NIS, por sus siglas en inglés), presente en la
membrana apical de los enterocitos (Sorrenti et al., 2021). A parte de la absorcion

intestinal, la desyodacion de la T4 y la T3 por desyodasas en tejidos periféricos
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contribuyen al incremento de los niveles de yoduro presente en la sangre (Bianco et
al., 2018). La concentracion intracelular de las hormonas tiroideas es regulada por
enzimas especificas denominadas desyodasas. Las desyodasas son capaces de
remover un atomo de yodo del anillo externo o interno de la estructura interna
(Bruinstroop et al., 2023). Existen tres enzimas desyodasas denominadas D1, D2y D3,
en el higado principalmente se expresa la D1, en particular, esta enzima hepética
contribuye a la produccion de T3 periférica y es el principal sitio para esclarecer los
niveles de rT3 (T3 reversa), la forma biolégicamente inactiva de la T3. La T4 se
convierte en T3, la forma activa que se une a los receptores nucleares y en rT3, una
forma inactiva de la hormona tiroidea sin actividad metabdlica del plasma (Peeters et

al., 2017).
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2. Antecedentes

En nuestro grupo de investigacion se ha explorado el efecto del tratamiento agudo de
Cd en hepatocitos con sobrecarga de colesterol (Rosales-Cruz et al., 2018).
Evidenciando que a una concentracion de 25 nM de CdClz en hepatocitos provenientes
de ratones alimentados con una dieta alta en colesterol (HC) y con colato de sodio
(CS) al 0.5% (CS0.5), presentaron mayor viabilidad, con respecto a los hepatocitos
provenientes de los ratones alimentados con la dieta equilibrada Chow méas CS 0.5.
En este estudio se encontro, que el Cd increment6 el contenido de lipidos y con ello
su acumulacién en los hepatocitos. De igual forma, encontraron que el contenido de
colesterol se incrementa en los ratones de la dieta HC mas CS 0.5 y esto se exacerba
con el tratamiento con Cd. Se ha asociado la autofagia como un regulador del
metabolismo de lipidos al degradarlos y prevenir su acumulacion en los hepatocitos, y
se considera que la degradacion de p62 junto con la transformacion de LC3-1 a LC3-II
son marcadores del flujo de la autofagia. Se ha demostrado que en los hepatocitos
hipercolesterolémicos tratados con Cd, disminuyen los niveles de LC3-Il, mientras que
los niveles de p62 se mantienen constantes, sugiriendo que el Cd afecta el flujo de la
autofagia, llevando asi a la acumulacién de lipidos y también favorece la fosforilacion
de mTORC1, el cual inhibe la autofagia (Rosales-Cruz et al., 2018). Sin embargo, no
se conoce con exactitud el mecanismo molecular por el cual el Cd por si solo induce
el incremento de lipidos en el higado; por ello es importante evaluar la sefializacion por

la cual el Cd estaria induciendo higado graso para demostrar que la exposicion a
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metales toxicos puede favorecer enfermedades que impactan en el sistema de salud

y con ello proponer estrategias de manejo y prevencion.

3. Justificacion

En la actualidad, la exposicion de la poblacion en general al Cd se produce al consumir
alimentos contaminados con este metal toxico. La expansion de la industria de
reciclado de baterias niquel-cadmio, es también una posible fuente de exposicion. Los
compuestos de Cd se encuentran a menudo en el ambiente adheridos en pequefias
particulas en el aire (ATSDR, 1999). Ademas, personas que viven cerca de sitios de
desechos peligrosos o fabricas que liberan Cd al aire estan potencialmente expuestas.
El Cd entra al cuerpo por medio de los pulmones o el tracto gastrointestinal y es
absorbido en el intestino delgado por medio de transportadores de metales esenciales
como: el transportador divalente de metales (DMT1, por sus siglas en inglés) y
posterior a la exposicion el Cd sale del intestino y se une a la albumina sérica, siendo
transportado al higado por medio del sistema porta (Hernandez-Cruz et al., 2022). De
acuerdo con la Agencia para sustancias toxicas y el registro de enfermedades (ATSDR
por sus siglas en inglés) (2012), la exposicion ambiental al Cd ha sido asociada con
riesgo a enfermedades cronicas (ATSDR, 2012), sin embargo, su relacion con el
desarrollo de NALFD ha sido poco estudiado, se ha reportado en un modelo in vivo
gue el Cd induce dafio hepatico y que esto se correlaciona con un incremento de
triglicéridos y colesterol (Souza-Arroyo et al., 2022). Por otra parte, se ha encontrado
gue existe relaciéon entre el incremento de los niveles de Cd en sangre y el desarrollo

de NALFD, en ausencia de causas secundarias de acumulacién lipidica como el
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consumo de alcohol (Park etal., 2021). En adultos jévenes de Estados Unidos también
se encontré que existe una relacion entre la exposicion a Cd y la alta prevalencia del
MASLD, esta asociacion es independiente del sexo, raza, indice de masa corporal o
tabaquismo en los individuos que fueron considerados para el estudio (Li et al., 2022).
De tal manera que los estudios epidemioldgicos y los antecedentes en nuestro grupo
de investigacion cobran importancia al evidenciar el desarrollo de esteatosis mediada
por la exposicion al Cd (Rosales-Cruz et al, 2018). Sin embargo, se desconoce el
efecto del Cd en el metabolismo lipidico en hepatocitos sin antecedentes de dafio, por
ello se requieren investigaciones dirigidas al efecto toxico de este metal en el

metabolismo de lipidos.

4. Preguntade investigacion

¢La ruta de sefializacion AKT/mTOR vy el factor SREBP-1c estaran activos en el
desarrollo del higado graso en ratones expuestos a Cd?

5. Hipotesis

La exposicion a Cd causara un incremento en el contenido de lipidos en el tejido
hepatico mediado por enzimas lipogénicas a través de la activacion de la ruta de

sefalizacion AKT/mTOR vy el factor de transcripcion SREBP-1c.
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6. Objetivos

Objetivo general
Determinar la activacion de la ruta de sefializacion AKT/mTOR y del factor de
transcripcion SREBP-1c en el proceso de la acumulacion de lipidos en ratones
expuestos a cadmio.
Objetivos especificos:
1. Determinar el efecto del cadmio en el contenido de gotas lipidicas a nivel
hepatico.
2. Estudiar el efecto del cadmio en contenido de triglicéridos, colesterol y enzimas
lipogénicas.
3. Evaluar la activacion de la ruta de sefalizacion de AKT/mTOR y del factor de

transcripcion SREBP-1c en ratones expuestos a cadmio.
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7. Material y métodos

7.1.Animales

Se emplearon ratones macho de la cepa CD-1 de 8 a 12 semanas de edad (UPEAL,
UAM Xochimilco. CDMX, México). Los ratones se mantuvieron en condiciones libres
de patdégenos con control de temperatura y humedad en un ciclo de 12 horas (h) de
luz/oscuridad. Se alimentaron a los ratones con una dieta estandar (Chow) y con
acceso a agua ad libitum. El manejo de los animales se realiz6 de acuerdo la NOM-

062-1999.
7.2. Tratamiento a los ratones

Los ratones CD-1 de 8 semanas de edad, fueron separados en dos grupos: no tratado
(NT) a los cuales se les dio agua sin Cd y los expuestos a 10 mg/L de Cd (202908,
Sigma-Aldrich) en el agua por uno y tres meses teniendo acceso a comida ad libitum.
El agua se cambio cada tercer dia, donde se midio el volumen de agua consumido, se
peso la cantidad de comida para obtener el consumo alimenticio solo durante el primer
mes y se registro el peso de cada raton tanto de un mes como tres meses. Para la
semana 5y 14 los animales se anestesiaron con 0.6 ml de Avertina (100 uL de Avertina
en 4.5 ml de solucion salina tamponada con fosfato (PBS, por sus siglas en inglés)), y

se sacrificaron para la obtencion de suero e higado.
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Fig. 5. Disefio experimental. Se emplearon 23 ratones de 8 semanas, divididos en dos
grupos: lo que consumieron Cd durante uno y tres meses (Cd= 10 mg/l de CdCl,) y sus
respectivos no tratados (NT= 0 mg/l de CdCl,). Durante la semana 5y la semana 14 los ratones
fueron sacrificados posterior a la anestesia con Avertina para la obtencién del suero y del

higado.
7.3.Determinacion de la funcionalidad hepética en suero

Se tomo aproximadamente 1 ml de sangre de cada raton, el cual fue depositado en un
tubo con 20 ul de Heparina (Pisa) y se centrifugé a 1500 rpm durante 15 minutos,
posteriormente se recupero el suero. Se tomaron 100 pl de suero de cada muestra y
se ley6 en el Spotchem EZ SP-4430 con la tira reactiva Kenshin-2 (77188, arkray) para

cada determinacion bioquimica en suero.
7.4.Determinacion del contenido de Cd en tejido hepatico por ICP-MS

De los higados obtenidos se tom6 0.03 g de tejido para la determinacion del contenido
de Cd. La determinacién de los elementos en las muestras se llevd a cabo por
Espectrometria de Masa con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS) empleando

el modelo NexION 300D marca Perkin Elmer, donde la muestra se nebuliza e ingresa
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al plasma generado por el gas argon. Es asi como lo iones formados en el plasma son
introducidos en el analizador de masas, donde se clasificaron de acuerdo a su relacion
masa/carga y son dirigidos al detector dual simultaneo, el cual genera una sefial que
es proporcional a la concentracion del elemento. La cuantificacion de los elementos se
realizé utilizando una grafica de calibracion que incluye la evaluacion de muestras
duplicadas, asi como muestras blanco y al menos 6 concentraciones diferentes. Estas
muestras se basan en un estandar de calibracién de la marca Perkin Elmer, que fue
seleccionado a partir de estandarizaciones previas (Laboratorio de Investigacion y
servicio en toxicologia, acreditado por la Entidad Mexicana de Acreditacion INV-0007-

013/19).

7.5.Analisis histologico

Una seccion del higado fue fijada con paraformaldehido (PFA) al 4% y posteriormente
fue embebida en parafina para hacer los cortes histologicos (8 um) y posteriormente
realizar la tincion de hematoxilina y eosina (H&E) de rutina. Posteriormente se realizo
el andlisis morfométrico como lo reporta Enriquez-Cortina et al., 2013. 5 laminillas
fueron seleccionadas aleatoriamente y se contaron 100 células en cada campo. Los
datos se reportaron como un porcentaje, considerando los fenotipos celulares normal,

regenerativa y muerte.
7.6.Determinacion de laacumulacién de colagena por Rojo Sirio

Una seccion del higado fue fijada con PFA al 4% y posteriormente fue embebida en

parafina para hacer los cortes y posteriormente la tincidbn con Rojo Sirio de rutina y
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hacer la evaluacion del contenido de colagena como lo reporta Simoni-Nieves et al.,
2021. 3 laminillas fueron seleccionadas aleatoriamente y se evaluaron en el

microscopio Carl Zeiss Microscopio Invertido Axiovert al0 con campo claro.
7.7.Determinacion de proteinuria

Se recolecté la orina de 12 horas al colocar a cada raton a una caja metabdlica. Se
usaron 5 pl de orina a los que se le adicionaron 5 pl de amortiguador de carga (LB, por
sus siglas en inglés) 2x y se calenté a 95°C por 5 minutos; se carg6 en un gel de
poliacrilamida al 8% para dejar correr la electroforesis a 120 V por 1 h. Posterior a la
electroforesis, se incub6 el gel con Azul de Coomasie por 3 h en agitacion con
movimiento lento. Se retir0 el Coomasie y se lavo 6 veces con amortiguador de
destincion (125 ml de metanol, 25 ml de acido acético glacial y 100 ml de agua) cada

una de 10 min. Una vez terminados los lavados, se tomaron las fotos correspondientes.

7.8.Determinacion de proteina total en orina

Se recolecto la orina de 12 horas al meter a cada ratdn a una caja metabdlica. Se tomé
2 Ul de cada muestra 'y se mezclaron en un volumen de 18 ul de agua Mili Q, quedando
en una dilucion 1:10; posteriormente, se tomaron 5 pl de cada muestra por duplicado
en una dilucion 1:5 con 20 ul de agua y se incubaron por 30 min con 200 ul del reactivo
del acido bicinconinico (BCA). Posteriormente las absorbancias se leyeron a 595 nm
en un Multimode Detector (DTX880, Beckman Coulter) y se determind la concentracion

de la proteina utilizando la curva estandar de albamina sérica de bovina de 25 a 2000

pg/ml.
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7.9.Determinacion del contenido de colesterol por O-phthaldehyde

Se tomd 0.04 g de tejido hepatico, el cual se disgregé con 1 ml de PBS con un
homogeneizador (23351, Kontes Glass), posteriormente se centrifug6 la muestra para
quitar el PBS y se adicion6 120 pl de PBS. Se tomé 100 pl de muestra en PBS y se
adicion6 20 pl de KOH al 33% y 200 ul de etanol (EtOH) al 95%; incubando por 15
minutos (min) a 60°C en bafio maria y posteriormente se adicion6 666 pl de hexano y
200 pl de agua MiliQ. Se tom6 333 pl de hexano y se seco en el speedvac por 1 h. Se
afiadio 240 pl de O-phthaldehyde (OPA) y 300 pl de acido sulfarico. Se determind su
absorbancia a 550 nm y se obtuvo la concentracién de colesterol de la muestra de

acuerdo con la curva estandar.
7.10.Determinacion del contenido de triglicéridos

Se tomo 0.01 g de tejido hepatico y se les agregd 1 ml de Nonidet P 40 Substitute.
Posteriormente se incubd la muestra a 90°C por 5 min y se enfrié a temperatura
ambiente, posteriormente se centrifug6 la muestra por 2 min y eliminé el material
insoluble. En seguida se realizé una dilucion de 10 veces la muestra con agua antes
del ensayo. Se tomo de 2-50 pl para cada duplicado y se llevé a un volumen de 50 pl
con el Triglyceride Assay Buffer, posteriormente se afiadieron 2 ul de lipasa a cada
muestra y se incub6 por 20 min a temperatura ambiente. Se afiadieron 50 ul de la
reaccion maestra (Triglyceride Assay Buffer, Triglyceride Probe y Triglyceride Enzyme

Mix) a cada muestra, se incubé por 30 min a temperatura ambiente protegiendo el plato
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de la luz durante la incubacién y se leyo la absorbancia a 570 nm. Los resultados

obtenidos se normalizaron con respecto a la curva estandar.
7.11.Tincién de gotas lipidicas, aceite rojo oleoso (ORO)

Se delimitd cada corte de las muestras frescas con el PadPen (Advanced PAP Pen,
Daido Sangyo) y se fij6 con PFA al 4% por una hora. Posteriormente se lavo cada
laminilla con PBS por 5 min. Se afiadié una gota de ORO a cada corte y se dejé por
20 min, posterior a ello, se lavé con isopropanol al 60% por 10 min y se afiadié una
gota de hematoxilina por 10 seg,, se lavé con agua por 10 min y se coloco una gota de
medio de montaje y se termind sellando con barniz. Las laminillas se dejaron secando
por aproximadamente una semana y se observaron al microscopio Carl Zeiss

Microscopio Invertido Axiovert.al0 con campo claro.
7.12.Tincién de gotas lipidicas y colesterol por BODIPY

Se delimité cada corte de las muestras frescas con el PadPen (Advanced. PAP Pen,
Daido Sangyo) y se dej0 descongelando por 5 min a temperatura ambiente,
posteriormente se realizé un lavado con PBS estéril por 1 min. Se afiadio la solucion
working BODIPY para triglicéridos (D3823, ThermoFisher) y colesterol (D3822,
ThermoFisher) y se dejo reposar por 30 min en obscuridad. Por ultimo, se lavo 2 veces
de 5 min cada unay se afadi6 el DAPI para poner el cubreobjetos y se termind sellando
con barniz. Las laminillas se guardaron en frio y a obscuras para posteriormente

analizarlas en el microscopio confocal Carl Zeiss LSM780.
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7.13.Lisis de proteinas y cuantificacion de proteinas

A partir de 0.03 g de tejido hepatico, se disgregé con 1 ml de PBS en un
homogeneizador, posteriormente se centrifugd la muestra para quitar el PBS y se le
adicionaron 500 pl de Buffer de lisis: 10 ml de T-PER, 100 pl de DTT 1 M, 100 pl de
PMSF 100 mM, 100 pl de NaF 0.1 M, 100 pl de NasvVO40.1 M y 1 pastilla complete.
Posteriormente, las muestras se sonicaron a una amplitud de 20% por 5 s por tres
ocasiones. Finalmente, se centrifugaron a 13,000 rpm por 15 min a 4°C, recuperando

y alicuotando los sobrenadantes almacenandolos a -70°C.

La proteina total se cuantificé con el estuche comercial de BCA, a partir de 5 pl de
cada muestra por duplicado en una dilucion 1:5 con 20 pl de agua y posteriormente se
incubaron por 30 min con 200 ul del reactivo del BCA. Posteriormente las absorbancias
se leyeron a 595 nm en un Multimode Detector (DTX880, Beckman Coulter) y se
determind la concentracion de la proteina utilizando la curva estandar de albumina

sérica de bovina de 25 a 2000 pg/ml.
7.14. Determinacion de proteinas por Western Blot

A partir de 60 pg de proteina total se homogeniz6 con amortiguador de muestra
Laemmli Sample Buffer y posteriormente se desnaturalizaron a 95°C por 5 min y se
corrieron en geles de poliacrilamida de 8 a 12% en una camara de electroforesis con
buffer de corrida 1X a 290 mA por 90 min. Enseguida, la proteina se transfirié a una
membrana PVDF usando amortiguador de transferencia a 290 mA por 2 h a 4°C. La

membrana se bloqued con leche semidescremada al 5% en TBS-Tween durante 60
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min a temperatura ambiente, por ultimo, se lavé la membrana con PBS por 7 min cuatro
veces, una vez finalizados los lavados, se incubaron toda la noche a 4°C con los
anticuerpos primarios de las proteinas de interés que se muestran en la tabla 1.
Posteriormente, se incubaron con anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de
acuerdo con el origen del anticuerpo primario. La inmunodeteccién se detecté usando
el reactivo Immobilon Wester Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore Corporation,
USA). Los blots fueron visualizados en un fotodocumentador CheemiDoc Imaging

System. Finalmente, el andlisis densitométrico se realiz6 con el software Image J
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version 1.54.
Anticuerpo Anticuerpo ]
primario secundario Caralogo Marca
HSP-70 Cabra Sc-1060 Santa Cruz
p-p38 Conejo 9211 Cell signaling
p38 Conejo 9212 Cell signaling
p-JNK Conejo 4971 Cell signaling
JNK Conejo 9252 Cell signaling
p-ERK Conejo 4376 Cell signaling
ERK Conejo 9102 Cell signaling
SOD-1 Raton sc-1757 Santa Cruz
GPx-1 Conejo Ab108427 Abcam
Catalasa Raton sc-27803 Santa Cruz
GPx- 1/2 Raton sc-133160 Santa Cruz
GPx-4 Raton sc-166370 Santa Cruz
p-SREBP Conejo 9874 Cell signaling
SREBP-1c Conejo sc-366 Santa Cruz



p-mTOR Conejo 5536S Cell signaling

mTOR Conejo 2983S Cell signaling

p-AKT Conejo 9271 Cell signaling

AKT Conejo 9272 Cell signaling

Fasn Conejo 3198 Cell signaling
HMCoAR Conejo Ab174830 Abcam
ACLY Conejo Ab40793 Abcam

p-STAT3 Conejo 9134 Cell signaling

STAT3 Ratén 124H6 Cell signaling

Metalotioneina ll Raton ADI SPA 550 F Enzo

Tabla 1. Nombre de los anticuerpos primarios utilizados con su respectivo anticuerpo secundario, el

ndmero de catalogo y su marca.

7.15. Determinacién del grado de lipoperoxidacién en tejido

A partir de 0.01 g de tejido hepatico, se disgrego con 1 ml de PBS del cual se tomaron
100 pl para la determinacion del contenido de proteina. Las muestras se centrifugaron
a 3000 rpm por 5 minutos y se tomaron 500 pl del sobrenadante, homogenizandolo
con 2 ml de lasolucion TTH (TCA al 15%, TBA al 0.37% y HCI 0.24 N). Posteriormente,
se incubaron a 100°C por 30 min y se dejaron enfriar, seguido de una centrifugacion a
3000 rpm por 10 minutos, obteniendo el sobrenadante, del cual se tomé 200 ul por
triplicado, colocandolos en una placa de 96 pozos. La absorbancia se leyé a 532 nm
en un Multimode Detector (DTX880, Beckman Coulter). Se normalizé con respecto a

la proteina total obtenida en 100 pl.
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7.16. Anédlisis estadistico

Cada experimento se realiz6 por triplicado en eventos independientes. Los resultados
se analizaron con el programa GraphPad Prisma version 8, para determinar diferencias

significativas con un andlisis de t-test y ANOVA de dos vias. El nivel de significancia

considero de al menos p<0.05
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8. Resultados
8.1. Efecto de la exposicion sub-crénica y crénica de cadmio en el consumo
alimenticio y a nivel morfologico

En ratones expuestos a 10 mg/L de CdCI: (Fig. 5) via oral en el agua durante uno y
tres meses se evaluo el efecto de este metal en la ingesta de agua y alimento, sin
embargo, no encontramos alterados estos parametros (Fig. 6B, 6C). Con respecto al
peso, los ratones expuestos a Cd no presentaron cambios en comparacion a los
ratones control en ambos tiempos (Fig. 6A, 6E). Al hacer el analisis macroscépico, solo
encontramos inflamacion intestinal en los ratones de 1 mes (Fig. 6D), sin embargo,
esta inflamacion no se presento en los ratones de 3 meses (Fig. 6F). Con respecto al
higado, no encontramos alteraciones en dicho 6érgano en ninguno de los dos tiempos

evaluados, indicando que el Cd no induce cambios macroscépicos a nivel hepatico.
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Fig. 6. Efecto de la exposicion sub-cronicay cronica de Cd en ratones CD-1. A) Gréfico

del cambio de peso de los ratones evaluado cada tercer dia durante un mes. B) Gréfico del
consumo de agua en ml determinado cada tercer dia en el grupo de un mes. C) Evaluacién
del consumo de comida durante un mes, considerando cada tercer dia. D) Imagenes
representativas de ratones CD-1 de 8 semanas del grupo NT y del grupo expuestos a Cd
durante un mes, observandose un patrén de inflamacion intestinal en el grupo de Cd a
diferencia del grupo NT. E) Grafico del cambio de peso de los ratones evaluado una vez por
semana durante tres meses. F) Imagenes representativas de ratones CD-1 de 8 semanas del
grupo NT y del grupo expuestos a Cd durante tres meses. Cada punto representa la media de

cada grupo por dia.

Asimismo, se evaluod si el Cd podia inducir cambios en el higado. A nivel hepatico no
encontramos diferencias morfologicas a nivel macroscépico en los higados del grupo
expuesto a Cd con respecto al grupo NT durante un mes o tres meses (Fig. 7A, 7D).

En relacién con el peso del higado, no mostraron diferencias entre los grupos de un
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mes y esto se repitié en los ratones de tres meses (Fig. 7B, 7E), ni en relacion con el
tamafo con respecto al peso del cuerpo del ratén entre los grupos Cd con respecto al

NT de ambos tiempos (Fig. 7C, 7F).
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Fig. 7. Efecto de una exposicion sub-crénica y crénica de Cd en el peso y tamafio
hepatico. A) Imagenes representativas de higados de ratones expuestos a Cd (10 mg/L)
durante 1 mes, B) Peso del higado obtenido al pesar cada higado individualmente de cada
ratén. C) Cociente del peso del higado obtenido de pesar cada higado con respecto al peso
del cuerpo al dia del sacrificio de ratones tratados durante un mes. D) Imagenes
representativas de higados de ratones expuestos a Cd (10 mg/L) durante 3 meses. E) Peso
del higado obtenido de pesar cada higado individualmente de cada ratén. F) Cociente del peso
del higado obtenido de pesar cada higado con respecto al peso del cuerpo al dia del sacrificio

de ratones tratados durante tres meses. Cada punto representa a un raton y un dato individual.
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8.2. Acumulacién de Cd en el higado en la exposicion cronica

Muestras de higado obtenidas de ratones tratados con Cd (10 mg/L) durante 3 meses
y su respectivos NT fueron procesadas por ICP-MS para determinar el contenido de
Cd que se deposita en dicho érgano y el que circula en sangre. Asi como evaluar el
contenido de algunos elementos esenciales que se obtienen de la dieta. El contenido
de Cd a nivel sistémico mostr6é una importante tendencia al incremento en los ratones
del grupo Cd con respecto al NT (Tabla 3), con respecto a los demas elementos, estos
no muestran cambios en su contenido en ambos grupos (Tabla 3). El contenido de Cd
en el higado muestra un incremento significativo en el grupo Cd por hasta cuatro mil
veces mas con respecto al NT (Tabla 3, Fig. 8A), evidenciando que el Cd se deposita
y acumula a nivel hepatico. El caso de los elementos esenciales, no mostraron cambios
en su contenido en ambos grupos de estudio, salvo el Yodo (I), el cual se ve
incrementado en el grupo Cd en comparacion con el NT (Tabla 3).

Tomando en cuenta el promedio del consumo de agua de los ratones (Fig. 6B) y
considerando el promedio donde el raton estuvo en tratamiento por 91 dias, se calcul6
gue en promedio los ratones consumieron 9,100 ug de Cd. Posteriormente se calculd
el peso de los ratones para sacar la relacion de cuanto Cd habia en el higado total, en
promedio el higado de los ratones del grupo Cd peso6 1.91 g (Fig. 7E); tomando en
cuenta los datos de ICP-MS, donde se determind que en higado se cuantificé 4.5 ug
por 1 g (Tabla 3, Fig. 8A), se realizé el célculo de cuanto Cd habia en total, se obtuvo
gue en promedio los ratones retuvieron 8.6 ug de Cd (Fig. 9).

Con estos datos, se calcul6 el porcentaje del contenido de Cd en higado y se obtuvo

gue 0.095% de Cd se cuantifico a nivel hepatico.
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Tabla 1. Concentracién promedio en sangre (ng/ml)

comentg NT NT cd cd

Manganeso 11.36 21.31 16.07 9.67
Hierro 817,104 989,086 1,001,296 931,732

Cobalto 0.54 0.81 0.73 0.70

Cobre 1,738 1,756 1,566 1,455

Zinc 10,429 10,787 9,672 9,959

Selenio 1,687 2,368 2,482 2,384

Yodo 5.78 9.39 13.44 11.60

Tabla 2. El consumo de cadmio y su impacto en la homeostasis de otros elementos en

sangre. Valores obtenidos de la cuantificacion en sangre de los respectivos elementos en los

ratones tratados (Cd, 10 mg/L) y los no tratados (NT) por tres meses. Los resultados fueron

obtenidos por medio de la cuantificacion por ICP-MS (Laboratorio de Investigacion y servicio

en toxicologia, acreditado por la Entidad Mexicana de Acreditacion INV-0007-013/19).

Tabla 3. Concentracion promedio en higado (ng/g)

Muestra
NT NT NT NT Cd Cd Cd Cd
Elemento
Manganeso 3,130 3,342 2,789 2,880 2,615 3,167 2,969 3,392
Hierro 860,710 | 367,284 | 563,483 397,511 540,240 796,601 607,921 354,557
Cobalto 43.58 37.51 34.91 31.75 52.43 52.83 55.9 33.44
Cobre 4,263 3,845 3,820 3,750 3,979 4,053 3,914 3,924
Zinc 39,530 34,933 33,003 33,301 37,827 38,130 36,510 36,364
Selenio 5,242 4,364 5,608 5,058 6,335 5,081 4,739 4,544
Yodo 3.62 17.82 19.88 17.83 20.97 48.5 43.09 36.31

Tabla 3. El consumo de cadmio y su impacto en la homeostasis de otros elementos en

el higado. Valores obtenidos de la cuantificacion en higado de los respectivos elementos en

los ratones tratados (Cd, 10 mg/L) y los no tratados con Cd (NT) por tres meses. Los resultados
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fueron obtenidos por medio de la cuantificacion por ICP-MS (Laboratorio de Investigacion y

servicio en toxicologia, acreditado por la Entidad Mexicana de Acreditacion INV-0007-013/19).
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Fig. 8. El consumo crénico de Cd favorece su acumulacién en el tejido hepético.
A) Grafico representativo de la cuantificacion de Cd en el tejido hepatico obtenido de la Tabla
3. Los resultados fueron obtenidos por medio de la cuantificacion por ICP-MS (Laboratorio de

Investigacion y servicio en toxicologia, acreditado por la Entidad Mexicana de Acreditacidon

INV-0007-013/19). T-test (p<0.0005***).
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A) 1000 ml agua = 10 mg CdCl, B) Promedio del peso del higado: 1.91 g
10 ml agua (al dia) = 0.1 mg CdCl, Cd cuantificado en higado: 4.53 ug = 1 g de tejido
91 dias de tratamientos = 9.1 mg CdCl, Cd cuantificado en higado total = 8.6 ng
9.1 mg CdCl, = 9,100 ug CdCl, ;
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Fig. 9. Porcentaje de Cd que se cuantificé a nivel hepatico posterior a la exposicion
crénica. A) Calculo del consumo de Cd, donde se consideré que cada raton tomé 10 ml de
agua por dia y se hizo el célculo de cuanto Cd se consumio por los tres meses de tratamiento.

B) Célculo de la cuantificacion del contenido de Cd en el higado total, partiendo de los datos
obtenidos por ICP-MS. C) Porcentaje del Cd cuantificado en higado con respecto al Cd que

los ratones consumieron por los tres meses.
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8.3. Efecto delaexposicion sub-crénicay crénica de Cd a nivel microscopico
en tejido hepatico

A nivel histolégico empleando la tincibn de H&E encontramos que a un mes de
exposicion la cantidad de hepatocitos normales disminuia, a su vez se presentd un
incremento en la cantidad de hepatocitos en proliferacién, con respecto al ratbn NT
(Fig. 10A). Sin embargo, no encontramos cambios en la cantidad de nucleos

picnéticos, un indicador células muertas (Fig. 10B), es decir el Cd a este tiempo induce

la proliferacion celular a nivel hepético.
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Fig. 10. Laexposicion a Cd durante un mes promueve la proliferacion de los hepatocitos
A) Imagenes representativas de la H&E obtenidas de ratones tratados por un mes con Cd;

flechas amarillas: células regenerativas, flechas negras: células muertas o apoptosis. B)
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A)

Cuantificacion de los diferentes fenotipos encontrados durante el analisis morfométrico.

ANOVA de una via (p<0.05*).

A 3 meses los hallazgos histolégicos fueron similares a lo reportado al mes de
administracién, sin embargo, en este tiempo ya se presenta un incremento

considerable de células que estan en proceso de muerte (Fig. 11B).
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Fig. 11. La exposicion a Cd durante tres meses promueve la muerte y proliferacion de
los hepatocitos. A) Imagenes representativas de la H&E obtenidas de ratones tratados por
tres meses con Cd; flechas amarillas: células regenerativas, flechas negras: células muertas

0 apoptosis. B) Cuantificacion de los diferentes fenotipos encontrados durante el andlisis

morfomeétrico. ANOVA de una via (p<0.05*), (p<0.0001**).
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8.4. El consumo sub-cronico y crénico de Cd y su efecto en la funcionalidad

hepatica
Para evaluar el efecto del Cd en la funcionalidad hepatica, se determiné el contenido
de enzimas relacionadas con el dafio hepatico en suero. Sin embargo, no se encontro
diferencias del contenido de AST (Aspartato amino transaminasa) y ALT (Alanina
amino transaminasa), lo que indica que el consumo sub-crénico de Cd no produce
dafo a nivel hepético (Fig. 12A, 12B) Asimismo, se evalué el contenido de colesterol
y de HDL-c (Lipoproteina de alta densidad, por sus siglas en inglés) en suero, sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas en el contenido en suero (Fig.
12C, 12D). Por otra parte, el contenido de triglicéridos (TG) en suero fue menor en el

grupo los ratones expuestos a Cd con respecto a los NT (Fig. 12E).
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Fig. 12. Efecto del consumo sub-crénico de Cd en la funcionalidad hepatica. A-B)

Contenido de AST (Aspartato amino transaminasa) y ALT (Alanina amino transaminasa)
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expresados como U/L. C-E) Contenido de colesterol, HDL-c y triglicéridos en suero de ratones

expuestos a Cd (10 mg/L) durante un mes; en contraste a NT). *D.S. p<0.05

Evaluamos si a un consumo crénico de Cd afecta la funcionalidad hepética, sin
embargo, no encontramos incrementadas las enzimas de dafio hepético en suero (Fig.
13A, 13B); tampoco se encontr alterado el contenido de colesterol total, de HDL-c en
suero (Fig. 13C, 13D), sin embargo, a este tiempo de exposicién a Cd, no encontramos
alterado el contenido de TG en suero (Fig. 13E), lo que sugiere es que la exposicion

cronica de Cd no altera la funcionalidad hepatica.
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Fig. 13. Efecto del consumo crénico de Cd en la funcionalidad hepatica. A-B) Contenido

de AST (Aspartato amino transaminasa) y ALT (Alanina amino transaminasa) expresados

como U/L. C-E) Contenido de colesterol, HDL-c y triglicéridos en suero de ratones expuestos

a Cd (10 mg/L) durante tres meses; en contraste a NT).
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8.5. El consumo sub-crénico y crénico y el efecto en la funcionalidad renal

Para evaluar si el consumo sub-crénico y crénico de Cd afecta la funcionalidad renal,
se determind la presencia de albumina en orina en muestras de un mes (Fig. 14A) y
tres meses (Fig. 14B). Encontrando nula presencia de albimina, sugiriendo que a un
consumo sub-crénico y cronico a esos tiempos no afecta el proceso de filtracion y
reabsorcion. Esto se corroboré por la cuantificacion con BCA, al cuantificar el
contenido de proteina total en orina a tres meses, encontrando que la funcionalidad

renal no se ve afectada por el tratamiento con Cd (Fig. 14C).

PM NT NT Cd Cd Alb Higado

=

1 mes
C) 30-
E
£ 20+
s
2
Ab NT NT NT NT Cd Cd Cd Cd Higado © 104
- e _ - - -+
B) o
o
o_
NT Cd
3 meses

Fig. 14. La exposicién sub-crénicay cronica a Cd y su efecto en lafuncionalidad renal.

A) Imagen representativa del Azul de Coomassie de muestras de orina de 4 ratones. B) Imagen
representativa del Azul de Coomassie de muestras de orina de 6 ratones. Alb: albumina,
proteina de referencia, Higado: Control negativo. C) Proteina total cuantificado por BCA en

muestras de orina obtenidas de los ratones tratados por tres meses.
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8.6.El consumo sub-crénico de Cd y su efecto en la acumulacion de

colagena a nivel hepético
A tres meses de exposicion evaluamos la capacidad del Cd en incrementar el
contenido de colagena depositada a nivel hepético, sin embargo, no observamos que
el Cd favoreciera este efecto con respecto al grupo NT (Fig. 15A). A un mes no se llevo
a cabo dicha evaluacion dado que el incremento de la deposicion de colagena es un

marcador de dafio cronico o de un dafo exacerbado.

NT Cd

A)

Fig. 15. Efecto de la exposicién crénica de Cd en la acumulacion de colagena en el
higado. A) Imagenes representativas de la acumulacion de colagena en el tejido hepatico,

evaluado con Rojo Sirio.
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8.7.Efecto del consumo de Cd en la expresién de la metalotioneina-ll

Determinamos si el Cd favorece la expresion de la MT-1l en el tejido hepatico posterior
a su consumo por uno y tres meses de exposicién, como proteina de proteccion contra
la toxicidad del Cd, sin embargo, no encontramos que el Cd promueva un incremento

en su expresion al mes (Fig. 16A, 16B) ni a tres meses (Fig. 16C, 16D)

1 mes 3 meses

! \ © )
NT NT Cd Cd NT NT Cd Cd

4 ~15kDa MT-i b-u'* ~15 kDa

B-actina | WY sy ~42 kDa B-actina |-wr -—-I ~42 kDa
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D) _ 2.5
g ) s 7]
% 2.0- *g 2.0-
= e ]
'g 1.5 S 1.5-
() 1 5 |
5 1.04 S 1.0
- g

£ 0.5+ B 0.5 .

B i

= S
0.0- 0.0-

Bl e NT  cd

Fig. 16. El consumo sub-crénico y crénico de Cd en la expresion de la MT-Il en el tejido
hepatico. A) Imagen representativa del Western Blot de la metalotioneina 1l (MT-Il) de
muestras obtenidas de ratones expuestos a Cd durante un mes. B) Grafica del analisis
densitométrico de la MT-II posterior a un mes de exposicién, n= 6. C) Imagen representativa
del Western Blot de le MT-Il de muestras obtenidas de ratones expuestos a Cd durante tres
meses. D) Gréfica del analisis densitométrico de la MT-II posterior a tres meses de exposicion,

n=6.
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8.8.Efecto del Cd en lalipoperoxidacion y el contenido de enzimas

antioxidantes
Evaluamos el efecto del Cd como promotor de la oxidacion de lipidos, sin embargo, no
se encontré diferencias en las pruebas de TBARS, lo que indica que el Cd a un mes

no incrementa la lipoperoxidacion en tejido hepatico (Fig. 17A).

También se evalu6 el contenido de enzimas antioxidantes, debido a que el Cd
promueve el incremento de estrés oxidante, sin embargo, no se encontré diferencia en
el contenido de enzimas antioxidantes (Fig. 17B, 17C, 17D, 17E). Lo que podria indicar
gue el consumo de Cd no promueve el desbalance del estado REDOX con 30 dias de

consumo.

De la familia de las glutation peroxidasas se evaluo si el Cd favorece la expresion de
la GPx-1/2 y GPx-4 con respecto a los dos tiempos de exposicion, sin embargo, no
encontramos que el Cd promoviera cambios en la expresion de la GPx-1/2 (Fig. 17F,
17G) o de GPx-4 (Fig. 17G) a un mes. Con respecto a tres meses, tampoco

encontramos cambios en la expresion de estas proteinas (Fig. 17F, 17H).
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Fig. 17. Exposicidén a Cd por 1y 3 meses en relacidon con la lipoperoxidacién y enzimas

antioxidantes. A) Los niveles de lipidos oxidados no mostraron cambios significativos entre el

grupo Cd en contraste con el grupo NT, determinado como los niveles de TBARS. Cada punto

representa un dato individual a un mes de exposicion con Cd. B) Imagen representativadel

Western Blot de las enzimas antioxidantes posterior a la exposicion sub-crénica. C, D, E)

Graficas del andlisis densitométrico de la expresion C) SOD1, D) Catalasa E) GPx-1,

considerando la 8 actina como control de carga para la normalizacién de datos en una

exposicidn sub-crénica. F) Imagen representativa del Western Blot de la GPx-1/2 y GPx-4. G)

Grafica del analisis densitométrico de la GPX-1/2 y la GPx-4 a un mes de exposicion a Cd. H)

Grafica del analisis densitométrico de la GPx-1/2 y la GPx-4 a tres meses de exposicion con

Cd. Las barras representan la media +/- error estandar (ES).
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8.9. Efecto de la exposicion sub-crénicay cronica de Cd sobre la

acumulacién de lipidos en tejido hepético
En relacion a la acumulacion lipidica a nivel hepético, a un mes de exposicion no
presentd un incremento en el contenido de lipidos hepatico (Fig. 18A, 18B), a pesar de

que a nivel sistémico esté disminuida (Fig. 12E).

Posteriormente, al realizar el andlisis cualitativo con la tincion del ORO en tejido
hepético para evaluar si el Cd podria estar aumentando el contenido de gotas lipidicas
con tres meses de exposicion, sin embargo ambas muestras se aprecian similares en
relacion con el contenido de gotas lipidicas (Fig. 18C), quisimos corroborar los
resultados obtenidos con la tincion del ORO y por ello realizamos otra tincion lipofilica,
lo que nos corrobora que el Cd no esta promoviendo la acumulacion de lipidos en el
tejido hepatico (Fig. 19A, 19B, 19C). Se evaluo el contenido de TG y colesterol
bioquimicamente, encontrando que el Cd a tres meses de exposicion no promueve su

acumulacion a nivel hepatico (Fig. 18E, 18F).
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Fig. 18. El Cd no produce cambios en el contenido de triglicéridos y colesterol en el

higado después de una exposicién sub-crénicay crénica. A) Contenido de TG evaluados
en el tejido hepatico, posterior a la exposicién por un mes B) Contenido de colesterol evaluado
en higado de ratones expuestos a Cd (10 mg/L) durante un mes. C) Imagenes representativas
de la tincibn ORO en tejido hepatico de ratones expuestos a Cd durante tres meses. D)
Densitometria de las imagenes obtenidas del ORO, donde se grafica la tincion de ORO con
respecto al area tomada para la semi-cuantificacién. E) Contenido de TG evaluados en el tejido
hepatico expuesto a Cd por tres meses. F) Contenido de colesterol evaluado en higado de

ratones expuestos a Cd durante tres meses.
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Fig. 19. Evaluacién de la acumulacion de lipidos por efecto del Cd. A) Imagenes

representativas de la tincién fluorescente BODIPY en tejido fresco de higado obtenido de
ratones expuestos durante 3 meses con Cd (10 mg/l). B) Gréafico de la densitometria del
contenido de colesterol obtenida de las fluorescencias donde se grafica la fluorescencia
obtenida con respecto del area evaluada. C) Grafico de la densitometria del contenido de

triglicéridos obtenida con respecto del area evaluada.
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8.10. Efecto del consumo sub-crénico y crénico de Cd en la rutade
sefalizacion de AKT/mTOR y del factor de transcripcién SREBP-1c

A nivel molecular evaluamos la via candnica de la lipogénesis, AKT/mTOR por medio
de sus fosforilaciones, sin embargo, a uno y tres meses de exposicion no se presenta
un cambio significativo que indique que el Cd favorezca la activacién de p-AKT (Ser
473) (Fig. 20A, 20B, 20C) o mTOR (Fig. 20D, 20E, 20F). Aunado a esto evaluamos a
una molécula blanco de la ruta, el factor de transcripcion SREBP-1c, el cual no
present6 diferencias en su forma funcional (Fig. 21A, 21B, 21D) o en su forma
fosforilada (Fig. 21A, 21C, 21E). Por lo tanto, la exposicion a Cd durante uno y tres

meses no promueve la activacion de la ruta lipogénica.

Decidimos corroborar que la ruta lipogénica no se estaba activando, evaluando el
contenido de las enzimas limitantes e inducibles de la ruta de sintesis de colesterol
como HMGCOoAR (Hidroxi-metil gluratil CoA Reductasa por sus siglas en inglés) y de
la sintesis de lipidos como Fasn (Acido graso sintasa, por sus siglas en inglés) a uno
y tres meses de exposicion a Cd, sin embargo, corroboramos que el Cd no favorece la

acumulacion de la HMGCoAR (Fig. 21F, 21H, 21K), o de Fasn (Fig. 21F, 211, 21L).
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Fig. 20. ElI Cd y su efecto en la activacion de la ruta de sefializacion AKT/mTOR o del
factor de transcripcion SREBP-1c. A) Western Blot representativo del contenido de p-AKT y
AKT total en muestras obtenidas de la exposicion sub-cronica (1 mes) y crénica (3 meses). B,

C) Grafica del andlisis densitométrico de p-AKT sobre el contenido de AKT con respecto a la
evaluacion de la actina en muestras de la exposicion B) sub-crénica y C) crénica. D) Western
Blot representativo del contenido de p-mTOR y mTOR total en muestras obtenidas de la
exposicion sub-crénica y cronica. E, F) Grafica del andlisis densitométrico de p-mTOR sobre
el contenido de mTOR con respecto al contenido de la actina en muestras obtenidas de la
exposicion E) sub-crénica y F) cronica. Las barras representan la media +/- error estandar

(ES).
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Fig. 21. El consumo de Cd sub-crénico y crénico en relacion a la expresion de la
maquinaria lipogénica. A) Western Blot representativo del contenido de p-SREBP-1c y
SREBP-1c total en muestras obtenidas de la exposicién sub-crénica y crénica. B, C) Grafica
del analisis densitométrico de p-SREBP-1c y SREBP-1c maduro con respecto a la actina en
muestras de exposicion sub-crénica. D, E) Gréfica del andlisis densitométrico de p-SREBP-1c

y SREBP-1¢c maduro en muestras de exposicion crénica. F) Western Blot representativo del
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contenido de las enzimas limitantes de la sintesis de colesterol y triglicéridos. G, H, 1) Grafica
del andlisis densitométrico de sobre el contenido de ACLY, HMGCoAR y Fasn con respecto a
la actina en muestras obtenidas de la exposicién sub-cronica. J, K, L) Grafica del andlisis
densitométrico sobre el contenido de ACLY, HMGCOoAR y Fasn en muestras obtenidas de la

exposicién cronica. Las barras representan la media +/- error estandar (ES).

8.11. Efecto de la exposicion sub-cronicay crénica a Cd en la expresiéon de
STAT-3y HSP-70

Para evaluar una respuesta de proteccion a nivel hepatico ante la exposicion a Cd,
determinamos la expresion de la proteina de choque térmico HSP-70, sin embargo, no
encontramos los niveles de HSP-70 incrementados en los ratones tratados con Cd a
uno (Fig. 22A, 22B) y tres meses (Fig. 22A, 22C). Lo que indica que esta proteina no
esta involucrada en el mecanismo de proteccion hepatica a la exposicion de Cd en
estos tiempos de exposicion. Aunado a ello, evaluamos la activacion de STAT-3 como
uno de los factores de transcripciéon que promueve la acumulacion de HSP-70, sin
embargo, no encontramos que el tratamiento con Cd favorezca su activacion a uno

(Fig. 22D, 22E) y tres (Fig. 22D, 22F) meses.
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Fig. 22. Efecto del consumo de Cd durante unoy tres meses en la expresion de HSP-70.

A) Western Blot representativo del contenido de HSP-70 en el higado de ratones tratados con
Cd a uno y tres meses junto con su respectivo NT. B-C) Gréficas del analisis densitométrico
de HSP-70 obtenidas de muestras de: B) Un mes. C)Tres meses. D) Western Blot
representativo del contenido de p-STAT3 (Ser727), STAT-3 total y la actina, en ratones
tratados por uno y tres meses con Cd con sus respectivos NT. E-F) Grafica del analisis
densitométrico de p-STAT3 (Ser727) con respecto a STAT-3 total y normalizado con respecto

al contenido de la actina, de muestras obtenidas de: E) Un mes. F) Tres meses.
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8.12. Efecto del consumo crénico de Cd en la activacion de las MAPKs

Los datos obtenidos en el analisis morfométrico encontramos un incremento de las
células en proliferacién y las células muertas, por ello se evalué proteinas de la familia
MAPKSs, esto por su papel dual en procesos de dafio/reparacion en el higado.
Encontramos que en los ratones de un mes no hay cambio en el contenido de p38,
JNKy ERK activa (Fig. 23A, 23B, 23D, 23E, 23G, 23H). Sin embargo, en las muestras
de tres meses, el contenido de p-p38, es decir su forma activa si se incremento en los
ratones tratados con Cd con respecto al control (Fig. 23A, 23C), contrario a ello, los
niveles de JNK activa o p-JNK, se ven disminuidos con la exposicion a Cd durante tres
meses (Fig. 23D, 23F). Lo que podria estar indicando que los mecanismos de
dafo/reparacion en el higado posterior a la exposicion por Cd durante tres meses,

podria estar mediado por la activacion de p38 y la represion de JNK.
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Fig. 23. Impacto del consumo crénico de Cd en la activacion de p38. A) Western Blot
representativo del contenido de p38 fosforilado a un y tres meses de exposicion. B, C) Gréficas
del analisis densitométrico de p38 fosforilado a: B) Un mes, C) Tres meses de exposicion a Cd
con su respectivo NT. D) Western Blot representativo del contenido de JNK fosforilado a un y
tres meses de exposicidn. E, F) Graficas del andlisis densitométrico de JNK fosforilado a: E)
Un mes, F) Tres meses de exposicion a Cd con su respectivo NT. G) Western Blot
representativo del contenido de ERK fosforilado. H, 1) Graficas del analisis densitométrico de
ERK fosforilado a: H) Un mes, I) Tres meses de exposicion a Cd con su respectivo NT. T-

student (p<0.05%*).
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8.13. Efecto del consumo de Cd en relacion al Yodo a nivel hepético

A partir de la determinacién por ICP-MS, el grupo tratado con Cd mostré un incremento
significativo en el contenido de Yodo (Fig. 24B). Para determinar la relacion que existen
entre el Yodo y Cd se realiz6 una correlaciéon de Pearson, encontrando una correlacion

significativa fuerte positiva (Fig. 24C).
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Fig. 24. El consumo croénico de Cd en relacion a la acumulacion de Yodo en el tejido
hepatico. A) Grafico representativo de la cuantificacion de Cd en el tejido hepatico obtenido
de la Fig. 4. Tabla 2. B) Gréfico representativo de la cuantificacion de Yodo en el tejido hepatico
obtenido de la Fig. 4. Tabla 2.C) Correlacion de Pearson entre la cuantificacién de Yodo y la
cuantificacién de Cd. Los resultados fueron obtenidos por medio de la cuantificacion por ICP-

MS en el laboratorio de Toxicologia en el CIVESTAV. T-test (p<0.0005***) (p<0.05%).
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9. Discusioén

El Cd es un contaminante comun encontrado en la mayoria de los alimentos humanos,
su bioconcentracion ocurre desde los suelos hasta los productos alimenticios, lo que
hace a la dieta la principal fuente de exposicién a Cd entre las personas no expuestas
ocupacionalmente o fumadoras (Chunhabundit, 2016); en animales, el Cd se
concentra en los érganos internos como el higado méas que en el misculo y en la grasa
(ATSDR, 2012). En nuestro estudio, corroboramos esto al evaluar el contenido de Cd
en el higado mediante ICP-MS después de una exposicion crénica. Encontramos que
los animales que consumieron agua contaminada con Cd (10 mg/L) mostraron altas

concentraciones de acumulacion de Cd en comparacion con el grupo NT (Fig. 8A)

Los datos muestran que un consumo sub-crénico y cronico de Cd, no incrementa el
peso de los ratones (Fig. 6A, 6E) o su ingesta de comida (Fig. 6C) y agua (Fig. 6B),
tampoco se incremento el peso del higado obtenido a partir de un cociente peso higado
con respecto al peso del raton (Fig. 7C, 7F) y eso se ve reflejado en el higado del
animal, donde no se encontro alteraciones en el rgano de los ratones tratados con Cd
con respecto a los NT a un mes (Fig. 7A) y tres meses (Fig. 7D) de exposicion aun
cuando el Cd si se depositd a nivel hepatico (Fig. 8A). Diversos autores han reportado
el porcentaje de absorcidén de Cd via el tracto gastrointestinal y se ha encontrado que
solo el 6% del Cd ingerido es absorbido y que puede incrementar al 9% en personas
gue tienen deficiencia de hierro; sin embargo, también se ha establecido que el Cd es
mas facilmente absorbido por medio del agua contaminada mas que por los alimentos,

es decir en agua se absorbe alrededor del 5% contra 2.5% que se absorbe por medio
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de los alimentos, el resto del Cd que se ingiere es excretado via heces (ATSDR, 2023;
Godt et al., 2006). Con los datos obtenidos del consumo de agua y lo que se determiné
con ICP-MS, calculamos cuanto se deposit6 a nivel hepético posterior a los tres meses
de exposicion (Fig. 9A), si consideramos que en promedio los animales consumieron
9,100 pg de Cd y que, de esto, solo el 5% fue absorbido a nivel intestinal para ser
distribuido a nivel sistémico, solo un 0.095% del Cd consumido fue depositado a nivel
hepético (Fig. 9C), sin embargo, aun cuando parece muy poca la cantidad de Cd
depositado en el higado, podemos notar que el tejido hepatico se esta viendo alterado

de forma suitil.

El higado es un organo que, por su localizacion anatdmica, esta constantemente
expuesto a quimicos téxicos, componentes de la dieta, etc., que potencialmente
podrian inducir dafio hepatico, sin embargo, el higado puede mantener su integridad
debido a su capacidad regenerativa, en parte por la fuente celular de este prometedor
reservorio hepatico con alta plasticidad (Ruz-Maldonado et al.,, 2024); esto se
corrobord con el analisis morfométrico hecho en la H&E (Fig. 10A, 11A), donde se
encontré que a un mes el Cd promovio la proliferacion de hepatocitos (Fig. 10B) y a
tres meses de exposicion, se incrementd la muerte celular, que se podria compensar
con la proliferacién de las células (Fig. 11B), es decir, el higado esta promoviendo la
proliferacion de sus células sanas para remplazar a las células dafiadas que estan

entrando en un proceso de muerte.

Con los datos obtenidos en el andlisis morfométrico, se evalué los marcadores de dafo

hepatico, esto con el fin de analizar si el dafio que se encontré en tejido de higado era
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lo suficientemente grande como para reflejarse en las pruebas bioquimicas en suero,
sin embargo, las enzimas AST y ALT no se incrementaron en suero posterior a la
exposicion a Cd por uno (Fig. 12A, 12B) y tres meses (Fig. 13A, 13B), lo que
tentativamente indicé que el dafio a nivel hepatico no es tan grande. Estudios en
ratones C57BL/6J expuestos a Cd 10 mg/L via oral por 10 y 20 semanas, encontraron
gue los niveles de triglicéridos y colesterol incrementaron tanto en suero como en
higado (Go et al., 2015; Zhang et al., 2015), sin embargo, no se encontrd alterado el
contenido de colesterol y HDL en suero, lo que indica que la regulacién del colesterol
no se alterd tanto en ratones expuestos por un mes (Fig. 12C, 12D) como los
expuestos por tres meses (Fig. 13C, 13D). En los ratones de un mes encontramos que
el contenido de TG disminuy0 en suero, con respecto al NT (Fig. 12E), sin embargo, a
tres meses, los niveles de TG no se alteraron en los ratones tratados con Cd con
respecto al NT (Fig. 13E). Aunado a ello, también se analiz6 si el Cd altera los niveles
de TGy colesterol en el higado, sin embargo, no se encontré alterado su contenido en
muestras de un mes (Fig. 18A, 18B) o tres meses (Fig. 18E, 18F). Se corroboro con la
tincion BODIPY, una técnica lipofilica mas sensible, que efectivamente no se estaba
favoreciendo la acumulacion de colesterol (Fig. 19A, 19B) o de gotas lipidicas (19A,
19B), esto probablemente porque el tiempo de exposicion es muy corto y la célula adn

no requiere de producir mas lipidos.

La fibrosis hepatica es un resultado patoldgico del dafio hepatico crénico remarcado
por la excesiva acumulacion de proteinas de la matriz extracelular como la colagena

(Dhar et al., 2020). Nuestro grupo de investigacion demostrd que la exposiciéon a Cd
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en la células CFSC-25 por 3, 5y 10 horas promueve la expresién de coldgena,
indicando que el Cd puede promover la sintesis de coladgena (Del Carmen et al., 2002);
por ello nosotros decidimos evaluar si el Cd en la exposicion crénica promueve la
acumulacién de colagena, sin embargo, encontramos que este tiempo de exposicion
no promueve la acumulacion de esta proteina en el tejido hepético (Fig. 15A), muy
probablemente por la concentracion, que al ser tan baja el dafio es muy sutil y/o que
se necesita mas tiempo de exposicion para que el dafio sea mas notorio y se requiera

de la activacion de las células estelares para la produccion de colagena.

La metalotioneina (MT-II) es una proteina de bajo peso molecular, rica en cisteinas con
la capacidad de unir metales pesados a su estructura gracias a los grupos tioles de los
residuos de cisteina, es importante en la homeostasis del zinc (Zn) y en la
detoxificacion de metales toxicos (Wyrich et al., 2023). Ha sido reportado ampliamente
en nuestro grupo y en otras investigaciones que el Cd es un inductor de la MT-II
(Escobar et al., 2009; Martinez Flores et al., 2013; Rosales-Cruz et al., 2018; Souza et
al., 2004, 2009; Souza-Arroyo et al., 2022), esto por su capacidad de desplazar al zinc
(Zn) de dicha proteina, provocando que los niveles del Zn se incrementen
intracelularmente, promoviendo la activacion de la proteina MTF-1, la cual se une a
sus genes blanco para inducir su expresion, entre sus genes blanco se encuentra la
metalotioneina (Dong et al., 2015), sin embargo y sorpresivamente, no se encontré que
el Cd favorezca la acumulacion de la MT-Il en este modelo (Fig. 16A, 16B), quizas
porque la cantidad de Cd que le llega al higado no promueve el incremento de los

niveles de Zn en el higado (Fig. 8B), lo que explicaria porque no se induce a la MT-II,
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en este modelo. Otra posible explicacion es que dentro de la célula el Cd también se
puede unir al glutation (GSH), el cual contiene una cisteina en su estructura por lo tanto
se requieren dos moléculas de GSH para neutralizar una molécula de Cd, de hecho,
se ha propuesto al GSH como la primera linea de defensa contra la toxicidad del Cd,
generando el complejo Cd(GSH)2 (Delalande et al., 2010). Singhal y colaboradores
(1987), encontraron que ratones tratados con sulfoximina de butionina, un potente
inhibidor de la gama-glutamil-cisteina sintasa, fueron sensibilizados a la toxicidad del
Cd, favoreciendo el incremento de la metalotioneina (Singhal et al., 1987). Por otro
lado, se sabe que el higado y el riidbn son cooperativos y compensatorios para algunas
regulaciones bioldgicas en el cuerpo (Watanabe, 2016); afios atras se encontré que la
redistribucion del Cd del higado hacia el rifién, se hace mediante el complejo Cd-MT,
el cual es tomado por los tubulos renales mediante la filtracién y reabsorcién glomerular
(Nordberg et al., 1975). Esto abre la pregunta de si a estos tiempos de exposicion de
uno y tres meses y a esta concentracion de Cd (10 mg/L), es el GSH quien toma un
papel protector en lugar de la MT-I o si el higado esta sacando el complejo Cd-MT del
higado hacia el rifidn, es decir que, si se incrementan los nivelesde MT hepaticos, pero
al ser excretados hacia el rifion, estos no aumenten en el tejidohepatico, pero si en el
rifdn. Seria interesante evaluar los niveles de GSH con respectoal GSSG (glutation
oxidado) y evaluar el contenido de MT por Western Blot en rifion para evaluar su

contenido y dilucidar el papel de la MT a nivel hepatico.

El tubulo préximal es el mayor sitio de deposicion, acumulacion y dafio por Cd en el

rifidn, debido al desarrollo de hipertrofia de las células epiteliales del tubulo proximal
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con aparicion de proteinuria (Yan et al., 2021), cuando la concentracion de Cd en la
corteza renal se incrementa y alcanza una concentracion critica, aparece la disfuncion
renal (Nordberg et al., 2022), sin embargo, en nuestro modelo no se encontrd que a un
mes (Fig. 14A) y tres meses (Fig. 14B, 14C) el Cd afecte la funcionalidad renal, quizas
por ser una concentracion muy pequefia y porque los tiempos de exposicion son muy

cortos.

Por otra parte, se evalu6é parametros del estado REDOX, ya que ha sido evidenciado
gue el Cd incrementa los niveles de malondialdehido (MDA) y se modifica el contenido
de las enzimas antioxidantes en modelos de ratones del Instituto de Investigacion del
Céancer (ICR) machos de 6 semanas tratados con 0.5 mg/kg o 2 mg/kg durante 36 dias
(Jin et al., 2016). Sin embargo, en nuestro modelo de exposicidbn a un mes no se
encontré ningan incremento en la peroxidacion de lipidos (Fig.17A), ni se modificé el
contenido de las enzimas antioxidantes como SOD1 (Fig. 17C), GPx (Fig. 17E) y
Catalasa (Fig. 17D). A uno y tres meses de exposicion tampoco se encuentra alterado
el contenido de las enzimas pertenecientes a la familia de la Glutation Peroxidasa

como GPx-1/2 o la GPx-4 (Fig. 17F, 17G, 17H).

En las lineas celulares HepRG, HepG2 y SK-Hep-1 tratadas con bajas
concentraciones de Cd (5 y 10 nM) se encontr6 que el Cd favorece la activacion de la
ruta de sefializacion AKT/mTOR (Niture et al., 2023), pero el analisis de un mes y tres
meses de exposicion a 10 mg/L de Cd en ratones CD-1 no muestra incremento en la
activacion de esta ruta de sefializacion (Fig. 20A, 20B, 20C, 20D, 20E, 20F). Diversos

estudios han reportado que SREBP-1c es un blanco de la activacion de mTOR
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mediado por AKT, en células epiteliales con mTOR silenciado o tratadas con raptor (el
inhibidor de mTORC1), se encontré que esto era suficiente para abolir la incorporacion
dependiente de AKT de la glucosa, piruvato o acetato hacia los lipidos celulares y este
efecto se ve mas pronunciado en la incorporacién de acetil-CoA, el cual solo requiere
la actividad de Fasn (Porstmann et al., 2008), sin embargo, en nuestro modelo de
exposicion con Cd por uno y tres meses, SREBP-1c no esta siendo activado, ya que
los niveles de SREBP-1c-fosforilado (una fosforilacion de regulacién negativa) en los
grupos tratados con Cd se mantienen igual al de los NT (Fig. 21A, 21B, 21C, 21D,
21E), por lo tanto no se estan ejecutando sefales lipogénicas, aunado a ello, con la
evaluacion de la enzima limitante de la sintesis de lipidos Fasn, corroboramos que la
falta de activacion de SREBP-1c en los ratones tratados con Cd por uno y tres meses
mantiene los niveles de Fasn como el NT (Fig. 21F, 211, 21L) y que la sintesis de
colesterol tampoco se esta promoviendo al tener los niveles de la enzima HMGCoAR
en las muestras tratadas por uno y tres meses sin diferencia con respecto al NT (Fig.
21H, 21K), lo que explica la falta de acumulacion lipidica tanto en el tejido hepatico
(Fig. 18A, 18B, 18C, 18D, 18E, 18F y Fig. 19A, 19B, 19C), es decir, que a uno y tres
meses de exposicién a Cd la maquinaria de lipogénesis no se esta promoviendo y por

ello, no se incrementa el contenido de TG y colesterol en el higado.

En la linea celular HepG2, se encontré que la exposicion de Cd con 5 uM por un hora
promueve la activacion de STAT3 mediado por ERK, promoviendo la acumulacion de
HSP-70 en las células, como un posible mecanismo de proteccion en contra de la

toxicidad del Cd (Souza et al., 2009), por ello se evalué si la exposicién sub-cronica y
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cronica a Cd promueve la acumulacién de HSP-70, como un posible mecanismo de
proteccion hepatica, sin embargo no se encontré incrementado el contenido de HSP-
70 en nuestro modelo de un mes (Fig. 22A, 22B) y tres meses (Fig. 22A, 22C), lo que
indica que el mecanismo de proteccion hepética a Cd en este modelo podria ser
independiente al de HSP-70. Aunado a ello, otros trabajos han reportado que el Cd
promueve la activacion de STAT3; en ratones de la cepa C57BL6/J de 8 a 10 semanas
de edad expuestos a Cd en el agua de tomar a una concentracion de 10 uM por 14
dias, encontraron que las células endoteliales linfaticas adquirian caracteristicas
angiogénicas y proliferativas mediado por la activacion de STAT3 (Xing et al., 2024),
sin embargo, en nuestro modelo y 6rgano de estudio, no encontramos que STAT3 se
active a uno (Fig. 22D, 22E) y tres meses (Fig. 22D, 22E), quizas porque el tiempo de
exposicién es muy corto como para inducir la activacion de STAT3 y por lo tanto, los

niveles de HSP-70 no se incrementen.

Entre los componentes de la ruta de las MAPKSs, ERK esté involucrada en la regulacion
de la proliferacion celular y diferenciacion, JNK es la molécula clave en la transduccion
de sefiales celulares inducidas por estrés y p38 media la ocurrencia de la inflamacion
celular, proliferacion y apoptosis (Cui et al., 2021). En la linea celular de hepatocitos
humanos LO02, encontraron que el silenciamiento de la fosfatasa DUSP16 (un
inactivador de JNK), promueve la activacion de JNK en las células tratadas con &cido
palmitico y diversos estudios han demostrado que la regulacion negativa de JNK
protege contra MASLD, ya que se ha reportado que JNK es un inductor de inflamacion

(Wu et al., 2020), en los datos obtenidos se observé que el tratamiento con Cd a tres
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meses disminuye el contenido de p-JNK (Fig. 23D, 23F), indicando que la disminucion
de JNK activa, es lo que podria estar previniendo la acumulacion de lipidos en los
hepatocitos y el dafio celular, al impedir la inflamacion mediada por el Cd. p38 es
activada por Cd en respuesta al estrés inmediato, tomando un papel crucial en la
respuesta celular a estresores ambientales, diferenciacion y regulacion del ciclo celular
(Kefaloyianni et al., 2005). Se ha encontrado que p38 es necesario para la progresion
mitotica y contribuye a la citocinesis por activar a MNK1 en los hepatocitos (Rius-Pérez
etal., 2019). Con respecto a p38, se encontré que solo a tres meses de exposicién con
Cd, se incremento el contenido de p-p38 (Fig. 23A, 23C), sin embargo, permitiendo
quizas que su activacion esté asociada con la proliferacion de lo hepatocitos al estar
involucrada con la citocinesis. Sin embargo, aun falta por dilucidar el efecto que tiene

la activacion de p38 junto con la represion de JNK.

El yodo se encuentra presente en una amplia variedad de alimentos, es un
microelemento exdgeno esencial que debe ser consumido regularmente (Nedié, 2023),
es principalmente utilizado para la sintesis de la T3 y T4 en la tiroides; en el sistema
sanguineo, la T4 y T3 pueden circular unidas a proteinas incluidas la albumina y ser
depositadas en higado para ser metabolizadas y liberar el yodo, el cual se excreta
mediante los &cidos biliares (Ahad et al., 2010). El analisis por ICP-MS mostré el
incremento de yodo en las muestras de higado obtenidas de la exposicion crénica (Fig.
24B), se busco si existia una correlacion con el incremento de los niveles de Cd y los
de yodo, dicho andlisis arroj6 que el incremento de la acumulacion de Cd (Fig. 24A),

se relaciona positivamente con el incremento en los niveles de yodo (Fig. 24C), este
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hallazgo abre muchas preguntas entre ellas la que mas resalta es ¢, Podra el yodo estar
tomando un papel protector ante el dafio que pudiera estar ejerciendo el Cd?; hasta el
momento existe poca literatura que haya evaluado esta relacion yodo-cadmio. Sin
embargo, en ratones Balb-c tratados con una dieta suplementada con 2.4y 4.8 mg/l
de KIOs, es decir 8 y 16 veces mas de lo que se debe consumir en la dieta, se encontro
gue el exceso de los niveles de yodo pudiera estar favoreciendo el desarrollo de la
esteatosis, esto al inducir la expresion de las enzimas limitantes de la sintesis de
lipidos como SREBP-1c y Fasn (Xia et al., 2013), ahora bien, esto se reporta con la
exposicion a altos niveles de yodo, por lo que la pregunta sigue sonando en sentido de

si el yodo obtenido fisiolégicamente del alimento puede tomar un papel protector.

Por otro lado, se sabe que el procesamiento de T4 a T3 en el higado esta regulado por
la 5’-deyodasa D1 y los niveles de D1 son directamente regulados por los niveles de
T3 (Milanesi et al., 2017). La actividad de la D3 se expresa en mdultiples estructuras
fetales, es decir se asocia al desarrollo embrionario, ya que, en humanos adultos, su
expresion es alta en tejidos como el endometrio y la placenta, limitando su expresion
a mujeres (Huang, 2005). Keser y colaboradores (2009) encontraron que la actividad
de D3 increment6 posterior a la hepatectomia parcial y se asocio con el incremento de
la proliferacion celular y la disminucién de los niveles locales y circulantes de T3y T4
(Kester et al., 2009). Con los resultados obtenidos, se abre la pregunta si la exposicion
a Cd durante 3 meses favorece el incremento de yodo (Fig. 24D) en el higado, debido
a que el dafio ejercido en algunos hepatocitos permite que hepatocitos sanos puedan

proliferar, segun lo encontrado con el analisis morfométrico (Fig. 10, Fig. 11) gracias a
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la D3 y su mecanismo de quitar el yodo de la estructura de la T4 para convertirla en
T3. Para responder esta pregunta, seria interesante evaluar los niveles de hormonas
T3 y T4, en plasma y en higado con el fin de evaluar si hay un cambio posterior al
tratamiento, asi mismo, evaluar el contenido de las enzimas D1y D3 en el higado como
posible inductor de proliferacion de los hepatocitos, que pudiera dar respuesta alo

encontrado en este proyecto.

10.Conclusién

El consumo de Cd (10 mg/L) durante un mes favorece la regeneracion de los
hepatocitos mediante un mecanismo aun por dilucidar, sin afectar la funcionalidad
hepatica, ya que no altera las enzimas de dafio hepatico en suero. Sin embargo, la
exposicion a Cd durante tres meses conduce a la acumulacion de este metal toxico en
el higado, promoviendo la muerte celular de algunos hepatocitos y, como resultado, la
proliferacion de hepatocitos sanos, probablemente mediada por la activacion de p38 'y
la represion de JNK. El aumento de los niveles de Cd intracelulares también parece
incrementar los niveles de yodo hepatico, aunque el mecanismo detras de esta relacion
aun no esta claro, lo que plantea la pregunta sobre el papel del yodo en el higado en
el contexto de la exposicion al Cd. Ademas, la exposicién a Cd durante tresmeses no
parece alterar los niveles de Zny por ende, los niveles de MT-Il en el higadopermanecen
sin cambios. El consumo de Cd durante uno y tres meses aparentementeno afecta la
funcionalidad renal, dado que no se observa un aumento de proteinas enla orina. En
estos periodos de exposicion, el Cd no induce la acumulacion de lipidos, ya que no

activa la via lipogénica AKT/mTOR ni favorece la acumulacién de enzimas
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lipogénicas. Aungue el higado no muestra signos de dafio exacerbado, probablemente
debido a la baja concentracion de Cd acumulada, si presenta sefiales de dafio sultil

que podrian intensificarse con periodos de exposicion mas prolongados (Fig. 25).
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Fig. 25. Respuesta del higado ante el consumo de Cd. La exposicién a Cd durante tres

meses favorece su deposicion a nivel hepatico, favoreciendo la muerte de los hepatocitos y
promoviendo la proliferacién celular. Asi mismo, la deposicién de Cd en el higado incrementa

los niveles de yodo hepatico.
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