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RESUMEN

La esteatosis no alcohdlica es el padecimiento hepatico crénico mas comun en el
mundo y su progresion puede deberse en parte, al resultado de la lipotoxicidad
hepatica causada por un exceso de acidos grasos libres que promueven un exceso de
ERO y la consecuente disfuncion y muerte celular por necrosis o apoptosis. Sin
embargo, las investigaciones acerca del avance de ésta condicidén indican que su
progresion se ve potenciada cuando el higado se somete a un segundo agresor que

incremente la inflamacion, el estrés oxidante y la fibrosis.

El cadmio es un metal ampliamente utilizado en la industria y se considera un
contaminante cuando es liberado al ambiente, la exposicién al él produce varios
efectos adversos sobre la salud humana de acuerdo a la dosis, fuente y tipo de
exposicion; se ha demostrado que el cadmio es un poderoso inductor de estrés

oxidante, incrementando considerablemente la produccién de ERO.

En ésta investigacion se analizé el efecto del cloruro de cadmio en el incremento del
dafio celular en presencia de esteatosis, y se comprobd que si bien la esteatosis
desencadena mecanismos de sobrevivencia que impiden el efecto inmediato del
cadmio, la exposiciébn prolongada al metal provoca dafio celular irreversible
incrementando la muerte celular, por un lado a través de la induccion de estrés
oxidante mediante un incremento de ERO y la oxidacién de proteinas, y por otra parte
disminuyendo las enzimas antioxidantes, todo esto desncadena el proceso de
lipogénesis. Asi, el hepatocito se vuelve incapaz de manejar una segunda agresion

prooxidante, lo que conduce a la muerte celular.
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ABSTRACT

Non alcoholic fatty liver disease is the most common chronic liver disease in the world
and its progression may be due, in part, to the outcome of liver lipotoxicity produced by
an excess of free fatty acids that promotes reactive oxygen species, and consequently,
cell dysfunction and death by necrosis or apoptosis. However, research on this field
indicates that progression of liver damage could be associated to a second liver
aggression that produces inflammation, aggravates oxidative stress that could result in
progression of liver damage to fibrosis.

Cadmium is a pro-oxidant metal, that is considered an environmental pollutant, widely
used in the industry. Cadmium could induce adverse effects on human health
principally in liver and kidney.

In this study we analyzed the effect of cadmium on the progression of liver damage in
steatotic hepatocytes from mice feed with high cholesterol diet. Our results show that,
although steatosis triggered survival mechanisms that compensates cadmium
aggression, prolonged exposure with the metal causes cell death. The mechanism is
an increase in reactive oxygen species and protein oxidation that induce oxidative
stress, and a decrease in the antioxidant enzymes, producing an increase in the
lipogenesis process. Thus, hepatocyte becomes unable to handle a second prooxidant

aggression, which leads in hepatocyte death.
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1. Introduccién

Durante el ultimo siglo se han observado cambios en el estilo de vida del mexicano,
teniendo menos actividad fisica aunado a una dieta con un alto consumo de grasas
repercutiendo de manera negativa en la salud de nuestra poblacion. Se ha reportado
un incremento de enfermedades cronicas como la obesidad, enfermedades
cardiovasculares y la predisposicion de desarrollar higado graso (esteatosis) a edades
cada vez mas tempranas, el crecimiento en estos padecimientos se ha vuelto muy
comun en paises desarrollados afectando a mas de un tercio de la poblacion y se
asocia con la mortalidad relacionada a enfermedades cardiovasculares y hepéticas

(Bellentani et al., 2009; Berlanga et al., 2014; Perichart-Perera et al., 2010).

La esteatosis no alcoholica o la enfermedad del higado graso no-alcohdlico (NAFLD
por sus siglas en inglés) es el padecimiento hepatico crénico mas comun en el mundo
occidental tanto en adultos, (Musso et al., 2010) como en nifilos (Loomba et al., 2009)
teniendo una prevalencia superior al 30% en poblacién adulta.

Es una condicién clinico-patologica definida por la infiltracién de grasa en mas del 5%
de los hepatocitos en ausencia de una ingesta crénica de alcohol y se caracteriza
predominantemente por la presencia de macrovesiculas grasas en los hepatocitos
(Berlanga et al., 2014). Desde el punto de vista histopatoldgico, comprende un
espectro que varia entre el simple depdsito de grasa en el higado (esteatosis) hasta la
esteatohepatitis, fibrosis y cirrosis (figura 1) (Lazo et al., 2008). Los primeros estudios

consideran ésta condicion como una manifestacion hepatica del sindrome metabdlico,
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el cual estd acompafiado por obesidad central, resistencia a la insulina (IR),
dislipidemia y diabetes mellitus tipo 2 (Bellentani et al.,, 2009). Sin embargo, el
mecanismo molecular de la progresion en el caso de la esteatosis no esta totalmente
descrito, y se interpreta mediante la hipotesis de “doble agresion”, donde la primera
incluye la acumulacion de lipidos en el higado seguida por una segunda agresion
donde patrticipan intermediarios pro-inflamatorios que dirigen hacia dafio hepatocelular

y fibrosis (Berlanga et al., 2014).

Inflamacion de tejido adiposo

Biota intestinal

Estrés . . . .
Esteatosis |oxidante /' Esteatohepatitis Cirrosis
Hepatica
Apoptosis
hepatocelular Modificada de Lazo et al., 2008
Inflamacion
hepatica

Figura1 Progresion de la esteatosis hepatica hacia fases mas severas.

La esteatosis también se encuentra asociada con desordenes metabdlicos de los
lipidos, incluyendo hipertrigliceridemia y/o hipercolesterolemia. De acuerdo con lo
reportado por el Instituto Nacional de Salud Publica hubo un incremento del 21% en la

prevalencia de dislipidemias del afio 1994 al 2000, mientras que en el analisis de una



subpoblacién con peso normal se detecto la presencia de hipercolesterolemia en un

42.6% de la muestra del cual s6lo un 6% ha sido diagnosticado (INSP 2010).

La prevalencia de esteatosis hepatica en México no se conoce con precision, sin
embargo, extrapolando los datos de sobrepeso y obesidad obtenidos por la encuesta
nacional de salud y nutricion (ENSANUT) de 2012 en la que se informa que el 68.9%
de nifios y nifias entre 5y 11 afios padecen sobrepeso u obesidad al igual que un
71.2% de adultos de 20 aflos y mas, considerando adicionalmente las cifras
reportadas de las dislipidemias, se predice al higado graso no alcohdlico como la

principal causa de enfermedad hepatica para el afio 2020 (ENSANUT, 2012).

Las investigaciones acerca del avance de ésta condicion hacia estados més graves
como la esteatohepatitis, la fibrosis y la cirrosis, indican que su progresion se ve
potenciada cuando el higado se somete a un segundo agresor que incremente la

inflamacion, la fibrosis y el estrés oxidante (Bellentani et al., 2009).

Cuando las especies reactivas de oxigeno (ERO) se producen bajo condiciones
controladas y en cantidades limitadas contribuyen en varios procesos celulares, como
la proliferacion, la senescencia y la sobrevivencia ya que actian como intermediarios
en diversas vias de sefalizacién, sin embargo, una sobreproduccion de ellas deriva en
una condicion conocida como estrés oxidante que representa disfuncion celular que
conduce a la muerte de los hepatocitos y otras células hepaticas, contribuyendo a la

progresion de las enfermedades hepaticas agudas y crénicas (Serviddio et al., 2013).



En las células existen varias fuentes de ERO que pueden clasificarse como,
mitocondriales, principalmente los complejos | y Il de la cadena respiratoria, y
extramitocondriales, como el citocromo P450, la xantina oxidasa, la Oxido nitrico
sintetasa y la NADPH oxidasa; los neutrofilos y las células de Kupffer son los
productores principales de ERO en el higado, mientras que en los hepatocitos los
principales sistemas de liberacion de radicales libres son el citocromo P450 y la
mitocondria (Mari et al., 2010).

El estrés oxidante representa un desequilibrio entre la produccion de ERO vy la
actividad antioxidante en la célula, entre los marcadores mas importantes de estrés
esta la actividad de algunas enzimas antioxidantes encargadas de contrarrestar el
dafio generado por los radicales libres a través de diversas reacciones, entre las mas
estudiadas se encuentran: las superéxido dismutasas (SOD), una familia caracterizada
por su estructura y cofactores entre ellos el manganeso en SOD2 y el cobre/zinc en
SOD1, su actividad potencia la dismutacion de los radicales superéxido hacia peréxido
de hidrégeno.

También estan las glutation peroxidasas (GPXs) las cuales tienen como funcion
biolégica reducir los hidroperdxidos lipidicos hacia los alcoholes correspondientes, y
reducir el peréxido de hidrégeno libre hacia agua. Con la misma relevancia, estan las
enzimas involucradas en la sintesis de glutation (GSH), que es el mayor antioxidante
endogeno que producen las células, participando directamente en la neutralizacion de
radicales libres y compuestos reactivos de oxigeno asi como auxiliando en la

regeneracion de antioxidantes exogenos como las vitaminas C y E, asi la gama-



glutamil cistein sintetasa (Y-GCS) y la glutation S-transferasa (GST) son claves en el

proceso antioxidante (Rajendran et al., 2014).

De igual manera, cuando se expone a la célula a estresores, se inducen una serie de
proteinas llamadas proteinas de estrés que confieren proteccién celular, entre las mas
representativas se encuentran las proteinas de choque térmico (heat shock proteins,
HSPs) y su sobre-regulacion, particularmente de HSP70 provee resistencia contra
estrés oxidante, y promueve el re-plegamiento de proteinas o su desnaturalizacion si
no existe mejora (Kiang, 2004); también se ha visto que una sobre-expresion de ésta
proteina disminuye considerablemente el dafio en el tejido causado por
isquemia/reperfusion (Mizushima, 2014).

La esteatosis se caracteriza por promover el estrés oxidante en el higado, la progresion
de ésta condicién es multifactorial e incluye alteraciones en el metabolismo lipidico,
disfuncién mitocondrial, inflamacioén y estrés oxidante, asi los radicales libres tienen un
papel importante en la activacion o inhibicion diversas vias de sefalizacién que pueden
regular el metabolismo lipidico.

Por ejemplo, el estado redox celular puede afectar la actividad de muchas enzimas
involucradas en éste proceso, causando modificaciones post-transcripcionales
directas, regulando la actividad de varias cinasas o fosfatasas, actuando como
segundos mensajeros o induciendo cambios conformacionales en varios ligandos

(Serviddio et al., 2013).



La progresion de esteatosis hacia esteatohepatitis puede ser el resultado de la
lipotoxicidad hepatica causada por un exceso de acidos grasos libres que promueven
un exceso de ERO y la consecuente disfuncidn y muerte celular por necrosis o
apoptosis. Al mismo tiempo, el exceso de colesterol se ha relacionado principalmente
con la sobre-produccion de enzimas pro inflamatorias y con la disfuncién mitocondrial,
ya que se acumula en las crestas mitocondriales impidiendo el buen funcionamiento
del organelo y disminuye la sintesis de glutatiéon lo a su vez se relaciona con una
respuesta enzimatica que promueve estrés oxidante en el reticulo endoplasmico

(figura 2) (Noguchi et al., 2009).

Primera agresion Segunda agresion

Disfuncién Mitocondrial

Sobrepeso/Obesidad  Resistencia a la Insulina Estrés Oxidante

Sindrome Metabdlico ox . ’
Citocinas pro-inflamatorias

Dieta alta en calorias

Disbiosis intestinal
y endotoxinas

Acidos
grasos
libres

ESTEATOSIS ESTEATOHEPATITIS
Modificada de Noguchi et al. 2009

Figura 2 El estrés oxidante como mediador en la progresion de la esteatosis hepatica.

Entonces, el inicio de la esteatosis se caracteriza por cambios en el estado redox

hepatocelular que dirige a un dafio en la regulacion del metabolismo de lipidos, pero



gue al mismo tiempo puede agravarse en presencia de otros factores que promuevan
la inflamacioén y el estrés oxidante impulsando la progresion de esteatosis hacia fases

mas severas.

El cadmio (Cd) es un metal que se encuentra en la corteza terrestre, en combinacion
con otros metales formando cloruros, sulfuros u 6xidos (Martinez-Flores et al., 2013b).
Es ampliamente utilizado en la industria y se considera un contaminante cuando es
liberado al ambiente como subproducto de la extraccién de cobre, hierro y cinc. La
exposicion al Cd produce una variedad de efectos adversos tanto en el humano como
en los animales; una vez absorbido en el organismo tiene una vida biol6égica de entre
15-20 afos; con base en la dosis, fuente y tipo de exposicidn puede dafiar varios
organos como el rifion, higado, pulmon, hueso, testiculos y placenta. (Farkas et al.,

2007)

El ser humano esta expuesto al Cd principalmente a través de la ingesta de alimentos,
como las especies marinas llamadas filtradoras (almejas y mejillones) que atrapan
cantidades considerables de metales pesados tales como plomo y cadmio (Ololade et
al., 2011); también a través de agua contaminada con desechos industriales, sin
embargo, la forma mas comun es a través de la exposicion al humo del cigarro ya que
se ha reportado que cada cigarrillo contiene entre 1y 2 ug del metal, mientras que un
estudio realizado en México encontré 2.8 ug de Cd por cigarrillo lo que significa un

riesgo aun mayor para los fumadores de este pais (Storelli, 2009).
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La entrada de Cd a las células no es igual en todos los sistemas y puede ser mediada
por transporte pasivo o0 activo o por canales de calcio. Se considera que uno de los
mecanismos de toxicidad generados por este metal es un estado prooxidante,
influenciado por la produccion de especies reactivas de oxigeno, las que al mismo
tiempo pueden actuar como segundos mensajeros alterando diferentes vias de

sefalizacion (Souza et al., 1996).

Se ha demostrado que el cadmio es un poderoso inductor de estrés oxidante,
incrementando considerablemente la produccién de ERO, estudios in vivo demuestran
gue en pulmones, el cadmio incrementa la oxidacion lipidica, determinada por la
formacion de sustancias reactivas con el acido tiobarbitlrico (TBARS) e induce la
produccion de anién superoxido y oxido nitrico, los que se conocen por ser fuertes
inductores de apoptosis, mientras que en el higado y cerebro incrementa la excrecion
de malondialdehido (MDA) como un producto de la lipoperoxidacion (Szuster-
Ciesielska et al., 2000); aunque el mecanismo molecular no esté totalmente descrito,
se ha vinculado al cadmio con la disfuncion mitocondrial que conduce a un exceso en
la produccion de ERO y se sabe que un dafio mitocondrial severo perpetua el estrés

oxidante (Gobe et al., 2010).

Otro mecanismo que esta involucrado en la induccién de ERO por el cadmio es el
sistema de NADPH oxidasa, existen evidencias recientes que vinculan la exposicion
al metal en hepatocitos con un incremento en la actividad de ésta enzima y la
consecuente produccion de ERO que a su vez, activa vias de sefializacion como la de

Src/EGFR y Stat3 como mecanismo de sobrevivencia (Martinez Flores et al., 2013a).
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Al mismo tiempo se ha visto que el cadmio inhibe la actividad de enzimas antioxidantes
como SOD1 y GPXy que reduce la cantidad de glutation en higado y plasma, ademas
de incrementar la expresion de citosinas pro-inflamatorias tales como interleucinas (1,

6 y 10) asi como el factor de necrosis tumoral a (TNF- a) (EI-Boshy et al., 2014).

El humo del cigarro es uno de los factores de mayor riesgo para el desarrollo de
aterosclerosis, el componente que contribuye de forma mas significativa a la
enfermedad cardiovascular. Asi en fumadores, se ha encontrado que la concentracion
de Cd en la sangre es de 1-4 ug/l un valor de 4 a 5 veces mas alta que en los no

fumadores (Storelli, 2009).

Los efectos de la toxicidad por Cd dependen del tipo de exposicidn, ya sea a través de
la inhalacion de aire contaminado, particularmente cerca de fundidoras e incineradoras
o del humo del cigarro, consumo de alimentos y agua contaminados. Ademas la
deficiencia de metales esenciales como el Fe, Cu, Zny Ca en el cuerpo humano facilita
la absorcion de Cd, por lo tanto sus 6rganos blanco son el rifion (especialmente en la
corteza renal), higado, pulmén, hueso y placenta. El Cd asimilado, es captado por el
higado donde forma complejos con pequefios péptidos como el glutation (GSH) (Cd-
GSH) o proteinas de bajo peso molecular como la metalotioneina (MT) (Cd-MT) y es
secretado en la bilis o bien liberado a la circulacion. Estos complejos son una forma
importante de transporte y almacenamiento del metal dentro del organismo, explicando

asi su larga vida biolégica entre los 10-30 afios (EFSA, 2009).

Dado que se considera que en una segunda agresion el estrés oxidante juega un papel

relevante en la progresion del dafio hepatico y que el Cd es un metal pro-oxidante,
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resulta de interés evaluar el efecto de este metal en la susceptibilidad a la progresion

del dafio hepatico que causa la esteatosis.

1.4 El cadmio en esteatosis

No hay muchas investigaciones que reporten directamente una asociacion de la
esteatosis y la exposicion al cadmio y los posibles efectos del metal bajo ésta
condicion, sin embargo (Yuan et al., 2009b), reporta que la exposicion activa o pasiva
al humo del cigarro puede ser uno de los estresores que contribuyen a la progresion
del dafio hepatico en el caso de la NAFLD ya que incrementa la acumulacion de lipidos
en los hepatocitos, modulando la actividad de la AMP cinasa y la SREBP-1, dos

moléculas involucradas particularmente en la sintesis de lipidos (figura 3).
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Figura3 Mecanismo mediante el cual el humo de cigarro induce acumulacion de lipidos en el hepatocito.
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Las proteinas unidas a elementos reguladores de esteroles (SREBPs) son una familia
de factores de transcripcidn que controlan la expresion de genes requeridos para la
biosintesis de colesterol, acidos grasos, triglicéridos y fosfolipidos. Las tres isoformas
de los precursores de SREBP se localizan en la membrana de reticulo endoplasmico,
y son SREBP-1a, SREBP-1c y SREBP-2, tienen diferentes funciones y distribucion en
los tejidos. Los precursores son activados por un proceso dividido en dos pasos que
libera la forma activa que se transloca al nacleo celular para estimular la expresion de
genes. Especificamente, SREBP-1c controla la expresion de genes involucrados en la
sintesis y acumulacién de triglicéridos como la sintetasa de acidos grasos (FASN) y la
acetil-coenzima A carboxilasa (ACC), mientras que la actividad de SREBP-2 se
encuentra mas relacionada con la expresion de genes involucrados en la sintesis y
toma de colesterol como el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR) y la 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa (HMGCR); en el tejido hepatico, la forma

predominante de SREBPs es SREBP-1c (Yuan et al., 2009a).

El humo del cigarro puede contener mas de 47 000 sustancias toxicas de las que 9 se
consideran carcindégenos del grupo 1, entre los que esta el Cd (Hughes et al., 2009) se
sabe que un cigarrillo puede contener hasta 6.67 pug de Cd (Yuan et al., 2009b), y la
exposiciéon al humo del cigarro acelera la progresién de enfermedades hepéticas
incluyendo la hepatitis C y a la cirrosis biliar primaria, asimismo en conjunto con la
obesidad incrementan el riesgo para desarrollar carcinoma hepatocelular (Bailey et al.,

2009).
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Mientras, otros estudios en ratas a las que se les administraron 5 mg/kg de CdClzvia
intragastrica, diariamente por 4 semanas, reportan un incremento en el peso del
higado asi como un aumento plasmatico y en tejido de colesterol, triglicéridos, acidos
grasos libres y fosfolipidos, también hubo un incremento significativo en la actividad
de la enzima HMGCR, un importante intermediario de la ruta de sintesis de colesterol.
Ademas se encontraron cambios significativos en las lipoproteinas, reportando altos
niveles plasmaticos de lipoproteinas de baja densidad y de muy baja densidad (LDL
y VLDL) y una disminucion igualmente significativa de lipoproteinas de alta densidad
(HDL) (Prabu et al., 2010).

Entonces, algunos estudios sugieren que la exposicion al cadmio puede alterar el
metabolismo lipidico y contribuir al desarrollo de enfermedades, sin embargo, poco se
sabe acerca del mecanismo bioquimico y molecular mediante el cual el cadmio ejerce
éstos efectos mas adn en personas que ya cuentan con alteraciones metabdlicas
mediadas por la esteatosis. Conocer el mecanismo por el cual el cadmio es capaz de
alterar rutas metabdlicas importantes contribuyendo a la progresion del dafio hepatico,

nos permitird especificar blancos moleculares para contrarrestar el dafio.

2. Antecedentes

Los hepatocitos fisiolégicamente no son células almacenadoras de lipidos, por lo que
el desarrollo de la esteatosis esta asociado con una disfuncion celular y apoptosis. En
conjunto, este fendbmeno se conoce como lipotoxicidad y se considera que juega un
papel relevante en la patogénesis del dafio hepatico (Brown et al., 2013). De hecho,

hay reportes que correlacionan la apoptosis con la severidad de la esteatosis en
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humanos (Feldstein et al., 2003). Asi, la acumulacion de grasa en los hepatocitos
puede inducir citotoxicidad de manera directa o bien a través de sensibilizacion a otras
agresiones.

Estudios epidemioldgicos sugieren que la hipercolesterolemia es un factor de riesgo
importante en el dafio hepatico, mientras que los estudios realizados en roedores y
conejos demuestran una asociacion directa entre una ingesta alta de colesterol y
grasas con la esteatosis y la inflamaciéon (Pendino et al., 2005). Al mismo tiempo, en
modelos animales de higado graso no alcohdlico se ha detectado apoptosis de los
hepatocitos desde tiempos muy tempranos de ingesta de alimento rico en acidos
grasos insaturados, con un incremento de la proteina pro-apoptética Bax y una
disminucién de la anti-apoptoética Bcel-2 (Tipoe et al., 2009).

En nuestro grupo de investigacion se ha reportado que una dieta alta en colesterol
retrasa la activaciéon de la ruta de sefializacion mediada por el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), lo que representa una deficiencia en el proceso de reparacién, que
en caso de una agresion continua podria favorecer la progresiéon del dafio hepatico
(Gutiérrez-Ruiz et al., 2012).

Con respecto al Cd, (Larregle et al., 2008), reportan que ratas tratadas con este metal
incrementan significativamente los triglicéridos séricos y el colesterol total (LDL
+VLDL), y disminuyen el colesterol esterificado en el higado, concluyendo que el
cadmio favorece la progresion de esteatosis, sin embargo no existen estudios sobre
los efectos contrarios, es decir, el impacto de la esteatosis sobre un tratamiento con

Cd.
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Mientras que en nuestro grupo de investigacion se ha reportado que a nivel
intracelular, los hepatocitos sometidos a un tratamiento con cadmio presentan
alteraciones a nivel mitocondrial y de reticulo endoplasmico rugoso, ademas de

incrementar su produccion de metalotioneina (MT) (Bucio et al., 1995).

Igualmente, se reporté que el Cd entra al hepatocito en parte por los canales de calcio
y que involucra interacciones con grupos tioles (Souza et al., 1996). En células HepG2
se encontré que el cadmio induce la secrecion de IL-1, TNF-alfa, IL-6 e IL-8 y la
produccion de la proteina de choque térmico (HSP) 70. Se demostro la participacion
de AP-1 en esta respuesta, ademas del incremento del dafio lipoperoxidativo y la

reduccion en un 65% del glutatiéon (GSH) por el tratamiento con Cd (Souza et al., 2004).

Los estudios moleculares reportan que el patron de sefializacion involucrado en la
respuesta celular protectora al Cd es mediante la induccion de la actividad de la
NADPH oxidasa con la consecuente produccion de ERO, que permiten la activacion
de ERK, la cual promueve la fosforilacion de STAT-3 suscitando la produccion de HSP-
70 (Souza et al., 2009).

Con base en la literatura revisada, se muestra que el estrés oxidante ha sido
reconocido como el componente clave responsable de la progresion en el caso de la
esteatosis, y los mecanismos que promueven su avance involucran multiples
adaptaciones celulares al estrés oxidante que ocurren cuando el metabolismo de los

acidos grasos esta perturbado.
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3. Justificacién

En la actualidad, la poblacion mexicana tanto adulta como infantil presenta una
prevalencia muy alta de sobrepeso y obesidad. Declaraciones de la Secretaria de
Salud sefialan que en menos de una década el sobrepeso infantil ha crecido en mas
de 77 %; mientras que la Encuesta Nacional de Salud y Nutriciébn sefiala que 47.9
millones de mexicanos sufren sobrepeso y obesidad, y cerca de un 43 % presenta
algun desorden en el metabolismo de lipidos como hipercolesterolemia, o
hipertrigliceridemia, y s6lo un 6 % lo sabe mediante un diagndstico médico.

Varios estudios han demostrado que el mexicano tiene una predisposicion genética al
sindrome metabdlico, y que en su dieta, el consumo de grasas es superior al valor
recomendado, (Stern and Haffner, 1991; Tellez-Avila et al., 2008) lo cual nos lleva a
concluir que una proporcién muy alta de la poblacion mexicana padece o tiende a
desarrollar higado graso, considerando ésta condicion como un precursor de
enfermedades hepéticas mas severas, las cuales son una de las principales causas
de mortalidad en nuestro pais.

Al mismo tiempo, la contaminacién de mantos freaticos con Cd es cada vez mas
frecuente, ademas de que el metal estd muy presente en la industria de plasticos,
baterias, pinturas e incluso recientemente se ha visto involucrado en los cosméticos
(Bocca et al., 2014; Moulis and Thevenod, 2010). En el mismo sentido, se sabe que el
inicio del consumo de tabaco se presenta en edades cada vez mas tempranas, y que

mas del 40% de los nifios tienen al menos un progenitor que fuma (Yuan et al., 2009a).
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Si bien, las leyes contra el humo protegen la salud de los no fumadores, no existe un
nivel seguro de exposicion al humo de tabaco (OMS, 2013).

Considerando que la esteatosis puede sensibilizar al higado para una siguiente
agresion, y que los mecanismos de reparacion del 6rgano se ven alterados, las

enfermedades hepaticas crénicas se incrementaran.

La caracterizacion de la susceptibilidad al dafio hepéatico debida a la presencia de
lipidos y de Cd, nos permitira conocer los mecanismos involucrados en la induccion

del dafio celular y asi contar con posibles blancos moleculares para evitar su aumento.

4. Pregunta de Investigacion

¢, Como altera el cadmio la respuesta de sobrevivencia de hepatocitos con esteatosis

en cultivo primario?

5. Hipoétesis

El incremento en el dafio hepatocelular se vera promovido por un tratamiento con Cd,

ante la sensibilizacion celular provocada por la esteatosis.

6. Objetivos

6.1 Objetivo General

Determinar el mecanismo de respuesta celular, en un modelo in vitro de esteatosis

tratado con Cd.
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6.2 Objetivos particulares

e Determinar el efecto del Cd sobre el estado oxidante en un modelo in vitro de
esteatosis.

e Evaluar el contenido de enzimas antioxidantes, mediante la expresion de las
enzimas SOD1, GPX, Y-GCS y HSP70 en un modelo in vitro de esteatosis
tratado con cadmio.

e Determinar el efecto del Cd en el incremento de lipidos y en la expresiéon de
enzimas lipogénicas como FASN y ACC en cultivo primario de hepatocitos de

ratones con una dieta alta en colesterol.

7. Materiales y Métodos

Los ratones de la cepa C57BL/6, se mantuvieron bajo condiciones libres de patégenos
y bajo cuidados especificos en el manual de procedimientos de la Universidad
Autonoma Metropolitana-lztapalapa y la guia para trato y uso de animales de

laboratorio establecido por el NIH (Bethesda,EUA).

7.1 Tratamiento de los animales.

Se utilizaron ratones de 8 a 12 semanas sometidos a un ayuno por 12 h vy
posteriormente alimentados con una dieta hipercolesterolémica (HC, 2 % colesterol y
0.5 % colato de sodio, Dyets) o con una dieta balanceada CW, estandar para roedores

(sin colesterol, Harland), ambas por 48 h.
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7.2 Obtencion de cultivo primario de hepatocitos de raton.

Los hepatocitos se aislaron de los ratones (con dieta HC y con dieta CW al mismo
tiempo) por la técnica de perfusion por colagenasa en dos pasos, seguida de la
purificacion sobre una solucion de Percoll (Sigma Aldrich) como lo describe (Kao et al.,

1996).

Las células viables se sembraron en una densidad de 254,000 células/cm? para cada
ensayo y se mantuvieron en incubacion por 4 h a 37 °C en una atmosfera de COz al 5
%. Después de que los hepatocitos se adhirieron al plato de cultivo se les cambié el
medio de adhesion por Medio Williams con antibiético y antimicético, sin suero bovino

fetal (SBF), en el que permanecieron durante 12 h antes de poner los tratamientos.

7.3 Disefio experimental.
El cultivo de hepatocitos se tratd con diferentes concentraciones de CdClz (0.1, 0.5, 1,
2.5y 5 uM) durante 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 12 y 24 h. Las células control sin CdCl2 se

sembraron al mismo tiempo.

Inicialmente se realiz6 la determinacion de lipidos neutros por incorporacién de Aceite

Rojo O con la finalidad de validar la presencia de esteatosis en el modelo.

Después de los tratamientos con CdClz, las células se sometieron a un ensayo de
viabilidad utilizando el Cell Counting Kit 8 (CCK8) (Dojindo), para determinar el efecto

de las distintas concentraciones y tiempo de exposicién al CdCla.

Posteriormente, los cultivos se tifieron con Cristal Violeta para denotar los cambios

morfolégicos producidos por un tratamiento con CdClz a diferentes tiempos.

-21 -



A continuacion, para evaluar la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO)
en las células, se utilizé el método fluorométrico con 2°,7" diclorodihidrofluoresceina

diacetato (DCFH-DA) (Sigma Aldrich) (Martinez Flores et al., 2013a).

Siguiendo con la caracterizacion del estado oxidante celular, se determinaron las
proteinas oxidadas presentes en las células tratadas con CdClz en funcion del tiempo

mediante un ensayo del estado de oxidacidon de proteinas (Oxyblot).

Nuevamente, se utilizé la técnica de determinacion de triglicéridos por incorporacion
de aceite rojo O pero ésta vez para definir el efecto del tratamiento con CdClz en

funcién del tiempo.

Finalmente, se obtuvieron lisados de los cultivos para determinar la expresion de las
proteinas involucradas en el equilibrio del estado redox tales como GPX, SOD-1, Y-
GCS y HSP70 y también las involucradas en la sintesis de lipidos como FASN, ACC

y SREBP-1c todas ellas se analizaron mediante Western blot.

7.4 Determinacion de lipidos neutros por la incorporaciéon de aceite rojo O.
Se obtuvo el cultivo primario de hepatocitos, el cual se estabilizé y posteriormente se

le retir6 el medio y se lavaron con buffer de fosfatos (PBS).

Para fijar las células se agregaron 0.4 ml de para-formaldehido (PFA) al 2.5 % en PBS
a cada plato de cultivo durante 15 min, se lavaron nuevamente con PBS y se dejaron
secar toda la noche. Al dia siguiente, se tifleron con 0.4 ml de Aceite Rojo O al 0.2 %
en isopropanol durante 1 h, y se lavaron rapidamente con isopropanol al 60 % en H20

desionizada para retirar el exceso de colorante, para el contraste se tifieron los
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nacleos con hematoxilina de Harris durante 30 s. Se observaron al microscopio de luz

y se tomaron las fotografias el mismo dia de la tincion.

7.5 Ensayo de viabilidad celular por Cell Counting Kit 8 (CCK8).
Para éste ensayo se sembraron los hepatocitos en placas de 96 pozos tratadas para

cultivo celular y estériles.

Después de los tratamientos con 1 yM CdClz durante 0.25, 0.5, 1, 2,4 ,6 12y 24 h, se
agregaron 10 pl de la solucién CCK8 en cada pozo y se incubaron con el reactivo por
1.5 h. Posteriormente, la placa se ley6 a una longitud de onda de 450 nm en un

detector multimodal de microplacas DTX 880 Beckman.

7.6 Andlisis de la morfologia con cristal violeta
Para examinar la morfologia se tomaron las células utilizadas en el ensayo de
viabilidad sembradas en placas de 96 pozos, a las que se les retir6 el reactivo anterior

y se lavaron con PBS.

Las células se fijaron con 500 pl de metanol absoluto frio por pozo durante 15 miny
se dejaron secar toda la noche, posteriormente se tifieron con una solucion de Cristal
Violeta al 0.5 % por 10 min y se lavaron varias veces con H20 destilada para retirar el
exceso de colorante. Se observaron al microscopio de luz y se describieron las
diferencias de forma general, como nucleos, citoplasmas y uniones entre células entre
las no tratadas y las expuestas a cadmio por diferentes tiempos. Las fotografias se el

mismo dia de la tincion.
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7.7 Determinacion de la generacion de especies reactivas de oxigeno.
Para éste ensayo, se sembraron hepatocitos en placas de 96 pozos oscuras, estériles

y especiales para fluorescencia.

Después de los tratamientos con 1 yM CdClz durante 0.25,0.5,1, 2,4 ,6 12y 24 h, las
células se incubaron con 5 uM DCFH-DA en etanol durante 30 min, y se utilizé como
control positivo para la técnica 250 uM de H202. Al finalizar el tiempo de incubacion la
placa se leyd a una longitud de onda de excitacion de 480 nm y una longitud de onda

de emisién de 520 nm usando un detector multimodal de microplacas DTX 880.

7.8 Determinacion de proteinas oxidadas por Oxyblot.

Con los lisados obtenidos de los hepatocitos de ambas dietas sometidos a los
tratamientos con 1 yM CdCl: a diferentes tiempos, se realizé un Oxyblot utilizando el
OxyBlot™ Protein Oxidation Detection Kit (Millipore), siguiendo las instrucciones del
fabricante para la preparacion de muestras, y realizando la electroforesis de las
mismas en un gel de acrilamida al 10 % siguiendo el mismo procedimiento para un

Western blot, como lo describe (Valdes-Arzate et al., 2009).

7.9 Determinacion de lipidos por incorporacion de aceite rojo O.
Los hepatocitos se sembraron en una placa de 12 pozos y después de la estabilizacién
del cultivo se colocaron los tratamientos de 1 yM de CdCl2 durante diferentes tiempos,

al terminar el tratamiento, se retir6 el medio y las células se lavaron PBS.

Para fijar las células se agregaron 0.4 ml de PFA al 2.5 % en PBS por pozo durante

15 min., se lavaron con PBS dejandolas secar toda la noche. Después se tifieron con
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0.4 ml de aceite rojo O al 0.2 % en isopropanol durante 1 h, y se lavaron rapidamente
con isopropanol al 60 % en H20 desionizada para retirar el exceso, se tifieron los
ndcleos con hematoxilina de Harris durante 30 s. Se observaron al microscopio de luz

y se tomaron las fotografias el mismo dia de la tincion.

7.10 Extraccion de proteina total.

Para la técnica de Western blot, a un millén de hepatocitos HC y CW con y sin 1 yM
de CdClz, se les agregaron 70 ul de un amortiguador de lisis, formado por Tris-Base 20
UM, Cloruro de Sodio 150 uM, Igepal al 1%, esta soluciéon a pH 8. Se agrega una
pastilla de inhibidor de proteasas (Complete, Roche) por cada 100 ml de solucién de
lisis. Por cada lisis se agrega inhibidor de fosfatasas P-Stop (Roche) 1 X de un stock
10 X (una pastilla disuelta en 1 ml de agua destilada). Los hepatocitos con el
amortiguador se dejaron 15 min a 4 °C en agitacién, después se rasparon con un
gendarme y se centrifugaron a 13,000 rpm durante 7 min a 4° C. El sobrenadante
conteniendo la proteina celular se alicuot6 y almacené a -80° C. De una de las
alicuotas se cuantifico la concentracién de proteina con el kit de acido bicinconinico

(BCA, Pierce Biotechnology, USA).

7.11 Determinacién de proteina total.

Esta determinacion se realiz6 con el estuche comercial del acido bicinconinico (BCA)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se tomé una alicuota de 5 pl
de las muestras y se agregaron 200 ul de reactivo BCA diluido 1:50 en CuSOQOy4, al
mismo tiempo se realizé una curva patrén de albumina sérica bovina de 0.1-10 pg/ml,

todo se incub6 por 10 min a 95° C.
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Se ley0 la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en un lector de microplacas
(DTX880, Beckman Coulter) y se determiné la concentracion de la proteina utilizando

la curva estandar de albumina.

7.12 Andlisis del contenido de proteina por Western blot.
El ensayo de Western blot se realizé de acuerdo con el método descrito por (Valdes-
Arzate et al., 2009). Se tomaron 50 pg de la proteina total y se les agregd un

amortiguador de muestra comercial Laemmli Sample Buffer 2X (Bio-Rad).

Las muestras se colocaron 5 min a 95° C y se corrieron en geles acrilamida de
gradiente 8, 10 y 12 %, esto en una camara de electroforesis con un amortiguador
formado por Tris-Base 0.125 M, glicina 0.96 My SDS al 0.5 % a 120 Volts por 90 min.
La proteina se transfiri6 a una membrana de difluoruro de polivinilideno usando un
amortiguador de transferencia formado por Tris-Base 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM,
SDS al 0.05 % y metanol al 20 % durante 30 min a 25 Volts y 1 A en el equipo Trans-

Blot Turbo (BioRad).

Después la membrana se bloque6 con una solucién de leche descremada al 5 % en
TBS-Tween formado por NaCl 150 mM, Tris-HCI 20 mM y Tween 20 al 0.1 % pH 7.5
durante 60 min. Posteriormente, se lavo con TBS-Tween para agregarle un anticuerpo

primario especifico para cada proteina (tabla 1).
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Tabla 1. Anticuerpos primarios

Nombre Marca Catélogo Dilucion Secundario
GPX Sta. Cruz sc-133160 1:200 Raton
SOD-1 Sta. Cruz sc-11407 1:200 Conejo
Y-GCS Sta. Cruz SC-22755 1:200 Conejo
HSP70 Sta. Cruz sc-1060 1:200 Cabra
SREBP-1c Sta. Cruz sSc-366 1:200 Conejo
FASN Cell Siganling 3189 1:1000 Conejo
ACC Cell Siganling 3662 1:1000 Conejo

Las membranas se incubaron con el anticuerpo primario toda la noche a 4° C. Se
lavaron con 15 ml de TBS-Tween durante 10 min tres veces, y se agrego el anticuerpo
secundario acoplado a peroxidasa correspondiente a cada anticuerpo primario en
dilucién 1:8000 por 1 h. Como control de carga se utilizd el anticuerpo monoclonal
contra B-Actina (1:10000) (Sigma) durante 1 h. Las membranas se lavaron con TBS-
Tween 10 min por triplicado. Finalmente se trataron con el kit Super-Signal West Pico
Substrate (Pierce Biotechnology, USA) durante 5 min y se determin6 su densitometria

en un Imaging System Gel Logic 1500 (Kodak).

7.13 Andlisis Estadistico.

Cada experimento se realizé en al menos tres eventos independientes utizando al
menos 3 animales. El analisis estadistico de los resultados que se obtuvieron se realizo
por un analisis de varianza (ANOVA) seguida por la prueba post hoc de Tukey con el
programa GraphPad Prisma versién 6. El nivel de significancia considerado fue de p <

0.05.
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8. Resultados
8.1 Confirmacion del modelo de esteatosis

Para evidenciar la presencia de esteatosis en el modelo celular propuesto, se
determind el contenido de lipidos en los hepatocitos aislados de ratones alimentados
con dieta CW o HC) mediante la técnica de incorporacion de aceite rojo O. Esta técnica
se basa en la gran solubilidad del pigmento en grasas neutras, el aceite rojo O se
disuelve en alcohol para tefiir las muestras y cuando el tejido presenta grasas neutras
el pigmento rojo O se desplaza de la solucién de tincién hacia los lipidos ya que es
mucho mas soluble en éstos que en el alcohol. El resultado se observa en forma de
gotas lipidicas de diversos tamafios y es directamente proporcional a la cantidad de
lipidos en la muestra, se utiliza hematoxilina como contraste para tefiir los nucleos.
En la figura 4, se observa la tinciébn con aceite rojo O en los hepatocitos aislados de
ratones alimentados con la dieta CW o HC durante 48 h.

La diferencia en el contenido de lipidos es evidente, mientras que los hepatocitos CW
(Fig 1A) muestran cantidades basales de lipidos, los hepatocitos HC (Fig 1B)
incrementan considerablemente sus lipidos, teniendo como consecuencia una

acumulacion de éstos que tiende a incrementar el tamafio de las células.

- 28 -



(A)

Figura4 Contenido de lipidos en hepatocitos CW y HC. Se distinguen claramente las diferencias en el
contenido de lipidos entre los hepatocitos de una dieta balanceada (CW) (A) y los de una dieta alta en
colesterol (HC), los cuales incluso son mas grandes (B). Las fotografias representativas fueron tomadas

con un microscopio con contraste de fases.
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8.2  Viabilidad celular de hepatocitos CW y HC tratados con Cadmio

Con la finalidad de elegir la concentracion de CdCl2 que se utilizaria en los
experimentos posteriores, los hepatocitos de ambas dietas se trataron con las
siguientes concentraciones: 0.1, 0.5, 1, 2.5 y 5 uM durante 6 h.

Una vez elegida la concentracion de CdClz, los hepatocitos se expusieron por
diferentes tiempos 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 12 y 24 h y para ambos experimentos se midio
la viabilidad utilizando el kit comercial CCK8. Este kit utiliza una sal de tetrazolio
altamente soluble en agua WST-8 ® [2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-
(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt], por lo que no induce
citotoxicidad ni interfiere con ensayos posteriores como alguno de proliferaciéon o los
colorimétricos en las mismas células. La WST-8 es reducida por las deshidrogenasas
de células vivas en presencia de un mediador de electrones, produciendo un
compuesto de tonalidad naranja (formazan) también soluble. La cantidad de pigmento

formazan generado es directamente proporcional a la cantidad de células vivas.

En la figura 5, se muestra la viabilidad celular en funcién de la concentracion de CdClz,
y se graficé como el porcentaje de hepatocitos vivos con dieta CW o HC tratados con

CdClz con respecto a los hepatocitos con dieta CW no tratados (NT).

Se observa que en los hepatocitos no tratados que tienen la dieta HC, disminuyen
significativamente la viabilidad hasta un 36.2 % con respecto a los hepatocitos CW no
tratados (NT). Cuando los hepatocitos con dieta CW son expuestos al Cd, se observa
gue la viabilidad disminuye significativamente de manera dependiente de la

concentracion. En los ratones con la dieta HC y tratados con Cd, la viabilidad disminuye
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con respecto a los ratones CW no tratados y a partir de 1 uM de CdCl2 es
significativamente diferente con respecto a los ratones HC no tratados, por lo que

elegimos esta concentracion de Cd para los experimentos posteriores.

En lafigura 6, se muestra la viabilidad celular con 1 uM de CdCl2 por diferentes tiempos
de exposicion y se observa de igual forma, que en los hepatocitos que tiene sdlo la
dieta HC, disminuye significativamente la viabilidad con respecto a los hepatocitos CW
no tratados. Cuando los hepatocitos con dieta CW son expuestos con 1 uM de CdCl2
se observa que la viabilidad disminuye significativamente de manera dependiente del
tiempo de exposicion. En los ratones con la dieta HC y tratados con Cd, la viabilidad
disminuye con respecto a los ratones CW no tratados y a partir de las 4 a las 24 h es

significativamente diferente con respecto a los ratones HC no tratados.
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Figura5 Viabilidad celular. Los hepatocitos fueron tratados con diferentes concentraciones de CdCl2 (0.1, 0.5,
1, 2.5, 5 pyM) durante 6 h. La viabilidad se determind con el kit CCK8. Cada barra expresa el valor
promedio + error estandar de tres experimentos independientes (n=3). * p<0.05 con respecto a los
hepatocitos con dieta CW no tratados (NT). # p<0.05 con respecto a los hepatocitos con dieta HC no
tratados (NT).
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Figura 6 Viabilidad celular. Los hepatocitos fueron tratados por diferentes tiempos 0.25, 0.5, 1,2,4,6,12y 24 h
con 1 uM de CdCl2. La viabilidad se determin6 con el kit CCK8. Cada barra expresa el valor promedio +
error estandar de tres experimentos independientes (n=3). * p<0.05 con respecto a los hepatocitos con

dieta CW no tratados (NT). # p<0.05 con respecto a los hepatocitos con dieta HC no tratados (NT).
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8.3  Analisis de la morfologia celular de hepatocitos CW y HC tratados con
Cadmio

Con la finalidad de evaluar el impacto del tratamiento con CdClz en la morfologia
celular, las mismas células en las que se evalud la viabilidad con respecto al tiempo
se tifleron con cristal violeta que es una molécula cargada positivamente (catién),
capaz de combinarse fuertemente con los constituyentes celulares cargados

negativamente como acidos nucleicos y polisacaridos acidos de las células vivas.

En la figura 7 se muestra los cambios morfolégicos en los hepatocitos sélo con la dieta
HC, hepatocitos con la dieta CW o HC tratados con Cd por diferentes tiempos de
exposicion: 1, 3, 6, 12y 24 h.

Se observa que solo la dieta HC (fig 7A), induce cambios morfolégicos a través del
tiempo, siendo mas relevante en los tiempos mas largos de 12 y 24 h, donde se
presenta una contraccion celular y una disminucién en las uniones entre células, asi
como un incremento en la condensacion de nucleos y muerte celular. En los
hepatocitos con dieta CW vy tratados (fig 7B), se observa que el cadmio afecta
notablemente la morfologia celular desde las 3 h. A las 24 h, se aprecian células que
han perdido la forma poliédrica, caracteristica de éste tipo celular, asi como sus
uniones con las células vecinas y hay presencia de restos celulares en el medio y

condensacion nuclear.

Por otra parte, al combinar la dieta HC con el Cd (fig 7C), se perciben cambios en la
morfologia celular, desde las 6 h. A las 24 h, hay pérdida de la definicion de la

estructura celular, las células se contraen y nuevamente se pierden las uniones
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celulares y los citoplasmas tienden a ser mas alargados como caracteristica de

tendencia a la apoptosis.
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HC+1 puM cdcl, 12h HC + 1 uM CdCl, 24h
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Figura7 Morfologia de las células CW y HC con y sin CdClz. Se aprecian los cambios en cultivo primario de
hepatocitos CW y HC con 1 uM de CdCl: por diferentes tiempos. (A) Hepatocitos solo con dieta HC. (B)
Hepatocitos CW + CdCl.. (C) Hepatocitos HC + CdCl.. CW o HC no tratados (NT). Las imagenes
representativas de cada experimento fueron tomadas con un microscopio de contraste de fase a un
aumento de 320X.
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8.4  Determinacion de generacion de ERO

Se sabe que la presencia de Cd involucra un desequilibrio del estado redox celular y
una sobreproduccion de ERO, con la finalidad de evaluar este proceso, los hepatocitos
con la dieta CW o HC, se trataron con 1 uM de CdCl2 durante diferentes tiempos (0.25,
05,1,2,4,6,12y 24 h).

La formacion intracelular de peroxidos se midié utilizando el 2’, 7’-diclorofluorescina
diacetato (DCFH-DA) compuesto que es facilmente transportado a través de la
membrana plasmética hacia el interior celular, una vez alli, las esterasas intracelulares
remueven los grupos acetato convirtiéndolo en 2’,7’-diclorofluorescina, ésta reaccion
encierra al compuesto dentro de la célula donde puede reaccionar con los peroxidos
intracelulares para formar 2’,7’-diclorofluoresceina un compuesto fluorescente que
puede medirse espectrofotométricamente, la fluorescencia registrada es directamente
proporcional a la cantidad de peréxidos intracelulares.

En la figura 8, se muestra la generacion de ERO en hepatocitos CW y HC tratados con
Cd con respecto a los CW o HC no tratados. Se observa que en los hepatocitos con
la dieta HC, se incrementa la produccién de ERO hasta por 6 veces con respecto a los
hepatocitos con la dieta CW no tratados. Cuando los hepatocitos con dieta CW son
expuestos con 1 uM de CdClz, se observa que el cadmio induce la produccién de ERO
con respecto al tiempo, aunque el pico mas alto de produccion se present6 a las 0.25
h con respecto a los hepatocitos CW no tratados. Después se observa una
disminucion significativa en la produccion de ERO. En los ratones con la dieta HC y
tratados con Cd, se observa que el cadmio es capaz de potenciar la produccion de

ERO con un aumento significativo a las 0.25 h, donde se presentd un pico maximo con
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respecto a los hepatocitos CW o HC no tratados. Después se observa una ligera
disminucién en la produccion de ERO pero significativa. Como control positivo de la

técnica se utilizé 250 uM de H20:2.
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Figura8 Generacion de ERO en hepatocitos CW y HC tratados con Cd. Los hepatocitos fueron tratados por
diferentes tiempos 0.25, 0.5, 1, 2, 4,6, 12y 24 h con 1 pM de CdCl2. La intensidad de fluorescencia fue
detectada en un Multimode Detector. Cada barra expresa el valor promedio + error estandar de tres
experimentos independientes (n=3). * p<0.05 con respecto a los hepatocitos con dieta CW no tratados
(NT). # p<0.05 con respecto a los hepatocitos con dieta HC no tratados (NT).
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8.5  Analisis del contenido de proteinas oxidadas

Una vez demostrado que el cadmio incrementa la produccion de ERO en los
hepatocitos con la dieta CW o HC, el siguiente paso fue estudiar si los peroxidos o los
radicales libres inducidos por el cadmio son capaces de inducir dafio celular a través

de la modificacion de proteinas.

Para evaluar éste proceso, se determiné la presencia de proteinas oxidadas mediante
un Oxyblot a través de un estuche comercial (Millipore Inc.) siguiendo las instrucciones
del fabricante. El principio para la deteccion de proteinas oxidadas se basa en que
cuando un radical libre oxida una proteina, ésta expone los grupos carbonilo (aldehidos
y cetonas) de las cadenas laterales en sitios muy especificos, éstos grupos se
derivatizan (se producen derivados) con 2, 4-dinitrofenilhidrazona (DNP-hidrazona)
por una reaccion con 2, 4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) que se incluye en el kit. Una vez
gue las muestras sufren ésta modificacion se separan en un gel de poliacrilamida
mediante electroforesis, seguida de un Western Blot. Finalmente se incuban con los
anticuerpos especificos que reconocen la fraccion DNP de las proteinas y se revela el

resultado.

En la figura 9, se muestra los niveles de oxidacién de proteinas en los hepatocitos con
la dieta CW o HC expuestos a Cd con respecto a los CW o HC no tratados. Se observa
gue en los hepatocitos soélo con la dieta HC, hay un incrementando en la oxidacion de
proteinas, con respecto a los hepatocitos con la dieta CW no tratados. Cuando los
hepatocitos con dieta CW son expuestos con 1 uM de CdClz, se observa que el cadmio

incrementa la oxidacion de proteinas con respecto al tiempo de exposicion. Se
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encontré mayor dafio a las 12 y 24 h, lo que corresponde con los resultados de la
viabilidad y la morfologia celular. En los ratones con la dieta HC y tratados con Cd, se
aprecia un incremento en la oxidacion de proteinas con respecto a los hepatocitos CW
no tratados, sin embargo, se observa que el cadmio es capaz de potenciar esta
oxidacion en los tiempos mas largos de 12 y 24 h con respecto a los hepatocitos HC

no tratados.
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Figura9 Niveles de oxidacién de proteinas. Los hepatocitos de las dietas CW y HC se trataron con 1 yM de CdCl2
durante diferentes tiempos. Las proteinas de los lisados se derivatizaron con DNPH y se sometieron a
Western Blot usando anticuerpos especificos contra DNP. Hepatocitos con dieta CW o con dieta HC no

tratados (NT).
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8.6 Contenido de enzimas antioxidantes

Con los resultados anteriores, observamos que el cadmio es capaz de modificar el
estado redox de la célula, incrementando la produccion de ERO y dafiando las

proteinas promoviendo su oxidacion.

Por lo que ahora evaluamos cual es la respuesta que desencadena el hepatocito ante
ésta agresion oxidante y uno de los métodos méas sencillos para éste fin es la
determinacion de la expresion de proteinas clave de la maquinaria antioxidante
mediante Western blot.

El Western blot se basa en la separacion de las macromoléculas, contenidas en los
lisados obtenidos de las células después de cada tratamiento, en funcién de su peso
molecular mediante geles de electroforesis, después se transfieren a una segunda
matriz una membrana de nitrocelulosa o de polivinil difloruro (PVDF). Posteriormente,
la membrana se bloquea para evitar las uniones inespecificas del anticuerpo que se
utilice. La membrana se incuba con el anticuerpo especifico marcado con una enzima
y finalmente, se afiade un sustrato apropiado para la enzima generando un producto
detectable como, un precipitado cromogénico o fluorogénico. La membrana se se trata
con el kit Super-Signal West Pico Substrate (Pierce Biotechnology, USA) durante 5

min y se determina su densitometria en un Imaging System Gel Logic 1500 (Kodak).

La especificidad de la union antigeno—anticuerpo permite la deteccién de una Unica

proteina dentro de la mezcla compleja de varias proteinas.
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En la figura 10, se observa que en los hepatocitos con la dieta HC, se incrementa la
expresion de la SOD-1 con respecto a los hepatocitos con la dieta CW no tratados.
Cuando los hepatocitos con la dieta CW son expuestos con 1 uM de CdClz, se observa
qgue el cadmio disminuye significativamente la expresion de SOD-1 a partir de las 6 y
hasta las 24h con respecto a los hepatocitos CW no tratados. En los ratones con la
dieta HC y tratados con Cd, se aprecia una disminucion significativa en la expresion
de la SOD-1 a partir de las 12 h, siendo mas relevante a las 24 h con respecto a los
hepatocitos CW o HC no tratados, sugiriendo una contribucion de ésta disminucion de
SOD-1 en el incremento de proteinas oxidadas y el dafio celular observado en los

tiempos largos de tratamiento con Cd.
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Figura 10 Expresion de SOD-1 en hepatocitos tratados con 1 pyM de CdCla. Las células se trataron con
cadmio por diferentes tiempos y se evalu6 la expresion mediante Western Blot con el anticuerpo
especifico para SOD-1. Cada barra expresa el valor promedio + error estandar de al menos tres
experimentos independientes (n=3). * p<0.05 con respecto a los hepatocitos con dieta CW no tratados
(NT). # p<0.05 con respecto a los hepatocitos con dieta HC no tratados (NT).
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En la figura 11, se observa que en los hepatocitos con la dieta HC, se incrementa la
expresion de la GPX 1/2 con respecto a los hepatocitos con la dieta CW no tratados.
Cuando los hepatocitos con la dieta CW son expuestos con 1 uM de CdClz, se observa
gue el cadmio disminuye significativamente la expresion de GPX 1/2 a partir de las 12
y hasta las 24h con respecto a los hepatocitos CW no tratados. En los ratones con la
dieta HC y tratados con Cd, se aprecia un incremento significativo de un 60% con
respecto al CW no tratado, en la expresion de GPX 1/2 con 1 h de tratamiento, sin
embargo cae en funcion del tiempo, siendo mas relevante a las 12 y 24 h con respecto

a los hepatocitos CW o HC no tratado.
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Figura 11 Expresion de GPX 1/2 en hepatocitos tratados con 1 pM de CdClz. Las células se trataron con cadmio
por diferentes tiempos y se evaluod la expresion mediante Western Blot con el anticuerpo especifico para
GPX 1/2. Cada barra expresa el valor promedio + error estandar de al menos tres experimentos
independientes (n=3). * p<0.05 con respecto a los hepatocitos con dieta CW no tratados (NT). # p<0.05

con respecto a los hepatocitos con dieta HC no tratados (NT).
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Para la determinacion se siguio la técnica de Western blot con anticuerpos especificos
para Y-GCS y actina como proteina de normalizacion. En la figura 12, se observa que
en los hepatocitos con la dieta HC, se incrementa la expresion de la Y-GCS con
respecto a los hepatocitos con la dieta CW no tratados. Cuando los hepatocitos con la
dieta CW son expuestos con 1 pM de CdClz, se observa que el cadmio disminuye
significativamente la expresion de Y-GCS con respecto al tiempo con respecto a los
hepatocitos CW no tratados. En los ratones con la dieta HC y tratados con Cd, se
aprecia una disminucion significativa en la expresion de GPX 1/2, siendo mas relevante

alas 12 y 24 h con respecto a los hepatocitos CW o HC no tratado.
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Figura 12 Expresion de Y-GCS en hepatocitos tratados con 1 yM de CdCl.. Las células se trataron con cadmio
por diferentes tiempos y se evalud la expresion mediante Western Blot con el anticuerpo especifico para
Y-GCS. Cada barra expresa el valor promedio + error estandar de al menos tres experimentos
independientes (n=3). * p<0.05 con respecto a los hepatocitos con dieta CW no tratados (NT). # p<0.05

con respecto a los hepatocitos con dieta HC no tratados (NT).
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En la figura 13, se observa que en los hepatocitos con la dieta HC, no se presenta
ningun cambio en la expresion de la HSP70 con respecto a los hepatocitos con la dieta
CW no tratados. Cuando los hepatocitos con la dieta CW son expuestos con 1 uM de
CdClz, se observa que el cadmio incrementa la expresion de la HSP70 a partir de las
12 y 24 h con respecto a los hepatocitos CW no tratados. En los ratones con la dieta
HC y tratados con Cd, se aprecia un incremento significativo en la expresion de HSP70
alas 6y 12 h, sin embargo, cae drasticamente a las 24 h con respecto a los hepatocitos

CW o0 HC no tratado.
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Figura 13 Expresién de HSP70 en hepatocitos tratados con 1 yM de CdCl.. Las células se trataron con cadmio
por diferentes tiempos y se evalud la expresion mediante Western Blot con el anticuerpo especifico para
HSP70. Cada barra expresa el valor promedio + error estdndar de al menos tres experimentos
independientes (n=3). * p<0.05 con respecto a los hepatocitos con dieta CW no tratados (NT). # p<0.05

con respecto a los hepatocitos con dieta HC no tratados (NT).
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8.7  Efecto del cadmio en el contenido de lipidos

Una de las formas en las que el cadmio puede promover el dafio hepatico es mediante
la alteracion del metabolismo de lipidos y para evaluar éste efecto los hepatocitos tanto
de la dieta CW como de la dieta HC se sometieron a un tratamiento con CdCl2 durante
12 h. Posteriormente se realizé la técnica de incorporacion de aceite rojo O para

distinguir el contenido lipidico.

En la figura 14, se observa que los hepatocitos con la dieta HC presentan un
incremento en los lipidos con respecto a los hepatocitos con dieta CW. Cuando los
hepatocitos con la dieta CW son expuestos con 1 uM de CdCl2 por 12 h, se observa
que el cadmio induce el incremento de lipidos con respecto a los hepatocitos CW no
tratados. En los ratones con la dieta HC y tratados con Cd, se aprecia un incremento

mayor en la presencia de lipidos con respecto a los hepatocitos CW o HC no tratados.
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Figura 14 Contenido de lipidos en hepatocitos CW y HC. Los hepatocitos se trataron con 1 yM de CdClz durante

12 h y posteriormente se realiz6 la técnica de incorporacion de Aceite Rojo O para distinguir el contenido

lipidico. Las fotografias representativas fueron tomadas con un microscopio con contraste de fases.
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8.8  Efecto del trolox en el metabolismo de lipidos alterado por cadmio

Para comprobar que los efectos sobre el contenido lipidico observados en los
hepatocitos se deben a una modificacién dirigida por el estrés oxidante que promueve
el cadmio, las células se pre-trataron con 100 uM del antioxidante trolox durante 0.5
h. Posteriormente se les agrego 1 uM de CdClz por diferentes tiempos (1, 3, 6, 12y 24
h). El trolox (2-acido carboxilico-6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcromano) es un analogo
soluble del a-tocoferol, y es superior a éste por que puede incorporarse tanto en los
compartimentos acuosos como en los lipidicos. Funciona como un atrapador de
radicales libres y un inhibidor de la lipoperoxidacion. El radical trolox fenoxil, resultado
de la donacién de un hidrogeno del trolox a un radical libre, es relativamente estable y

puede regenerarse por acido ascorbico.

En la figura 15, se observa que en los hepatocitos con dieta CW no tratados (NT) (fig
15A), muestran niveles basales de lipidos, mientras que en los hepatocitos con dieta
HC no tratados (NT) (fig 15B), se incrementan considerablemente. Cuando los
hepatocitos con dieta CW o HC son pre-tratados con el trolox, se observa que el
antioxidante por si solo, no tiene ningun efecto sobre la presencia de lipidos. Ahora,
cuando los hepatocitos CW (fig 15A) son tratados con Cd por diferentes tiempos, se
aprecia un incremento en el nivel de lipidos a partir de las 3 h, siendo mas relevante a
la 24 h, sin embargo el pre-tratamiento con el trolox, disminuye considerablemente los
lipidos comparado con los hepatocitos CW tratados con Cd. Cuando los hepatocitos
con dieta HC (fig 15B) son tratados con Cd, se observa que un incremento en el nivel
de lipidos en funcién del tiempo de exposicion, siendo mas relevante alas 12 hy 24 h

aungue en éste ultimo tiempo ya se presenta pérdida en la morfologia celular. Mientras
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gue en los hepatocitos HC pre-tratados con trolox se aprecia una disminucion en los

lipidos con respecto a los hepatocitos HC tratados.
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Figura 15 Contenido de lipidos en hepatocitos CW (A) o HC (B) pre-tratados con un antioxidante. Los hepatocitos
fueron pre-tratados con trolox y luego con 1 pM de CdCl. por diferentes tiempos. Las fotografias

representativas fueron tomadas con un microscopio de contraste de fases.
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8.9 Expresion de enzimas lipogénicas
Con los resultados obtenidos hasta ahora, sabemos que el cadmio promueve la
alteracion del metabolismo lipidico conduciendo a un aumento de lipidos en los
hepatocitos, sin embrago, aun no podemos sefalar especificamente el mecanismo
mediante el cual sucede esto. No obstante, decidimos evaluar si el cadmio esta
favoreciendo el proceso lipogénico y para ello procedimos a determinar por Western
Blot la expresidon dos enzimas lipogénicas: la acetil-coenzima A carboxilasa (ACC) y la

sintetasa de acidos grasos (FASN).
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La ACC, es clave en el proceso lipogénico y los hepatocitos de la dieta CW y de la
dieta HC se sometieron a un tratamiento con 1 uM de CdCl2 por diferentes tiempos.
Para la determinacion se siguio la técnica de Western blot con anticuerpos especificos
para ACC y actina como proteina de normalizacion.

En la figura 16, se observa que en los hepatocitos con la dieta HC, se incrementa la
expresion de la ACC con respecto a los hepatocitos con la dieta CW no tratados.
Cuando los hepatocitos con la dieta CW son expuestos con 1 uM de CdClz, se observa
gue el cadmio incrementa significativamente la expresion de ACC a partirdelas 3 hy
cae drasticamente a las 24h con respecto a los hepatocitos CW no tratados. En los
ratones con la dieta HC y tratados con Cd, se aprecia un incremento significativo en la
expresion de ACC de manera dependiente del tiempo de exposicion, sin embargo cae

drasticamente a las 24 h con respecto a los hepatocitos CW o HC no tratado.
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Figura 16 Expresion de ACC en hepatocitos tratados con 1 M de CdClz. Las células se trataron con cadmio por

diferentes tiempos y se evalud la expresion mediante Western Blot con el anticuerpo especifico para
ACC. Cada barra expresa el valor promedio + error estandar de al menos tres experimentos
independientes (n=3). * p<0.05 con respecto a los hepatocitos con dieta CW no tratados (NT). # p<0.05

con respecto a los hepatocitos con dieta HC no tratados (NT).
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Otra enzima clave en el proceso lipogénico es la FASN.

En la figura 17, se observa que en los hepatocitos con la dieta HC, disminuye la
expresion de FASN con respecto a los hepatocitos con la dieta CW no tratados, pero
la disminucion no es significativa. Cuando los hepatocitos con la dieta CW son
expuestos con 1 uM de CdClz, no se presentan cambios en la expresion de FASN con
respecto a los hepatocitos CW no tratados. En los ratones con la dieta HC y tratados
con Cd disminuye significativamente la expresion de FASN con respecto a los
hepatocitos con la dieta CW no tratados a tiempos largos de exposicion de 12 h'y 24
h, sin embargo la diferencia entre el tratamiento con Cd y los hepatocitos con dieta HC

no tratados cae drasticamente hasta las 24 h de exposicion.
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Figura 17 Expresién de FASN en hepatocitos tratados con 1 yM de CdClz. Las células se trataron con cadmio por
diferentes tiempos y se evaluo la expresion mediante Western Blot con el anticuerpo especifico para
FASN. Cada barra expresa el valor promedio + error estandar de al menos tres experimentos
independientes (n=3). * p<0.05 con respecto a los hepatocitos con dieta CW no tratados (NT). # p<0.05

con respecto a los hepatocitos con dieta HC no tratados (NT).
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Un factor de transcripcion implicado en la regulacion de las enzimas lipogénicas como
la ACC y la FASN es el SREBP-1c (sterol regulatory element binding protein).

En la figura 18, se observa que en los hepatocitos con la dieta HC, se incrementa
significativamente la expresion del factor SREBP-1c en su forma activa, con respecto
a los hepatocitos con la dieta CW no tratados. Cuando los hepatocitos con la dieta CW
son expuestos con 1 pM de CdClz, se observa que el cadmio incrementa
significativamente la expresiéon de SREBP-1c a las 3 h y luego disminuye con el tiempo
con respecto a los hepatocitos CW no tratados. En los hepatocitos de la dieta HC y
tratados con Cd, se aprecia un incremento significativo en la expresion de SREBP-1c
desde la hora de tratamiento y permanece hasta las 6 h, sin embargo disminuye

significativamente a las 24 h con respecto a los hepatocitos CW o HC no tratado.

Asi, se relaciona el incremento del factor de transcripcion SREBP-1c en tiempos
cortos, con el incremento de ACC en los tiempos posteriores de tratamiento con

cadmio.
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Figura 18 Expresion de SREBP-1c en hepatocitos tratados con 1 yM de CdCl2. Las células se trataron con cadmio

por diferentes tiempos y se evalud la expresién mediante Western Blot con el anticuerpo especifico para

SREBP-1c. Cada barra expresa el valor promedio + error estandar de al menos tres experimentos

independientes (n=3). * p<0.05 con respecto a los hepatocitos con dieta CW no tratados (NT). # p<0.05

con respecto a los hepatocitos con dieta HC no tratados (NT).
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9. Discusion

El modelo de esteatosis inducida por una dieta hipercolesterolémica que se utilizd, es
el reportado por Mari y colaboradores en el que los ratones alimentados con una dieta
enriquecida con 2% de colesterol y suplementada con 0.5% de colato de sodio durante
2 dias exhiben esteatosis microvesicular en muestras histoldgicas, asi como un
incremento en el colesterol total en higado y plasma sin modificar la cantidad de
triglicéridos. Sus resultados muestran que la acumulacion de colesterol libre, juega un
papel importante en el dafio hepatico al sensibilizar al érgano ante procesos de
inflamacion o disminuyendo su produccion de glutation.

En este proyecto, realizamos una tincibn con aceite rojo O para evidenciar las
diferencias en el contenido lipidico entre los hepatocitos aislados de ratones
alimentados con una dieta balanceada (CW) y los aislados de ratones alimentados con
una dieta enriquecida con colesterol (HC) durante 48 h, mediante ésta técnica
logramos comprobar que éstos hepatocitos tienen mas gotas lipidicas, esto como una

caracteristica de esteatosis inducida por dieta en el modelo celular propuesto.

La acumulacién de colesterol hepatico se ha relacionado con la sobre activacién del
receptor de lipoproteinas de muy baja densidad a través de la activacidén del factor
SREBP-2, también se involucra una reduccion en la transformacion del colesterol en
acidos biliares y la represion de las vias canaliculares para la excrecion de colesterol
en la bilis. Cuando se elimina el colesterol de la dieta, se reduce la acumulacion

hepatica del colesterol libre, sin embargo, incrementando el colesterol dietético se ha
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observado que se exacerba la acumulacion de colesterol libre, conduciendo al dafio
celular y apoptosis procesos que estimulan el reclutamiento de macrofagos vy la fibrosis

hepatica (Van Rooyen et al., 2011).

Durante nuestra investigacion encontramos que Unicamente una sobrecarga de
colesterol durante 48 h en hepatocitos aislados, es capaz de disminuir la viabilidad
hasta un 36.2% comparado con hepatocitos de ratones alimentados con una dieta

balanceada.

Existen estudios que revelan que la sobrecarga de colesterol en una linea celular
hepatica humana normal (L02), induce estrés de reticulo endoplasmico que activa la
respuesta celular ante proteinas mal plegadas, proceso que en gran parte dirige a las
células hacia apoptosis incrementado la expresion de la caspasa-3 activa (Li et al.,
2009). Asi, los estudios in vitro en hepatocitos de ratones alimentados con una dieta
enriquecida con colesterol durante dos dias, son un buen modelo que nos permite
averiguar los efectos de la sobrecarga de colesterol en la sensibilizacion de las células
ante una segunda agresion que pueda promover el estrés oxidante o dirigir hacia la

muerte celular.

Entre los factores de riesgo que causan estrés oxidante y que representan un grave
problema ambiental esta la exposicidon a contaminantes y entre muchos se encuentran
los metales pesados como plomo, zinc, selenio, arsénico, cobre y cadmio.
Especialmente el cadmio es un metal que causa gran preocupacion para la salud

humana por sus mdltiples usos comunes asi como las cantidades presentes en el
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ambiente que se han tornado una amenaza para el humano; recientemente se ha
reportado que, a pesar de estar prohibido por la ley, existen concentraciones variadas
de metales pesados en la industria cosmética que penetran en la piel mediante el
contacto directo con 0jos, cara y labios, aunque la exposicion diaria se da en pequefas
cantidades puede ser acumulativa y asi toxicidad sistémica (Bocca et al., 2014;

Reglero et al., 2009).

Cuando expusimos hepatocitos de una dieta balanceada (CW) a diferentes
concentraciones de CdClz durante 6 h, encontramos una reduccion significativa de la
viabilidad dependiente de la concentracion, siendo de sdlo el 50% en la concentracion
mas alta (5 uM). Mientras que, cuando tratamos a los hepatocitos con una sola
concentracion de 1 puM de CdCl. durante diferentes tiempos también encontramos un
impacto significativo del cadmio sobre la viabilidad, ésta vez dependiente del tiempo

ubicando el dafio mas severo en tiempos mas largos de exposicion.

En células no cancerosas de higado de humano (HL-7702), se ha observado que el
cadmio disminuye significativamente la viabilidad e induce apoptosis interviniendo en
la homeostasis de oOxido/reduccion, asi incrementa la generacion de ERO vy la
produccion de malondialdehido (MDA) (An et al., 2014). Por otro lado, en cultivo
primario de hepatocitos de pollo tratados con cadmio, se induce estrés de reticulo
endoplasmico que esta relacionado con la alteracién en la homeostasis del calcio que
provoca el metal, sugiriendo éste como un mecanismo primario de toxicidad en el

higado (Shao et al., 2014).
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En nuestro grupo de investigacion se encontro que al exponer hepatocitos aislados a
CdCl2 durante 12 h, la viabilidad celular se ve disminuida en un 50% mientras que se
incrementa la activacion de p53 y de la proteina pro-apoptoética Bax (Martinez Flores

et al., 2013a).

Ahora bien, cuando expusimos a los hepatocitos aislados de los ratones alimentados
con una dieta rica en colesterol (HC) a diferentes concentraciones de CdCl:
encontramos un impacto significativo del metal a las concentraciones mas altas de 1,
25y5 uM.

Una vez que encontramos que 1 uM de CdCl: es suficiente para inducir cambios sobre
la viabilidad celular, expusimos a los hepatocitos HC a esta concentracion durante
diferentes tiempos, encontrando un efecto significativo sobre la viabilidad a partir de
las 4 h de tratamiento, esto es mas tarde que en los hepatocitos CW, lo que sugiere
gue en tiempos cortos la dieta ya ha desplegado mecanismos de sobrevivencia que
no permiten un efecto significativo del cadmio, sin embargo, en tiempos largos de
exposicion al metal la viabilidad de las células HC se ve mucho mas afectadas teniendo
s6lo un 35% de células vivas a las 24 h, lo que apoya la hip6tesis de que la sobrecarga
de colesterol sensibiliza a la célula ante un segundo agresor sobre todo en tiempos

largos de exposicion.

Se sabe que la dieta enriquecida con colesterol hace a los hepatocitos mas sensibles
ante la exposicion de moléculas pro-inflamatorias, como TNF, que induce muerte

celular por apoptosis y por necrosis (Matri et al., 2006).
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Nosotros encontramos que solo la dieta HC es capaz de inducir cambios morfolégicos
en los hepatocitos a través del tiempo, el cultivo primario se tifié con cristal violeta y
observo por diferentes tiempos, percibiendo los cambios mas drasticos a partir de las
6 h con dieta, donde los citoplasmas se contraen y se pierden las uniones con otras
células, asi en los tiempos mas largos (12 h y 24 h) el dafio celular es muy severo
teniendo muy pocas células vivas que se ven mas redondas y con el citoplasma muy
deteriorado. Algunos autores sugieren que los triglicéridos en exceso incrementan el
tamafo del hepatocito, con lo que pueden comprometer el flujo sanguineo hepatico al
comprimir el espacio sinusoidal causando necrosis; al mismo tiempo, la acumulacién
de gotas lipidicas se ha asociado con un incremento en los marcadores de estrés del

reticulo endoplasmico que conduce a la muerte celular (Neuschwander-Tetri, 2010).

Al observar que el cadmio tiene efectos adversos sobre la viabilidad celular, nos
preguntamos como el metal afecta la morfologia de la célula para conducirla a la
muerte, y encontramos que al exponer a los hepatocitos CW a cadmio por diferentes
tiempos éstos son incapaces de manejar el estrés promovido por el metal a partir de
las 3 h de exposicion exhibiendo citoplasmas granulados y que comienzan a
contraerse, asi en tiempos mas largos de exposicion la muerte celular es alta, los
ndcleos estas mas pigmentados como respuesta a una posible condensacién nuclear,
las uniones celulares desaparecen, los hepatocitos han perdido por completo su forma

e incluso a las 24 h pueden apreciarse restos celulares dispersos.

Entre los cambios morfoldégicos mas notorios estan los observados en la linea celular

de carcinoma hepatico humano Huh-7 expuesta a cadmio, donde se vio retraccion
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citoplasmatica y condensacion nuclear que precedieron a la pérdida total de la
adhesion celular (Vergilio Cdos et al., 2013); mientras que en hepatocitos de ratas
después de una dosis aguda de cadmio los cambios incluyen dilatacion del reticulo
endoplasmico y pérdida de ribosomas, la necrosis hepatocelular se volvié evidente
después de 10 0 12 h de exposicion (Rikans et al., 2000). La citotoxicidad inducida por
el cadmio también se ha vinculado con el dafio mitocondrial, encontrando que el CdCl2
disminuye el potencial de membrana mitocondrial e incrementa la expresion citosolica
del citocromo C asi como la activacion de la caspasa-9, evidenciando la participacion

de la via intrinseca de apoptosis dirigida por la mitocondria (Pal et al., 2011).

Mientras, los hepatocitos HC expuestos a CdClz durante diferentes tiempos comienzan
a mostrar cambios morfolégicos hasta las 6 h de exposicién, donde se observan
citoplasmas granulosos y separacion entre las células lo mismo que a las 12 h solo
gue incrementa la muerte celular, sin embargo, a las 24 h de exposicion el dafio celular
es mas evidente, los citoplasmas se alargan perdiendo la forma caracteristica del
hepatocito y los ndcleos parecen estar mas condensados. Estos datos sugieren que la
acumulacion de lipidos en el hepatocito promueve mecanismos de sobrevivencia que
impiden que el cadmio ejerza efectos inmediatos a tiempos cortos, pero ante una
exposicion prolongada, ésta misma acumulacién hace a la célula mas susceptible al

estrés oxidante exacerbando el, el dafio provocado por el cadmio.

Adicionalmente al estrés de reticulo endoplasmico que provoca la dieta rica en

colesterol, también interfiere en el funcionamiento mitocondrial, ya que en animales
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alimentados con la dieta HC se ha visto que éste organelo incrementa su cantidad de
colesterol total y estos niveles interfieren con las propiedades dinamicas de la
membrana, disminuyendo su fluidez y su capacidad de transportar moléculas, asi el
glutation mitocondrial por ejemplo, esta selectivamente disminuido en estos animales
(Mari et al., 2006). En esta investigacion identificamos que la dieta HC es capaz de
incrementar la produccion de ERO hasta 6 veces en comparacion con los hepatocitos

CW no tratados.

Existen muchas anormalidades mitocondriales asociadas con la esteatosis, incluyendo
lesiones estructurales, reduccion del ADN mitocondrial asi como de la actividad en los
complejos de la cadena respiratoria y dafio en la maquinaria necesaria para la B-
oxidacion, todo esto resulta un exceso de produccion de ERO que promueve el estrés
oxidante alterando el balance redox celular, crucial en la patogénesis de la esteatosis

y su progreso hacia esteatohepatitis y fibrosis (Kucera et al., 2014).

Con el objetivo de evaluar el estado oxidante, expusimos a hepatocitos CW a 1 uM de
CdCl2 durante diferentes tiempos y observamos que el cadmio es capaz de
incrementar la produccion de ERO de manera dependiente del tiempo, teniendo el pico
maximo a las 0.25 h de exposicion pero manteniéndose significativo hasta las 24 h.
Muchos estudios han demostrado que el Cd modula sus efectos toxicos a través de la
intervencién en los mecanismos que controlan el estrés oxidante; la sobre produccién
de ERO puede dafiar tejidos y células mediante la oxidacion de lipidos y la alteracion

de la estructura y funcion de proteinas y acidos nucleicos. Asi, los efectos
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hepatotoxicos del cadmio pueden atribuirse en parte a las alteraciones en el sistema

de defensa antioxidante (Newairy et al., 2007).

Por otro lado, al exponer a hepatocitos HC a 1 uM de CdCl2 durante diferentes tiempos,
encontramos que a las 0.25 h el metal exacerba la produccién de ERO hasta 6 veces
mas de lo que ya producia solo la dieta, aunque posteriormente disminuye sigue

siendo significativa con respecto a los CW no tratados.

Se piensa que el estrés oxidante incrementado puede ser una segunda agresion que
participa en la progresion de esteatosis hacia esteatohepatitis, el aumento en la
generacion de radicales libres y otras especies altamente reactivas, resulta en la
acumulacion de grasa en el higado que puede conducir nuevamente a la disfuncion

mitocondrial (Kucera et al., 2014), que puede promover el estrés oxidante.

Siguiendo con el andlisis del estado oxidante celular, evaluamos la incidencia de
proteinas oxidadas para cada tratamiento, y encontramos que la dieta HC es suficiente
para incrementar la presencia de proteinas oxidadas, lo que somete a los hepatocitos

a un estrés inicial.

Estudios recientes indican que en animales alimentados con una dieta alta en grasa
hay una disminucion de nicotinamida adenina dinucledtido (NAD*), coenzima
involucrada en muchas reacciones de oxido/reduccion, lo que conduce a una
acumulacion anormal de lipidos, aunque el mecanismo aun no esta descrito (Zhang et

al., 2014).
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Cuando expusimos a los hepatocitos CW a 1 uM de CdClIz por diferentes tiempos
encontramos que el cadmio incrementa la presencia de proteinas oxidadas de forma
dependiente del tiempo, teniendo la mayor cantidad en los tiempos mas largos de
exposicion (12 h y 24 h) donde tanto la viabilidad como la morfologia se ven muy
deterioradas. ElI cadmio es un cation divalente incapaz de generar radicales libres
directamente, pero presenta una alta afinidad por los grupos tiol presentes, por
ejemplo, en uno de los mayores y mas abundantes antioxidantes de la célula: el
glutation (GSH), al mismo tiempo es uno de los blancos primordiales de los iones de
cadmio libres, asi el cadmio provoca una reduccion considerable de las reservas de
GSH dejando al hepatocito mas sensible a las agresiones antioxidantes; de la misma
manera aungque el cadmio no puede catalizar reacciones redox, se sabe que
incrementa la concentracion de iones fierro libres al reemplazarlos en varias proteinas,
éstos iones pueden impulsar directamente la produccién de radicales libres que son
inestables y pueden reaccionar con proteinas, lipidos y acidos nucleicos. (Cuypers et
al., 2010).

En nuestro grupo de investigacion se describié que el cadmio induce la fosforilacion
de STAT3 en el residuo de serina 727 que promueve la actividad de la HADPH oxidasa
producendo ROS, asi se incrementa el estrés oxidante, pero también la produccion de
HSP70 como medida de sobrevivencia en células HepG2 (Souza et al., 2009).

En el mismo sentido, para seguir evaluando el estrés oxidante, expusimos a los
hepatocitos HC a 1 uM de CdCl2 por diferentes tiempos, y observamos que a diferencia

de los hepatocitos sin dieta, el cadmio induce la presencia de proteinas oxidadas s6lo
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hasta los tiempos mas largos de exposicion (12 h y 24 h), lo que sugiere que el efecto
del cadmio en tiempos cortos esta amortiguado por el estrés que induce solo la dieta,
pero en una exposicion prolongada al metal, el hepatocito con colesterol ya esta
sensibilizado por lo que no puede contrarrestar la oxidacion de proteinas

probablemente por deficiencias en la maquinaria antioxidante.

La progresion de simple esteatosis hacia esteatohepatitis se ha visto como el resultado
de lipotoxicidad hepatica causada por un exceso de acidos grasos, que puede inducir
una produccion excesiva de ERO con la consecuente disfuncion celular y la muerte
por apoptosis 0 necrosis; de hecho, los hepatocitos con sobrecarga de acidos grasos
(en particular saturados) activan una variedad de respuestas intracelulares resultando

en estrés lipotdxico en mitocondria y reticulo endoplasmico (Serviddio et al., 2013).

Asi, observando que la dieta promueve la oxidacion de proteinas, consideramos que
la maquinaria antioxidante debe encontrarse afectada, entonces analizamos la

expresion de algunas enzimas involucradas en la defensa antioxidante.

Esta reportado que el higado esta dotado de mecanismos antioxidantes, incluyendo
los quimicos como GSH, vitaminas C y E, y enzimas como SOD, GPX, GST,
peroxiredoxinas y tiorredoxinas; sin embargo, se ha observado que en pacientes con
esteatosis el contenido de GSH disminuye asi como la actividad de SOD, mientras que

en animales alimentados con una dieta alta en grasa se ha confirmado la reduccion
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del GSH hepético asi como la actividad de GST, GPX y SOD aunque su expresion

genética esta elevada (Serviddio et al., 2013).

Encontramos que la dieta HC es suficiente para elevar la expresion de SOD-1 en los
hepatocitos, ésta enzima es un atrapador de radicales libres que protege contra el
dafio membranal causado por la lipoperoxidacion. Estudios con la linea celular humana
de hepatoblastoma HepG2 indican que cuando se induce esteatosis con una alta
concentracion de acido oleico, la lipoperoxidacion se incrementa asi como la expresion
de SOD-1y de algunas proteinas pro-apoptoéticas (Cui et al., 2010).

Mientras que, al exponer a los hepatocitos a 1 uM de CdCl2 durante diferentes tiempos,
observamos que el cadmio disminuye la expresion de SOD-1 de forma dependiente
del tiempo, especialmente durante tiempos largos de 6 h, 12 h y 24 h lo que
correlaciona con el incremento en las proteinas oxidadas y el deterioro en la viabilidad
a tiempos largos de exposicion al metal. Algunos autores reportan que las enzimas
antioxidantes se afectan por el estrés que promueve el cadmio, la administracion
intraperitoneal de 0.4 mg Cd/kg de peso en ratas macho albinas durante 45 dias inhibe
la actividad de GPX y CAT en el higado; de igual forma en la linea celular normal de
higado de rata, CRL-1439 después de 4 h de exposicion de concentraciones altas de

cadmio se disminuye la actividad de SOD, CAT y GPX (Nair et al., 2013).

Ahora, cuando expusimos a los hepatocitos HC a 1 uM de CdClz durante diferentes
tiempos, encontramos que si bien la expresion de SOD-1 se incrementa en

comparacion con las células CW, el cadmio provoca una disminucion de ésta proteina
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en los tiempos mas largos de exposicion y se hace mas evidente a las 24 h, lo que nos
lleva a pensar que la maquinaria antioxidante de las células HC sufre mas dafio en
exposiciones prolongadas al cadmio, lo que de nueva cuenta soporta la hipotesis de
gue una dieta enriquecida con colesterol hace mas susceptible al hepatocito ante una

segunda agresion.

Continuando con la evaluacién de la expresion de enzimas antioxidantes, encontramos
que la dieta HC incrementa la expresion de GPX 1y 2, pertenecientes a la familia de
enzimas GPX’s que se caracterizan por catalizar la reduccion de H202 0 hidroperéxidos
organicos hacia agua o hacia los alcoholes correspondientes respectivamente,

tipicamente usan GSH como agente reductor.

Recientemente, se encontré que ratones alimentados con una dieta alta en grasa
(compuesta de 45 % de calorias derivadas de grasa) hay un incremento significativo
de triglicéridos en el higado, asi como una alteracion en la capacidad redox
evidenciada por un incremento en la actividad de GPX y una disminucion en la

concentracion hepética de GSSG (Shearn et al., 2014).

Cuando expusimos a los hepatocitos CW a 1 uM de CdCl2 durante diferentes tiempos,
encontramos que la expresion de GPX se disminuye significativamente en tiempos
largos de exposicion (12 h y 24 h), lo que nuevamente indica una alteracién en el
estado redox promovida por el cadmio. Las evidencias actuales sugieren que la
exposicibn a cadmio induce inestabilidad gendmica a través de mecanismos

multifactoriales, entre los mas importantes estan la intervencién del cadmio con los
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mecanismos de reparacion del ADN, la generacion de ERO, la disminucién de las

enzimas antioxidantes y la induccion de la apoptosis (Rani et al., 2014).

Siguiendo con la determinacion de los efectos del cadmio, esta vez expusimos a los
hepatocitos HC a 1 pM de CdCl. durante diferentes tiempos, y observamos que
durante una exposicion aguda (1 h) hay un incremento significativo de GPX tal vez
como un primer mecanismo de defensa, sin embargo, a partir de las 3 h y hasta las 24
h la expresion se disminuye con respecto al tiempo, sugiriendo que la célula es incapaz

de compensar el dafio.

Estos datos sugieren que en tiempos cortos se desencadena un mecanismo de
defensa que dirige a un incremento significativo en la expresion de éstas peroxidasas,
sin embargo, ante la agresion del cadmio durante mas tiempo la expresion de éstas
proteinas se disminuye llegando a ser casi nula a las 24 h, esto puede indicar que si
bien Unicamente la dieta predispone a las células a una defensa antioxidante, una
segunda agresion persistente, en este caso el cadmio, deteriora ésta respuesta

conduciendo a la célula a un estrés oxidante progresivo que deriva en la muerte celular.

Continuando con el andlisis del efecto del cadmio sobre el estado oxidante,
determinamos la expresion de la Y-GCS que es la enzima limitante en la sintesis de
glutation, un tripéptido que se encuentra en concentraciones elevadas en las células y
las protege contra agresiones oxidantes funcionando como agente reductor, ademas

mantiene la estabilidad de las membranas (Chen et al., 2012).
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Percibimos que la dieta HC es suficiente para inducir un incremento significativo en la
expresion de ésta enzima, en comparacion con los hepatocitos de la dieta CW. Existe
una fuerte asociacion entre la severidad de la esteatosis y el grado de estrés oxidante,
la mayor defensa antioxidante del higado es el glutation y se ha visto que una dieta
alta en grasa incrementa la expresion de genes involucrados en la sintesis de glutation

como la Y-GCS y la GST (Renaud et al., 2014).

Sin embargo, cuando expusimos a los hepatocitos CW al CdCl2 durante diferentes
tiempos, observamos que le metal disminuye la expresion de la Y-GCS de manera
dependiente del tiempo, teniendo la reduccion mas significativa en los tiempos mas
largos de exposicion. De la misma forma, se ha observado que después de un
tratamiento con 10 uM de cadmio cultivo primario de astrocitos, es suficiente para
causar el 90% de muerte celular en 18 h, encontrando los niveles intracelulares de
GSH disminuidos lo que sugiere que los efectos toxicos del cadmio en éstas células
involucran una restriccion en la sintesis de GSH (Im et al., 2006). Asimismo, al exponer
a hepatocitos HC a cadmio 1 uM de CdClIz por diferentes tiempos primero observamos
qgue el metal promueve la disminucion en la expresion de ésta proteina de forma

dependiente del tiempo, siendo mas evidente a las 24 h de exposicion.

Por lo que nuevamente estos datos sugieren que el Cd suprime la respuesta
antioxidante generada por la dieta alta en colesterol, incrementando el dafio celular a

medida que se incrementa el tiempo de exposicion.
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Las proteinas de choque térmico son de las mas abundantes y estudiadas en los
mamiferos, son componentes centrales del sistema chaperonas y de la catalisis del
plegamiento de proteinas participando como auxiliares, pero se modula segun las
condiciones de estrés, se encuentran sobre-reguladas en estados oxidantes o de
toxicidad o los cuales conducen a una acumulacién de errores en el proceso de

plegamiento (Urani et al., 2007).

Nosotros encontramos que solo la dieta enriquecida con colesterol no induce ningun
cambio en la expresion de ésta proteina, en experimentos independientes
encontramos cierto incremento con respecto a la dieta balanceada, pero no resultd
significativo. Se ha visto que la expresion del ARN mensajero de ésta proteina en
higado graso de ratas, inducido por una dieta rica en lipidos y baja en grasa, es hasta
1.6 veces mas alta que en higados normales, sin embargo, esta diferencia no es

estadisticamente significativa (Inoue et al., 2006).

Por otro lado, al exponer a hepatocitos de la dieta CW a cadmio por diferentes tiempos,
pudimos ver que el metal induce la expresion de ésta proteina en los tiempos mas
largos de exposicion (12 h y 24 h), lo que corresponde con la caracteristica de la

proteina de estar sobre-regulada bajo condiciones de estrés.

En nuestro grupo de investigacion, se encontrd que con una dosis de 5 uM de CdCl2
después de 3 h de exposicion se incrementa la expresion de HSP70 (Souza et al.,

2004) y posteriormente se identificO que ésta induccion esta modulada por las cinasas
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ERK y JNK, lo que confiere cierta proteccion celular contra el dafio inducido por el

cadmio (Escobar M. del et al., 2009).

Sin embargo, en los hepatocitos HC expuestos a CdClz durante diferentes tiempos
encontramos un incremento significativo en la expresion de HSP70 dirigida por el metal
alas 6 hy 12 h de exposicion, sugiriendo que este incremento se da antes en éstas
células como un mecanismo emergente de sobrevivencia ante la sensibilizacion
provocada por la dieta y el estrés oxidante que promueve el cadmio, aun asi, esta
respuesta celular resulta insuficiente en el tiempo mas largo de exposicion,
encontrando una disminucién casi total de la proteina lo que corresponde con la poca

viabilidad celular y el gran dafio a la morfologia celular en éste mismo tiempo.

Si bien sabemos que el modelo de esteatosis inducida por la dieta enriquecida con
colesterol promueve la acumulacion de gotas lipidicas en los hepatocitos como una
caracteristica de ésta condicion, decidimos evaluar el efecto del cadmio en el
metabolismo de lipidos bajo éstas condiciones. Primero, Unicamente la dieta HC
induce una acumulacion de lipidos como una respuesta inmediata de los hepatocitos
ante la sobrecarga de colesterol, pero es sélo una medida temporal, ya que los acidos
grasos deben ser liberados en algun punto y si la célula es incapaz de manejarlos
adecuadamente, éste almacenamiento puede funcionar como fuente de varios

intermediarios que causen lipotoxicidad.

-81 -



Encontramos que al exponer a los hepatocitos de la dieta balanceada a 1 uM de CdCl2
durante 12 h, la cantidad de gotas lipidicas en los hepatocitos se incrementa
considerablemente. Existen estudios que indican que el cadmio puede alterar el
metabolismo lipidico contribuyendo al desarrollo de enfermedades cardiovasculares,
incluyendo la ateroesclerosis. Se ha reportado que el Cd causa alteraciones en las
concentraciones en suero Yy tejido de algunos compuestos lipidicos incluyendo el
colesterol libre, acidos grasos libres, triglicéridos y fosfolipidos, asi como colesterol
total y lipoproteinas, causando hipercolesterolemia e hiperlipidemia en varios modelos

experimentales de exposicién aguda, prolongada y cronica (Rogalska et al., 2009).

Mientras que, cuando expusimos a los hepatocitos de la dieta alta en colesterola 1 uM
de CdClz durante 12 h, nuevamente observamos un incremento considerable en la
cantidad de gotas lipidicas, lo que puede resultar muy perjudicial en éstos hepatocitos
gue inicialmente ya presentaban un incremento debido a la dieta.

Estos resultados sugieren gue existe un mecanismo molecular mediante el cual el
cadmio modifica el balance entre la sintesis, oxidacién y transporte de lipidos en los
hepatocitos, sin embargo no se conoce con exactitud, y podria ser un hallazgo que
contribuya a especificar blancos terapéuticos para el control de la progresion del dafio

hepatico en esteatosis.

Si realmente el cadmio es capaz de modificar en algun aspecto el metabolismo de

lipidos para conducir a su incremento, cuando perturbamos el efecto del cadmio al
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intervenir el proceso con un antioxidante que impida el estrés que promueve el metal,

el efecto debe reflejarse en el metabolismo lipidico.

Entonces, antes de exponer a los hepatocitos de ambas dietas a 1 uM de CdCl2
durante diferentes tiempos, se pre-trataron con Trolox®, un antioxidante analogo del
a-tocoferol que es hidrosoluble. Lo que encontramos fue, primero que el antioxidante
no tiene ningun efecto por si mismo sobre la acumulacion de lipidos ni en la dieta CW

ni en la dieta HC.

Después, que el efecto del cadmio sobre la acumulacion de lipidos es dependiente del
tiempo, teniendo cambios significativos desde las 3 h de exposicidn y hasta las 24 h.
Y finalmente, que el Trolox® fue capaz de contrarrestar en buena medida la
acumulacion de lipidos mediada por el cadmio en los hepatocitos de ambas dietas, lo
que se vio reflejado en una disminucion de la cantidad de gotas lipidicas en los
hepatocitos pre-tratados comparados con los hepatocitos que so6lo se expusieron a
cadmio. Se ha reportado que el Trolox® es capaz de revertir la citotoxicidad inducida
por el cadmio en células de la pituitaria anterior, apoyando que el estrés oxidante es el

mecanismo mediante el cual el cadmio promueve dafio celular (Poliandri et al., 2003).

Nuestros resultados sugieren que como como lo planteamos, el cadmio esta
promoviendo un estrés oxidante en las células que de alguna forma contribuye a la
alteraciéon del metabolismo lipidico, conduciendo al incremento de grasas que puede
dafar a los hepatocitos de una dieta balanceada, o agudizar la condicion de esteatosis

en hepatocitos de una dieta hipercolesterolémica.
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Se sabe muy poco acerca del mecanismo molecular mediante el cual el cadmio
modifica el metabolismo lipidico, sin embargo, la lipogénesis se ha sefialado como una
fuerte posibilidad para explicar éste fendmeno, por ello, decidimos evaluar la expresion

de dos proteinas fundamentales involucradas en éste proceso, la ACC y la FASN.

Las enzimas acetil-coenzima A carboxilasas 1 y 2 son reguladores principales del
almacenamiento de lipidos, ACC 1 se localiza en el citosol y genera malonil-coenzima
A para la lipogénesis de novo, mientras que la ACC 2 esti unida a la membrana
externa de la mitocondria pero también produce malonil-coenzima A.

En ésta investigacién encontramos que la dieta HC es suficiente para inducir un
incremento significativo en la expresién de la enzima ACC. Se sabe que ambas
isoformas de ésta enzima son susceptibles a desregulacion y que estdn comiunmente
sobre-expresadas o sobre-activadas en diferentes fases de enfermedades asociadas
con el higado graso (Chow et al., 2014).

Ahora bien, al exponer a los hepatocitos de la dieta CW a 1 uM de CdCl2 por diferentes
tiempos observamos que el metal incrementa significativamente la expresion de ACC
de manera dependiente del tiempo a partir de las 3 h y hasta las 12 h de exposicion,
mientras que en el tiempo mas largo (24 h) la expresion disminuye, debido tal vez, al

deterioro progresivo de las células dado por el cadmio en tiempos largos.
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De igual forma, al exponer a los hepatocitos HC a 1 uM de CdClz por diferentes tiempos
identificamos que nuevamente el cadmio impulsa el incremento en la expresion de
ACC de manera dependiente del tiempo desde 1 h hasta 12 h de exposicién y se
disminuye casi por completo en el tiempo mas largo, lo que corresponde con la
severidad del dafio celular encontrado en éste tiempo.

Estos resultados nos sugieren que el cadmio est4 involucrado en la desregulacion del
metabolismo lipidico promoviendo la lipogénesis, lo que se refleja en el incremento de

la expresidon de una de las proteinas claves del proceso, la ACC.

La FASN cataliza el paso final en la biosintesis de acidos grasos, por ello se cree que
es la mayor determinante de la capacidad maxima hepatica para generar acidos
grasos por lipogénesis de novo. Al evaluar la expresion de FASN en hepatocitos de la
dieta HC encontramos una reduccion significativa en su expresion, con respecto a los
hepatocitos de la dieta CW.

No existen muchos estudios al respecto, pero se ha identificado que la expresion de
FASN en presencia de esteatosis esta regulada a un nivel transcripcional (Dorn et al.,
2010), lo que sugiere que tal vez lo que se ve afecta en esteatosis es su actividad mas
gue su expresion. Ahora, al exponer a los hepatocitos CW a 1 uM de CdClz por
diferentes tiempos no encontramos un efecto significativo en la expresion de FASN, lo

gue nos lleva nuevamente a pensar que tendria que analizarse la actividad enzimatica.

Posteriormente evaluamos la expresion de FASN en los hepatocitos de la dieta HC

expuestos a 1 uM de CdCl2 por diferentes tiempos, y encontramos una disminucion
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dependiente del tiempo con respecto a los hepatocitos CW no tratados, y una
reduccion significativa a las 24 h de exposicion al cadmio con respecto a los

hepatocitos HC no tratados.

Sin embargo, el hecho de no encontrar un incremento en la expresion de ésta enzima
como lo esperdbamos, no descarta del todo la participacion del cadmio en la
modulacién de la lipogénesis, ya que por un lado tendria que analizarse la actividad
enzimatica, y también tendria que verificarse la participacion la inflamacion en la
progresion del dafio, ya que, interesantemente se ha encontrado que los niveles de
expresion de ésta enzima no se afectan en muestras de humanos o en modelos
murinos con esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), lo que sugiere que FASN no se
afecta directamente cuando hay inflamacién en presencia de esteatosis, lo que podria
representar un marcador para el diagnostico en etapas tempranas de la progresion del

dafio hepético, de esteatosis hacia esteatohepatitis (Dorn et al., 2010).

Los factores de transcripcion SREBP son los reguladores de la expresion de genes
lipogénicos incluyendo ACC y FASN, particularmente, la isoforma SREBP-1c activa
todos los genes lipogénicos del higado y se ha visto implicada en el desarrollo de la
esteatosis hepética en modelos de roedores, por ésta razén decidimos evaluar su
expresion en los hepatocitos de ambas dietas sometidos a un tratamiento con cadmio.
Al evaluar a SREBP-1c en los hepatocitos de la dieta HC, encontramos que
Gnicamente la dieta incrementa significativamente la expresion de éste factor de

transcripcion. Se ha reportado que la acumulacion de lipidos en cultivo primario de
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hepatocitos humanos promueve la expresion de SREBP-1c, del mismo modo que en
lineas celulares, modelos murinos de esteatosis e higados humanos con ésta
condicion (Dorn et al., 2010).

Por otro lado, al exponer a los hepatocitos CW a 1 uM de CdCl2 por diferentes tiempos,
observamos que se incrementa significativamente su expresion a las 3 h de
tratamiento, y posteriormente a las 6 h disminuye, esto correlaciona con la induccién

de ACC en tiempos mas largos lo que promueve la lipogénesis.

Se ha visto que en ratas expuestas a cadmio durante 4 semanas se induce una
acumulacion renal de lipidos dirigida por una sobre-regulacion de la expresion de
SREBP-1 en la corteza renal, sin embargo, nuestros hallazgos en higado son
novedosos. De la misma forma, al exponer a los hepatocitos de la dieta HC a 1 uM de
CdClz por diferentes tiempos, hallamos que el metal induce la expresion de éste factor
en tiempos cortos de exposicion (1 h, 3 h, y 6 h) y en la exposicién prolongada de 24
h, la expresion cae; nuevamente este resultado se empata con la induccion
dependiente del tiempo observada en ACC y el dafio sumamente significativo en
tiempos largos de exposicion al cadmio. Estos datos sugieren que el cadmio modula
el incremento en el contenido lipidico a través de una sefializacion que promueve la
expresion del factor de transcripcion SREBP-1c y éste a su vez induce la expresion de
ACC para desencadenar un evento lipogénico en los hepatocitos expuestos al metal y

promover el dafio celular, en mayor medida en presencia de esteatosis.

-87-



10. Conclusién

En nuestro grupo de investigacion se ha comprobado que la esteatosis inducida por
una dieta alta en colesterol induce estrés oxidante que promueve el dafo celular y
conlleva a la muerte, interviene en la reparacion hepatica, induce disfuncion

mitocondrial y exacerba las condiciones del hepatocarcinoma.

Al mismo tiempo, se ha comprobado que el cadmio es un metal que induce estrés
oxidante e interviene en la maquinaria antioxidante de los hepatocitos dirigiendo a la
muerte celular segun la concentracion y el tiempo de exposicion.

Durante ésta investigacion se analizo el efecto del cadmio en hepatocitos que ya
presentaban esteatosis y encontramos que si bien, la dieta enriquecida con colesterol
despliega una serie de respuestas celulares que contrarresten el dafio impidiendo
entonces un efecto inmediato del cadmio, una exposicion prolongada al metal provoca
dafios severos como un incremento en el estrés oxidante a través de un
sobreproduccién de ERO y un aumento en la oxidacion de proteinas, asi como la
disminucién de las enzimas involucradas en la maquinaria antioxidante, al mismo
tiempo el cadmio promueve la acumulacion de lipidos lo que dirige a un incremento en
el dafio celular.

El estudio de las rutas moleculares por las cuales el cadmio potencia el dafio que se
genera en la esteatosis, resulta de gran relevancia para la identificacion de blancos
moleculares que permitan una accion terapéutica contra la progresién de este

trastorno.
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