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RESUMEN

Los factores metabdlicos son el mayor riego en la enfermedad del higado graso no
alcohdlico, aunque también otros factores pueden contribuir a la esteatosis. La
exposicion a cadmio produce cambios histopatologicos y moleculares en el
higado, que son consistentes con esteatosis. En este estudio, describimos el
efecto del tratamiento agudo de bajas dosis de cadmio en hepatocitos obtenidos

de ratones alimentados con una dieta alta en colesterol.

Nuestros datos sugieren que los hepatocitos con sobrecarga de colesterol
promueven una respuesta adaptativa contra la toxicidad aguda inducida por el
cadmio, a través de incrementar proteinas anti-apoptoticas, controlar la
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno, aumentar la sintesis de
glutation y el contenido de metalotioneina Il para evitar la oxidacion de proteinas.
El tratamiento con cadmio incrementa el contenido de lipidos en los hepatocitos de
ratones alimentados con la dieta alta en colesterol ya que la autofagia se
encuentra impedida.

Asi, nuestros datos sugieren una funcion esencial de la macroautofagia en la
regulacion del almacenamiento de lipidos inducido por cadmio en hepatocitos, e
implica que las alteraciones en esta via pueden ser un mecanismo que agrave la

esteatosis hepatica.
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ABSTRACT

Metabolic factors are the major risk of non-alcoholic fatty liver disease, although
other factors may contribute steatosis. Cadmium exposure produces
histopathological and molecular changes in liver, which are consistent with
steatosis. In the present study, we describe the effect of low cadmium acute

treatment on hepatocytes obtained from mice fed with a high cholesterol diet.

Our data suggest that hepatocytes with cholesterol overload promote an adaptive
response against cadmium-induced acute toxicity by up-regulating anti-apoptotic
proteins, managing ROS overproduction, increasing GSH synthesis and MT-I

content to avoid protein oxidation.

Cadmium treatment increases lipid content in cholesterol-fed mice hepatocytes

because of an impaired autophagy process.

Our data suggest an essential function of macroautophagy in the regulation of lipid
storage induced by cadmium on hepatocytes and implies, that alterations in this

pathway may be a mechanism that aggravates hepatic steatosis.



iNDICE

Tabla de contenido

1.

INTRODUGCCION ......eoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesnesssesessesassesssesssessnsssssesssessssesssesssssssnesensessnessnsesss 1
1.1 HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO oottt e 2
1.2 EPIDEMIOLOGIA . e e e e e e e 3
1.3 ESTUDIOS CELULARES Y MOLECULARES .. vttt ettt et ettt et ettt a e e aenaaaanns 4
I OF. 5]V | [0 TP 6
1.8 ESTRES O XIDANTE ..inieiite et e e et e e e e et e e e 8
1.6 CADMIO E HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO .. cuieii et 9
1.7 AUTOFAGIA COMO RESPUESTA CELULAR ..ouitie ettt e a et eaeaeaeaann 10

ANTECEDENTES ...ooeieeeeeteeeeeeeeeeeesestesssssassssssssessesssessssasssessssesssessnsesssessssesssessssesssesns 12

JUSTIFICACION ......ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenesasesssnesenesssnesassassnesaneasssesansesasessnsessnessnsesssesns 16

PREGUNTA DE INVESTIGACION ......ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessesessessssesssessnsssssesensessnessnnes 17

HIPOTESIS ..o ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeessesessesssesssssssnesansesssessssessnessseesssessssesssessssessnessnsessnessnnes 17

OBUETIVOS ... eeeeeeeeeeeeteeeeeeeetessnesessessnessssesasessssesanessssesaneasssesansassnessnsssssessnsesssessnsessns 17

MATERIALES Y METODOS .......oeieieeeeeeeeeeeeseseesssssessssssssssessssessssesssessssesssesassessnessnnes 18
7.1 TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES. ..o iei ittt et e ettt et et et e re e e aenaes 18
7.2 OBTENCION DE CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS DE RATON. ..oviviiieeeeeeeeeeeeeaaeaaen, 19
7.3 DISENO EXPE RIMENT AL . ittt sttt et e e et et e et e e e et e e e et e e e e e ee e ra e rnananes 19
7.4 ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR POR CRISTAL VIOLETA. oot 20
7.5 DETERMINACION DE LiPIDOS NEUTROS POR LA INCORPORACION DE ACEITE ROJO O...... 21
7.6 DETERMINACION DE LA GENERACION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO. ....ccev.n..... 21
7.7 DETERMINACION DE PROTEINAS OXIDADAS POR OXYBLOT . cuieiee et eeeeeeeeaaaeaannn 22
7.8 CONTENIDO DE GLUTATION. .ouiniti et et 22



7.9 DETERMINACION DE COLESTEROL LIBRE CON TINCION POR FILIPINA Y CUANTIFICACION. 23

7.10 EXTRACCION DE PROTEINA TOTAL. ..tttttttetteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 24
7.11 DETERMINACION DE PROTEINA TOTAL. ..ettttttttieeieteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeaeeees 24
7.12 ANALISIS DEL CONTENIDO DE PROTEINA POR WESTERN BLOT..ccceviiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeenn 25
7. 13 ANALISIS ESTADISTICO. ...utuuitueutiuiunnnuueneeeeeeaeeaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeaeaeeeeeeeees 27

[ ST U 7Y 0 1 28
8.1 LADIETA ALTA EN COLESTEROL INDUCE ESTEATOSIS Y DANO HEPATICO ..........cuvveeeee 28
8.2 CONFIRMACION DE SOBRECARGA DE COLESTEROL EN HEPATOCITOS ........euvvvevveennnnes 30

8.3 LOS HEPATOCITOS HC MUESTRAN RESISTENCIA A LA APOPTOSIS INDUCIDA POR EL

CADMIO. e a e 32

8.4 LOS HEPATOCITOS HC INCREMENTAN Y SOSTIENEN LA PRODUCCION DE ERO EN

RESPUESTA A LA EXPOSICION CON CADMIO. .....eueeeeieieiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeaeeeaeeeaeeees 35

8.5 LOS HEPATOCITOS HC CONTROLAN LA SOBREPRODUCCION DE ERO BAJO LA

EXPOSICION A CADMIO. ....tuutututettietueeteeetaeseeenseesseessesssseeseeeeeeeeeeseseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeeeeees 37

8.6 [EL CADMIO INCREMENTA EL CONTENIDO DE LIPIDOS Y DE COLESTEROL LIBRE EN

HEPATOCITOS PRIMARIOS. ...t e 41

8.7 EL CADMIO DISMINUYE LA AUTOFAGIA EN HEPATOCITOS CON SOBRECARGA DE

LI S O | N 44

8.8 EL CADMIO ALTERA LA ViA DE SENALIZACION DE LA AUTOFAGIA EN HEPATOCITOS CON

SOBRECARGA DE COLESTEROL. ..ttt ittt ettt ettt et e a et e e e e e e e e aneaan 48
TR 0 £ o U= [ TR 53
g (S o 0 L3 ILU 1< [0 T 67
11. REFERENCIAS ........oouoeeeteetee e e e e se s s s e s s e s e s s et st et essssssesssasssasssssnssnne 68



1. Introduccion

En décadas recientes, los habitos dietéticos han cambiado progresivamente,
dirigiendose al consumo de alimentos bajos en nutrientes y con alto contenido de
azucar y grasas, lo que también se ha visto asociado con una disminucion en la
actividad fisica. Estos factores han tenido como consecuencia el incremento en la
prevalencia de enfermedades metabdlicas debidas a un desbalance energético.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, en México la transicion
epidemiologica hacia enfermedades crénicas degenerativas afecta a la sociedad e
impacta significativamente al Sistema de Salud. Nuestro pais tiene una de las
mayores prevalencias de obesidad y sobrepeso infantil en el mundo y mas de 70%
de los adultos tiene sobrepeso (OMS,2016). Esta condicion es un factor de riesgo
que conduce al desarrollo de patologias que destacan en los primeros lugares de
mortalidad como diabetes, enfermedades cardiovasculares y hepaticas afectando

gravemente la calidad de vida (OPS,2012).

Particularmente, los desordenes hepaticos son la cuarta causa de muerte en
México con mas de 28,000 casos conocidos hasta 2010 (Salud,2010).
Posteriormente, en 2014 se encontré que el higado graso no alcohdlico (HGNA)

represento el 75% de todas las enfermedades hepaticas cronicas (IMSS,2014).

La historia natural del HGNA contempla una progresion en el dafio que puede
verse acelerada en presencia de factores ambientales o genéticos que promuevan

el dafio celular (Schwenger and Allard,2014).



Es por ello que estudiar y conocer las alteraciones celulares bajo estas
condiciones, nos permitira tener alcances clinicos mas claros en materia de

prevencion y control de esta enfermedad.

1.1 Higado Graso No Alcohdlico

El HGNA es la causa de enfermedad hepatica mas comun a nivel mundial, con
una prevalencia del 15-30% en poblaciones occidentales (Calzadilla and
Adams,2016), mientras que se ha observado un incremento substancial en nifios y
adolescentes las Uultimas dos décadas con una prevalencia de 40-70%

(Conjeevaram et al.,2018).

EI HGNA se define como la presencia de grasa en mas del 5% de los hepatocitos
demostrada por ultrasonido o histologicamente, en ausencia de ingesta de alcohol,
enfermedad hepatica viral, metabdlica o autoinmune (Kleiner and Makhlouf,2016).
Esta condicion comprende un espectro clinico-patolégico que va desde la simple
acumulacion de grasa, también conocida como esteatosis, hacia grados variables
de necroinflamacion, lo que se conoce como esteatohepatitis no alcohdlica
(EHNA), eventualmente lleva hacia fibrosis, cirrosis y hasta hepatocarcinoma
celular (HCC) (Brown and Kleiner,2016). Aunque la progresion es mas comun y
agresiva en adultos ya se han reportado casos de fibrosis e incluso cirrosis en
ninos con HGNA (Conjeevaram et al.,2018).

El diagnostico de HGNA se sospecha en individuos obesos, diabéticos o con
sindrome metabdlico, sin embargo la mayoria de los pacientes son asintomaticos
y la condicidn se detecta mediante un ultrasonido que detecta la presencia de

grasa hepatica o por un examen sanguineo de rutina que muestra una elevacion



inusual en las transaminasas (Schwenger and Allard,2014). Derivado de los
estudios en pacientes, se conoce que el 25% de los adultos con higado graso
tienen esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), determinado a través de los niveles
séricos de las transaminasas hepaticas que se incrementan en ausencia de otras
lesiones. Un cociente ALT/AST a favor de ALT caracteriza a la EHNA, mientras
que un cociente AST/ALT a favor de AST es encontrado en esteatohepatitis con

cirrosis (Andronescu et al.,2018).

1.2 Epidemiologia
En comparacion con décadas pasadas, la prevalencia de HGNA se incremento de
2.8% a 46% asociada a la epidemia de obesidad y diabetes mellitus mundial. La
prevalencia de HGNA en autopsias, fue de 36% en pacientes no obesos
comparado con 72% de obesos, al mismo tiempo se encontrd una prevalencia de
EHNA de 2.7% para no obesos y 18.5% para pacientes obesos (Corrado et
al.,2014). Es importante notar que la progresion de esta enfermedad es
asintomatica, ya que aproximadamente 5% de los pacientes que mostraron
evidencia de HGNA fueron diagnosticados con EHNA avanzada la cual se asocia

a mortalidad por cirrosis (Miyake et al.,2013).

Diversos estudios sugieren que la etnicidad juega un papel importante en el
desarrollo de HGNA, siendo los hispanos la poblacion con mayor riesgo, seguida
de los caucasicos y después los afroamericanos (Corrado et al.,2014). El HGNA
es mas frecuente en los hombres, teniendo una proporciéon de 68% en los Estados
Unidos. Se han encontrado diferencias significativas en la edad segun la raza para

la aparicion de HGNA siendo los México-Americanos en quienes se presenta a



menor edad (36.7 afnos), en comparacion con los caucasicos no hispanos (43.1

afnos) y los negros no hispanos (39.5 anos) (Schneider et al.,2014).

En la poblacidon general, la progresion de HGNA a EHNA fue de un 10-20%,
mientras que de HGNA a cirrosis fue de 0 a 4% en un periodo de 10 a 20 afios. El
avance de EHNA a cirrosis fue del 3 a 15% en el curso de 10 a 20 afios y de
insuficiencia hepatica con cirrosis fue de 38-45% después de 7-10 anos,
finalmente el desarrollo de hepatocarcinoma derivado de cirrosis es de un 2-5%

por afio (Chalasani et al.,2012).

1.3 Estudios celulares y moleculares

La esteatosis hepatica se define como la acumulacion de gotas lipidicas, que mas
que ser depdsitos inertes estan ganando reconocimiento como organelos que
tienen funciones importantes mas alla del almacenamiento de lipidos en los
hepatocitos. La composicion de lipidos y proteinas de las gotas lipidicas es muy
dinamica y tiene influencia sobre sus propiedades metabdlicas y de senalizacion,
lo que al mismo tiempo se relaciona con los cambios en la funcidon hepatica

(Mashek et al.,2015).

Diversos estudios han caracterizado el proteoma de las gotas lipidicas en varios
tejidos y tipos celulares, pero las de origen hepatico estan siendo exploradas
apenas en anos recientes. Los estudios enfocados a la caracterizacion de estos
organelos se han realizado en muestras de humanos con HGNA y en modelos
murinos, revelando que la mayoria de las proteinas en las gotas lipidicas no estan
involucradas en el metabolismo de lipidos neutros, no obstante, tienen

participacion en otros procesos como sefalizacién celular, trafico membranal y



metabolismo de esteroides, proteinas y carbohidratos (Crunk et al.,2013, Su et
al.,2014). Existe evidencia que sugiere la participacion de proteinas especificas de
las gotas lipidicas en la progresion del HGNA hacia EHNA, algunos estudios han
sefalado el incremento de proteinas antagonistas de la lipdlisis como PLN1 y
PLN2 en EHNA (Straub et al.,2008), mientras que en fibrosis existe una reduccién

significativa de la actividad hidrolitica (Guo et al.,2013).

Es de importancia sehalar que se ha reportado que la composicion lipidica de las
gotas puede contribuir en la progresion de EHNA, un dato relevante es que el
colesterol libre se encuentra en forma de cristales en las gotas lipidicas de
muestras de EHNA de humanos y ratones, pero estan ausentes en sujetos con
esteatosis simple (loannou et al.,2013).

Con todo esto, la evidencia fisiologica sefala que el contenido de las gotas
lipidicas tienen un papel fundamental en el desarrollo y progresién del HGNA, por

lo que resulta de gran importancia el estudio de su comportamiento.

Por otro lado, uno de los factores que mas se ha asociado con la patogénesis del
HGNA es la reduccién en la secrecion de insulina, acoplada a la insensibilidad a la
insulina. Esta hormona regula los niveles de glucosa en la sangre manteniendo la
sintesis de glucogeno durante la alimentacion y restringiendo la produccion
hepatica de glucosa durante el ayuno. La resistencia a la insulina esta
intimamente ligada a la hiperinsulinemia, que a su vez estimula la lipogénesis
hepatica que resulta en esteatosis. Asi, el aumento de diferentes especies

lipidicas en el higado provoca inflamaciéon o estrés de reticulo endoplasmico



activando numerosas cascadas de sefializacion que favorecen la progresion del

dano (Titchenell et al.,2017).

Si bien, las vias de sefalizacion afectadas por la acumulacion de grasa en el
higado son diversas, una de las consecuencias mejor documentadas es la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), que se han propuesto como
moduladoras de diversos receptores nucleares que actuan como sensores redox y
juegan un papel fundamental en la homeostasis lipidica durante la patogénesis del
HGNA (Serviddio et al.,2013). Es asi, que la progresion del HGNA se define como
un proceso multifactorial que incluye alteraciones del metabolismo lipidico,
disfuncién mitocondrial, inflamacion y estrés oxidante (Rolo et al.,2012); entonces,
el avance del HGNA hacia estados mas graves de la enfermedad hepatica, puede
verse favorecido en presencia de algun factor que promueva alguna o todas estas

alteraciones.

1.4 Cadmio

El cadmio (Cd) es un metal pesado no esencial y téxico para los seres vivos que
induce estrés oxidante y que se ha asociado al desarrollo de HGNA (Hyder et
al.,2013). Se trata de un metal que se encuentra en la corteza terrestre, en
combinacién con otros metales formando cloruros, sulfuros u 6xidos (Martinez-
Flores et al.,2013b). Es ampliamente usado en la manufactura de baterias,
estabilizadores, pigmentos, y recientemente ha sido encontrado en cantidades
significativas en bisuteria e incluso como pigmento en cosméticos (Bocca et
al.,2014). Coexiste con hierro, zinc y cobre en varios productos y su liberacién al

ambiente ocurre paralelamente a la liberaciéon de otros metales (Farkas et



al.,2007).

La principal fuente de exposicion al Cd para la poblacion en general, es la ingesta
de agua y alimentos contaminados, como las especies marinas llamadas
filtradoras (almejas y mejillones) que atrapan cantidades considerables de metales
pesados (Ololade et al.,2011). Aproximadamente el 70% del Cd ingerido es
absorbido por el organismo, sin embargo, este porcentaje se modifica en personas
fumadoras, debido a que cada cigarro puede contener entre 1-2 ug del metal. Un
estudio realizado en México determind que cada cigarrillo contiene 2.8 ug de Cd lo
que significa un riesgo aun mayor, considerando al mismo tiempo que entre el 40-
60% del Cd que se inhala pasa a través del epitelio pulmonar hacia la circulacion

sistémica (Storelli,2009).

En humanos y otros mamiferos, el Cd afecta varios 6rganos y tejidos, incluyendo
higado, rifidn, pulmdn, pancreas y huesos. Sin embargo, inicialmente se acumula
en el higado en donde forma complejos con varias moléculas que tienen grupos
tioles (SH) como el glutation (GSH) y la metalotioneina (MT), explicando asi su
larga vida media en el organismo, que se estima entre 20-25 afos, caracteristica

que lo hace particularmente toxico (Dai et al.,2013).

El Cd se une a los grupos sulfihidrilo de las proteinas y del GSH, por lo que esta
asociado con cambios en el estado redox de la célula. La exposicion al Cd se ha
vinculado con varios tipos de cancer, por ello la Agencia Internacional para la

Investigacion del Cancer (IARC) lo ha clasificado como carcinogénico clase | y la



Ley de Respuesta Ambiental, Compensaciéon y Responsabilidad (CERCLA) lo ha

enumerado como el 7 de una lista de 275 de materiales peligrosos (EFSA,2013).

1.5 Estrés Oxidante

La entrada de Cd a las células no es igual en todos los sistemas y puede ser
mediada por transporte pasivo o activo o por canales de calcio. Se considera que
uno de los mecanismos de toxicidad generados por este metal es un estado pro-
oxidante, influenciado por la produccion de ERO, las que al mismo tiempo pueden
actuar como segundos mensajeros alterando diferentes vias de sefalizacion

(Souza et al.,1996).

Dentro de los mecanismos involucrados en la toxicidad aguda de Cd se ha
sugerido la disminucion de la sintesis de glutation y de grupos SH de unién a

proteinas, resultando en una sobreproduccion de ERO como anién superoéxido
(O2), perdéxido de hidrogeno (H202) y radical hidroxilo (‘OH) que producen
oxidacién de proteinas, lipoperoxidacién y dafian el material genético (Liu et

al.,2009).

Se ha considerado que la hepatotoxicidad aguda inducida por Cd involucra dos
posibles vias, primero, mecanismos de dafo a los hepatocitos incluyendo la unién
del Cd a los grupos sulfhidrilo, lo que resulta en pérdida de la permeabilidad
mitocondrial con su consecuente disfuncion e incremento del estrés oxidante. Por
otro lado, un daho secundario mediado por un proceso inflamatorio via activacion
de las células de Kupffer y la liberacion de citocinas y quimiocinas pro-

inflamatorias (Matovic et al.,2015).



1.6 Cadmio e Higado Graso No Alcohdlico

La exposicion al Cd, se ha asociado al desarrollo de la HGNA pero el mecanismo
molecular no se conoce con exactitud, aun asi es claro que multiples factores
participan , entre ellos el estrés oxidante y la desregulacion del metabolismo de
lipidos (Hyder et al.,2013).

A pesar de que no hay muchas investigaciones que reporten directamente una
asociacion de la esteatosis con la exposicion al cadmio y los posibles efectos del
metal bajo esta condicidn, se considera que una de las principales vias de
exposicion de la poblacion al Cd es a través del humo del cigarro (Hughes et

al.,2009).

Existen estudios donde se demuestra una asociacion entre la incidencia de fumar
con la progresion de HGNA en la poblacién (Liu et al.,2013b). En ratas obesas, se
observo que el humo de cigarro causa estrés oxidante e incrementa la severidad
de HGNA (Azzalini et al.,2010). Asi mismo, en ratones con una dieta rica en grasa
y en células hepaticas expuestas al humo de tabaco, se demostré un incremento
de lipidos en el higado debido a la modulacién de la actividad de la proteina
cinasa activada por AMP (AMPK) y la proteina de union al elemento regulador de

esteroles 1c (SREBP-1c) (Yuan et al.,2009).

Estudios mas directos de exposicion a Cd reportan que, en ratas tratadas con este
metal se incrementan significativamente los triglicéridos séricos, el colesterol total
y se disminuye el colesterol esterificado en el higado, concluyendo que el Cd
favorece la progresion de esteatosis (Larregle et al.,2008). Por otro lado, el grupo

de Hyder y colaboradores en 2013, examiné el impacto de la exposicion al Cd en



humanos, y encontré una asociacion entre los niveles altos de Cd en la orina con

enzimas marcadoras de necroinflamaciéon (Hyder et al.,2013).

Estudios recientes sefialan que en ratones expuestos a concentraciones bajas del
metal (10mg/L) en el agua de beber, se observé una acumulacion hepatica de Cd
de hasta 10 veces mayor que en los controles y cambios en varios genes
involucrados en rutas metabdlicas clave, como el metabolismo de lipidos,

apoptosis y la fosforilacion oxidativa mitocondrial (Go et al.,2015).

1.7 Autofagia como respuesta celular

Existen varios mecanismos de defensa involucrados en la proteccion celular
contra el estrés oxidante, entre los cuales estan la sobreexpresion de enzimas
antioxidantes, la remocion de proteinas especificas por el sistema de ubiquitin-
proteosoma, asi como la eliminacion de proteinas y organelos dafados por
autofagia. La autofagia es una via lisosomal evolutivamente conservada,
responsable de degradar proteinas citoplasmaticas, macromoléculas y organelos
(Wang et al.,2015). Existen reportados hasta ahora, tres tipos de autofagia:
macroautofagia, autofagia mediada por chaperonas y microautofagia. En la
macroautofagia, organelos enteros como mitocondrias, gotas lipidicas o
agregados de grandes de proteinas son secuestrados en una estructura de doble
membrana conocida como autofagosoma (Czaja,2016).

La formacion de autofagosomas, es regulada por varias moléculas y complejos,
entre ellas la activacién de p62 que conduce al reclutamiento de la proteina de

cadena ligera 3 asociada a microtubulos (LC-3) y de los genes relacionados a
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autofagia (Atg’s), ambos, constituyentes principales de la membrana externa de
los autofagosomas (Gonzalez-Rodriguez et al.,2014).

Dentro de los estudios moleculares de la autofagia, se han establecido criterios
que permiten sefalar el inicio y término del proceso, asi, el incremento de p62 y de
la isoforma Il de la proteina LC-3 marcan el inicio de la autofagia. Cuando la
autofagia se ha llevado acabo de manera exitosa, la sefial de p62 debe
desaparecer, de lo contrario habria una autofagia constante que llevaria a la
muerte celular, entonces, la acumulacién de p62 a través del tiempo puede
interpretarse  como un defecto en el proceso autofagico (Klionsky and

Zughaier,2016).

Un estudio clinico demostré que la autofagia esta disminuida tanto en higado de
pacientes con HGNA como en hepatocitos humanos con sobrecarga de lipidos, y
esa disminucion puede elevar el estrés de reticulo endoplasmico favoreciendo la
apoptosis (Gonzalez-Rodriguez et al.,2014).

La implicacion de la autofagia en el metabolismo lipidico del hepatocito, ha sido
recientemente estudiada. En humanos, las alteraciones en la autofagia pueden
tener un papel importante en HGNA, ya que la deficiencia en el flujo autofagico de
hepatocitos no so6lo promueve la esteatosis, si no que también favorece la
progresion hacia EHNA (Czaja,2016).

Los efectos de la exposicion a Cd sobre la autofagia son diversos y dependen de
factores como el tipo celular, la concentracion y el tiempo de exposicion al metal

(Templeton and Liu,2010). Sin embargo, se ha encontrado que la inhibiciéon de la
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autofagia inducida por el Cd se asocia con disfuncion mitocondrial que agudiza la

neurodegeneracion (Wang et al.,2016).

En escenarios mas peligrosos, la deficiencia en la autofagia es una caracteristica
prevalente en la carcinogénesis inducida por Cd en células de pulmén (Wang et
al.,2018), mientras que en higado el Cd se considera un factor de riesgo de
exposicion ocupacional para el desarrollo de HCC, enfermedad en la que la
autofagia tiene un papel dual, inicialmente funcionando como supresor de
tumores, pero una vez que el HCC se ha establecido las células transformadas
utilizan la autofagia para evadir la apoptosis y contribuir a su crecimiento
(Rapisarda et al.,2016).

Estos datos sugieren un papel importante de la autofagia en el desarrollo de

HGNA y proveen nuevas perspectivas de sus alteraciones bajo la exposicion a Cd.

2. Antecedentes

La acumulacion de lipidos en los hepatocitos es la caracteristica mas
representativa de HGNA, sin embargo se ha descrito que el dafio hepatico viene
como consecuencia del tipo de lipido mas que de la cantidad de este (Serviddio et
al.,2016), considerando al colesterol importante en el desarrollo y progresion de
esta condicién, en particular cuando se acumula en la mitocondria, un evento
prevalente en el desarrollo de EHNA y su progresion a HCC (Garcia-Ruiz et

al.,2017).

En la actualidad, la literatura ha expuesto ampliamente que la sobrecarga hepatica
de colesterol esta estrechamente asociada al incremento del dafio generado por

otra agresion como alcohol, ligadura del ducto biliar o ciertos quimicos. Estos
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reportes posicionan a este lipido como un factor clave determinante en la

progresion de la enfermedad hepatica (Musso et al.,2013).

De acuerdo con estudios previos de nuestro grupo de investigacion, la sobrecarga
de colesterol es un factor importante que puede mantener o agravar el dafo
hepatico inducido por alcohol (Lopez-Islas et al.,2016).

También se reportd que una dieta alta en colesterol puede incrementar el estrés
oxidante que agrava la esteatosis (Dominguez-Perez et al.,2016).

Ademas, se ha propuesto que pacientes con sobrecarga de colesterol en higado
presentan mas riesgo de desarrollar complicaciones clinicas asociadas con

colestasis (Nuno-Lambarri et al.,2016).

Mas recientemente se ha dejado constancia de la participacion crucial de la
sobrecarga de colesterol en el desarrollo de tumores hepaticos de mayor tamafio y
agresividad en un modelo murino (Enriquez-Cortina et al.,2017).

Este conjunto de resultados sugiere que la sobrecarga de colesterol puede tomar
lugar como un signo clinico en la progresion y mal pronostico de la enfermedad
hepatica.

Si bien, los mecanismos involucrados en la patogénesis del HGNA siguen bajo
estudio, se ha propuesto que esta condicion puede favorecerse e incluso
acelerarse en presencia de factores que promuevan cambios celulares
importantes, como el incremento en el estrés oxidante principalmente aumentando
las ERO vy alterando el funcionamiento mitocondrial y de otros organelos (Auger et
al.,2015), al mismo tiempo mediando procesos inflamatorios y citotdxicos que

pueden finalmente conducir a EHNA y fibrosis (Ahmed et al.,2015).
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Entre los diversos factores estan los ambientales a los que estamos expuestos
diariamente, dentro de ellos encontramos el estilo de vida y factores
socioeconomicos que llevan a un mayor consumo de comida “rapida” y productos
ricos en grasa y la vida urbana que favorece el sedentarismo.

Ademas estan el alto consumo de alcohol y tabaco en nuestra poblacion, asi como
la desinformacién de las consecuencias ambientales y sobre la salud de muchas
actividades antropogénicas (Younossi et al.,2018).

Uno de los contaminantes ambientales que ha tomado importancia porque no es
degradable y presenta amplia distribucién es el Cd, un metal pesado con alta
toxicidad. Se ha comprobado su efecto toxico incluso a dosis bajas y provoca
efectos agudos y cronicos sobre la salud. Entre los efectos a la exposicion cronica
destacan la falla renal, alteraciones en el metabolismo del calcio, dafo 6seo e
incluso se ha visto relacionado con cancer de pulmon y prostata (WHO,2003).

Las principales fuentes de contaminacion de Cd a las que los humanos estamos
expuestos son: depdsitos ambientales, como consecuencia de extraccion de otros
metales como cobre y zinc, ademas de su uso comun como componente de
diversos fertilizantes (Sandbichler and Hockner,2016). En el ambiente marino,
debido a los desechos industriales que dependen del uso de este metal en su
manufactura diaria (Moulis and Thevenod,2010); y finalmente como componente
de materiales de uso comun como plasticos, baterias, pinturas y hasta cosméticos
(Thevenod and Lee,2013, Bocca et al.,2014).

Una vez dentro del organismo, tiene una vida media larga estimada en
aproximadamente 25 afos, gracias a su fuerte afinidad y union con proteinas de

bajo peso molecular y ricas en grupos tioles, lo que conduce a una acumulacién
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del metal principalmente en el higado (Thevenod,2009).

Nuestro grupo de trabajo ha investigado durante varios afos los efectos del
tratamiento con Cd en hepatocitos. Los resultados en la linea celular WRL-68
mostraron que el Cd entra en la célula utilizando sistemas para el transporte de
metales esenciales, una parte por difusion y también mediante canales de calcio,
una vez dentro ejerce la inhibicion competitiva de la toma de calcio y altera
significativamente su concentracion intracelular al desplazarlo de sus sitios de
almacenamiento (Souza et al.,1996, Souza et al.,1997).

A nivel molecular se encontré que en células HepG2 expuestas a Cd se induce la
expresion de la proteina de choque térmico (HSP)-70 (Souza et al.,2004), y que el
estrés inducido por el Cd incrementa la actividad del complejo NADPH oxidasa
que produce ERO para activar la via de sefalizacion de STAT3 (Souza et
al.,2009).

En hepatocitos primarios de raton, el Cd promueve una respuesta de
sobrevivencia a través de la activacion del receptor al factor de crecimiento
epidermal (EGFR) (Martinez Flores et al.,2013a).

Hasta ahora, hay pocas evidencias que relacionen la exposicion a Cd con el
desarrollo o avance del HGNA, uno de los primeros al respecto describié que ratas
expuestas a Cd incrementan significativamente los triglicéridos (TG) en suero, asi
como el colesterol esterificado en higado (Larregle et al.,2008), mientras que en
otro trabajo se reportd que la exposicion activa o pasiva al humo de tabaco
incrementd la acumulacion de lipidos en hepatocitos modulando la actividad de
AMPK y el factor SREBP-1 (Yuan et al.,2009).

Recientemente, se encontré que la exposicion a dosis bajas de Cd en ratones,

1R



causa una desregulacion en genes involucrados en el metabolismo de lipidos y
que se han asociado directamente con el desarrollo de HGNA (Go et al.,2015).

Sin embargo, los mecanismos moleculares involucrados aun se desconocen, es
por ello que en este estudio abordamos el efecto de la exposicion a Cd de

hepatocitos con sobrecarga de colesterol.

3. Justificacion

El HGNA es una de las causas mas comunes de enfermedades hepaticas
cronicas en la poblacion mundial y se considera que se convertira en la causa mas
frecuente en pacientes que requieren de un transplante hepatico para el afio 2030
(Byrne and Targher,2015). Los factores de riesgo para desarrollar HGNA son bien
conocidos, e incluyen condiciones metabodlicas adversas como obesidad,
sindrome metabdlico y diabetes (Ahmed et al.,2015).

Aunque las cifras de incidencia de HGNA varian entre pais, edad y etnia, los
indices mas altos reportados se encuentran en China con un 42%, seguido de
Brasil y Holanda con un 35% y México con un 33%, convirtiéndolo en un problema

importante de salud publica a nivel mundial (Sayiner et al.,2016).

Su espectro comprende un rango que va desde la esteatosis hacia EHNA, fibrosis,
cirrosis y HCC, aunque su progresion es un proceso multifactorial se ha descrito
que puede acelerarse en presencia de elementos que favorezcan el estrés

oxidante, la inflamacion y la disfuncion celular (Friedman et al.,2018).

Al mismo tiempo, los niveles de contaminacion ambiental con Cd han
incrementado en los ultimos afios, debido a su distribucién global y uso en la

industria (de Angelis et al.,2017). Su bioacumulaciéon ocurre principalmente a
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través de la ingestion de comida y agua contaminados y por la exposicion al humo
de tabaco, induciendo efectos adversos a la salud principalmente en riiidn, higado

y testiculos a través de mecanismos pro-oxidantes (Ramos-Trevino et al.,2018).

En este contexto, la exposicion a Cd en condiciones de HGNA podria contribuir al
dafo hepatico y progresion de la enfermedad. Los estudios experimentales en
estas condiciones, que permitan conocer el mecanismo por el cual se desarrolla,
permitiran mejorar las estrategias terapéuticas actuales para contrarrestar la

progrfesion en el dafio hepatico.

4. Pregunta de Investigacion

¢, Como responden los hepatocitos con sobrecarga de colesterol que se exponen a

Cd?

5. Hipotesis
El dafo hepatocelular provocado por la sobrecarga de lipidos, se vera
incrementado por exposicion a Cd disminuyendo la viabilidad celular,
incrementando el dano oxidante a través del aumento en la produccion de ERO o

la disminucion de la defensa antioxidante y modificara el metabolismo de lipidos.

6. Objetivos

6.1 Objetivo General

Describir la respuesta celular y molecular al tratamiento con Cd de hepatocitos

obtenidos de ratones alimentados con una dieta alta en colesterol.
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6.2 Objetivos particulares

* Determinar el efecto del Cd sobre la viabilidad celular de hepatocitos
obtenidos de ratones alimentados con una dieta alta en colesterol.

* Evaluar el efecto del tratamiento con Cd en el estrés oxidante y el contenido
de lipidos en cultivo primario de hepatocitos.

* Determinar el mecanismo molecular involucrado en las alteraciones

inducidas por el Cd en hepatocitos con sobrecarga de colesterol.

7. Materiales y Métodos
Los ratones de la cepa C57BL/6, se mantuvieron bajo condiciones libres de
patdbgenos y bajo cuidados especificos de acuerdo con el manual de
procedimientos de la Universidad Autbnoma Metropolitana-lztapalapa y la guia
para trato y uso de animales de laboratorio establecido por el National Institute of

Health (Bethesda,EUA).

7.1 Tratamiento de los animales.
Se utilizaron ratones macho de 8 a 12 semanas sometidos a un ayuno por 12 hy
posteriormente alimentados con una dieta hipercolesterolémica (HC, 1 %
colesterol y 0.5 % colato de sodio, Dyets) o con una dieta balanceada CW,
estandar para roedores (sin colesterol, Harland), ambas por 48 h. Por lo menos 3
animales de cada dieta se sacrificaron después de las 48 h, para evaluar la
morfologia, histologia y funcionalidad hepatica bajo una dieta

hipercolesterolémica.
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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 perfusién por colagenasa en dos pasos, seguida de la
purificacion sobre una solucion de Percoll (Sigma Aldrich, St Louis Missouri,

EE.UU.) 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 atmésfera de
CO; al 5 % y humedad a saturacién. Después de que los hepatocitos se
adhirieron al plato de cultivo se les cambi6 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.
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7.3 Diseio experimental.
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El cultivo de hepatocitos se traté con diferentes concentraciones de CdCl, (25, 50,
100, 500 y 1000 nM) durante 1, 3, 6 y 12 h. Las células control sin CdCl, se

sembraron al mismo tiempo.

7.4 Ensayo de viabilidad celular por Cristal Violeta.
Para este ensayo se sembraron los hepatocitos a la densidad indicada

anteriormente.

Después de los tratamientos con 25, 50, 100, 500 y 1000 nM CdCl; durante 1, 3, 6
y 12 h, se retiré el medio, se lavaron con PBS para fijarse con metanol absoluto
frio durante 15 min, posteriormente se lavaron nuevamente con PBS hasta
eliminar el exceso de fijador, se dejaron secar toda la noche y al siguiente dia se

procedio con la tincion.
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Se utilizé una solucion de cristal violeta al 0.5 % en una mezcla de metanol-agua,
durante 10 min y se lavaron varias veces con H,O destilada para retirar el exceso
de colorante. Se dejaron secar toda la noche. Posteriormente, se resuspendio el
contenido de cada pozo en una solucién de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 2% vy
se puso el contenido en tubos eppendorff para centrifugarse a 1,123 g durante 1
minuto para eliminar particulas insolubles. El contenido fue colocado en una placa

de 96 pozos para leer la absorbancia a 620 nm.

7.5 Determinacion de lipidos neutros por la incorporacion de aceite
rojo O.
Después de los tratamientos con Cd, se retird el medio al cultivo y se lavo con

amortiguador 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 tifieron 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 H,O desionizada para retirar el exceso de colorante, para el contraste
se tifieron los nucleos con hematoxilina de Harris durante 1 min. Se observaron al

microscopio de luz y se tomaron las fotografias el mismo dia de la tincién.

7.6 Determinacién de la generacion de especies reactivas de oxigeno.
Después de los tratamientos con 25 nM CdCl, durante 5, 10, 15, 30 y 60 min para
la determinacion de perdxidos las células se incubaron con el fluoréforo 2°,7°
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) (Sigma Aldrich, St Louis Missouri,

EE.UU.) en concentracion 5 uM, mientras que para deteccion de anién superéxido
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se incubaron con dihidroetidio (DHE) (Invitrogen, Carlsbad California, EE.UU.) en
concentracion 1 yM, durante 15 min a 37 °C. Al finalizar el tiempo de incubacion
la intensidad de fluorescencia fue observada en un microscopio invertido AX10
(Axio Observer Z1 Zeiss) como lo reportamos previamente (Enriquez-Cortina et

al.,2017).

7.7 Determinacién de proteinas oxidadas por Oxyblot.
Con los lisados obtenidos de los hepatocitos de ambas dietas sometidos a los
tratamientos con 25 nM CdCl, durante 1, 3, 6 y 12 h se realizé la determinacién de
proteinas oxidadas utilizando el OxyBlot™ Protein Oxidation Detection Kit
(Millipore, Burlington Massachusetts, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del
fabricante para la preparacién de muestras, y realizando la electroforesis en un gel
de acrilamida al 10% siguiendo el mismo procedimiento para un Western blot,

como lo describe (Nuno-Lambarri et al.,2016).

7.8 Contenido de glutation.
Al término de los tratamientos con 25 nM de CdCl; por diferentes tiempos, se retird

el medio y las células se lavaron con PBS.

El contenido de glutatién reducido (GSH) y oxidado (GSSG) se evalué utilizando el
ensayo comercial Glutathione assay kit™ (Sigma Aldrich, St Louis Missouri,
EE.UU.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las muestras bioldgicas
fueron primero desproteinizadas con una solucion de acido 5-sulfoalicilico al 5%,
centrifugadas para remover la proteina precipitada y después sometidas al
ensayo. La medicion de GSH usa un ensayo cinético en el que cantidades

cataliticas (nmoles) de GSH causan la continua reduccién de DNTB (acido 5,5-
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ditiobis (2-nitrobenzoico)) hacia TNB (acido 5-tio-2-nitrobenzoico) un compuesto
amarillo que puede detectarse espectrofotométricamente a 412 nm. El GSSG
formado es reciclado por la enzima glutation reductasa y NADPH. EI GSSG
presente también reacciona dando un valor positivo a esta reaccion. Para evitar la
rapida oxidacion de GSH mantuvimos las muestras a una temperatura de 2-8 °C

durante el ensayo.

7.9 Determinacion de colesterol libre con tincion por filipina y

cuantificacion.

Después del tratamiento con 25 nM de CdCl, por diferentes tiempos, los
hepatocitos en cultivo se lavaron con PBS y se fijaron con una solucion comercial
de formalina al 10% (Sigma Aldrich, San Louis Missouri, EE.UU.), durante 1 h a
temperatura ambiente. Para la determinacion de colesterol libre, las células se
incubaron con Filipina, un antibiético natural que se une al grupo OH libre (3’) del
colesterol no esterificado y fluorece bajo luz ultravioleta (UV), siguiendo el método
reportado por (Lopez-Islas et al.,2016). Después de 3 lavados finales con PBS, las
células se montaron para su observacion en el microscopio confocal (NLO780 Carl

Zeiss) usando excitacion de luz UV.

La cuantificacidén del colesterol libre se realizé utilizando el ensayo comercial Total
Cholesterol Assay Kit™ (Cell Biolabs, Inc., San Diego CA, EE.UU.) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

22



7.10 Extraccién de proteina total.
Para la técnica de Western blot, al término del tratamiento con y sin 25 nM de
CdCl; los hepatocitos CW y HC se lavaron con PBS y posteriormente se incubaron
con un amortiguador de lisis, formado por Tris-Base 20 uM, Cloruro de Sodio 150
MM, Igepal al 1%, esta solucién a pH 8, se agregd una pastilla de inhibidor de
proteasas Complete™ (Roche, Basilea Suiza) por cada 100 ml de solucién. Por
cada lisis se adicion6 un inhibidor de fosfatasas P-Stop™ (Roche, Basilea Suiza) 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 agitacion, después
se rasparon con un gendarme y se centrifugaron a 15,493 g durante 10 min a 4°
C. El sobrenadante conteniendo la proteina celular se alicuoté y almacen6 a -80°
C. De una de las alicuotas se cuantificé la concentracion de proteina con el
ensayo de acido bicinconinico (BCA) (Pierce Biotechnology, Walthman

Massachusetts, EE.UU.).

7.11 Determinacién de proteina total.
Esta determinacién se realizé con el ensayo comercial del BCA siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, se tomd una alicuota de 5 ul de las
muestras y se agregaron 200 ul de reactivo BCA diluido 1:50 en CuSQy, al mismo
tiempo se realizé una curva patrén de albumina sérica bovina de 0.1-10 pg/ml,

todo se incubd por 10 min a 95° C.

Se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en un lector de micro
placas y se determind la concentracion de la proteina utilizando la curva estandar

de albumina.
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7.12 Analisis del contenido de proteina por Western blot.
El ensayo de Western blot se realiz6 de acuerdo con el método descrito por
(Dominguez-Perez et al.,2016). Se tomaron 50 pg de la proteina total y se les
agreg6 un amortiguador de muestra comercial Laemmli Sample Buffer 2X™ (Bio-

Rad, Hercules California, EE.UU.).

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 M y SDS al 0.5 % a 120 Volts por 90
min. La proteina se transfiri6 a una membrana de difluoruro de polivinilideno
(PVDF) 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, Hercules California, EE.UU.).

Después la membrana se bloqued con una solucion 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 lavé con TBS-Tween para agregarle un

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

Nombre Peso molecular  Secundario  Dilucion Catalogo
Actina 42 Ratén 1:10000 Sigma, A3854
Bax 23 Conejo 1:200 Santa Cruz, sc-6236
BcL-2 26 Conejo 1:200 Santa Cruz, sc-492
Catalasa 60 Conejo 1:10000 Sigma Aldrich, c0979
Caspasa-3 Activa 17,19 Conejo 1:1000 Cell Signaling, 9661
GCL 73 Raton 1:200 Santa Cruz, sc-166356
LC3B (lyll) 17,19 Conejo 1:1000 Cell Signaling, 2775S
Metalotioneina Il 15 Ratén 1:500 Enzo, ADI-SPA-550
mTOR 289 Conejo 1:1000 Cell Signaling, 2972
p62/SQSTM1 62 Conejo 1:1000 Cell Signaling, 5114
P70S6K1 70,85 Conejo 1:1000 Cell Signaling, 9202
pAMPK-a 62 Conejo 1:1000 Cell Signaling, 2535
pmTOR 289 Conejo 1:1000 Cell Signaling, 2971
pP70S6K1 70,85 Conejo 1:1000 Cell Signaling, 9205
Raptor 150 Conejo 1:1000 Cell Signaling, 2280
SOD1 23 Conejo 1:200 Santa Cruz, sc-11407
SOD2 25 Conejo 1:1000 GeneTex, GTX116093
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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 dilucion 1:8000 por 1 h. Como control de carga se utilizo 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
ensayo Super-Signal West Pico Substrate™ (Pierce Biotechnology, Walthman
Massachusetts, EE.UU.) durante 5 min y se determind su densitometria en un

Imaging System Gel Logic 1500 (Kodak).

7.13 Analisis Estadistico.
Cada experimento se realizé en al menos tres eventos independientes utilizando al
menos 3 animales. El analisis estadistico de los resultados se realizd por un
analisis de varianza (ANOVA) seguida por la prueba post hoc de Tukey con el
programa GraphPad Prisma version 6. El nivel de significancia considerado fue de

p < 0.05.
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8. Resultados

8.1 La dieta alta en colesterol induce esteatosis y daino hepatico

Previamente, nuestro grupo publicdé que una dieta alta en colesterol (2% colesterol
y 0.5% colato de sodio) induce sobrecarga de colesterol y lipidos neutros,
condicionando al dano hepatocelular y hepatopatias (Lopez-Islas et al.,2016,
Nuno-Lambarri et al.,2016). En este trabajo, disminuimos el porcentaje de
colesterol con el objetivo de conocer el impacto que tiene una ingesta menor de
colesterol. A pesar de que el contenido de colesterol en la dieta fue menor, los
hepatocitos presentaron valores significativos en el contenido de colesterol y el

dano era evidente.

Después de 48 h con la dieta HC, los animales fueron sacrificados. La figura 1A
muestra la inspeccidn macroscopica del higado donde puede observarse que en
los ratones de la dieta HC hay hepatomegalia, hipertrofia vesicular y el color palido
caracteristico del higado graso en comparacidon con la dieta control. La
hepatomegalia se confirmé al determinar el cociente de peso higado-raton (figura
1B).

La histologia hepatica en la figura 1C por tincién con hematoxilina y eosina (H&E),
muestra en los ratones HC una ligera esteatosis microvesicular. También hay
hepatocitos mas grandes e hinchados ademas de la presencia de infiltrado
inflamatorio (flecha amarilla) en comparacion con los ratones de la dieta CW. No
encontramos diferencias significativas en los ratones alimentados con la dieta que
unicamente contiene 0.5% de colato de sodio (figura 1D) en comparacion con CW,

corroborando que el colato no induce cambios morfologicos o fisiologicos.
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También encontramos un incremento significativo en los valores de la actividad de
las transaminasas AST y ALT en los ratones HC, mostrando claramente que existe
alteracion en la funcionalidad hepatica (figura 1D). Si bien, redujimos la cantidad
de colesterol suplementado en la dieta (1%) en comparacion con trabajos previos
del grupo de investigacion, pudimos comprobar que tanto la sobrecarga de lipidos,

como el dafio hepatico persisten.
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Figura 1. Carecteristicas del modelo de sobrecarga de colesterol. Los ratones fueron alimentados
con dieta CW o HC durante 48 h. A) Analisis morfoldgico del higado, en donde el HC presenta
hepatomegalia y palidez debido a la dieta. B) Incremento del cociente peso higado/ratén en HC.
C) Micrografias representativas de la tincion H&E (200X), evidenciando el infiltrado inflamatorio
(flecha amarilla) en HC. D) La dieta HC incrementa los niveles plasmaticos de las transaminasas
AST y ALT. Los resultados se expresan como unidades internacionales (Ul). Cada barra expresa el
valor promedio + el error estdndar de al menos cinco animales diferentes. *p<0.05
Significativamente diferente de CW.
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8.2 Confirmacion de sobrecarga de colesterol en hepatocitos

Para evidenciar la sobrecarga de colesterol en el modelo in vitro, se determino 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 tefir las muestras y cuando el tejido presenta grasas
neutras el pigmento rojo O se desplaza de la solucion de tincion hacia los lipidos
ya que es mucho mas soluble en éstos que en el alcohol. El resultado se aprecia
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

tenir los nucleos.

En la figura 2 A-B se comparan los hepatocitos de ambas dietas observados bajo
campo claro y tincién con aceite rojo O respectivamente, al observar bajo campo
claro encontramos que los hepatocitos HC presentan hipertrofia celular en
comparacion con los CW. Mientras, la tincién con aceite rojo O y su cuantificacion
(figura 2C) corrobora el incremento de lipidos debido a la dieta HC, observamos

especificamente un incremento en el contenido de colesterol libre (figura 2D).
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Figura 2. Contenido de colesterol en cultivo primario de hepatocitos CW y HC. A) Morfologia del
cultivo por microscopia de campo claro de hepatocitos de ratones alimentados con dieta
balanceada (CW) o con dieta hipercolesterolémica (HC). B) Tincioén con aceite rojo O que muestra
la diferencia en el contenido de lipidos entre CW y HC. C) Cuantificacidon. Los resultados se
expresan como densidad 6ptica del rojo O en espectroscopia a 520nm. D) La dieta HC incrementa
el contenido de colesterol libre. Los resultados se expresan como nmol/mg de proteina. Cada barra
expresa el valor promedio + el error estandar de al menos cinco animales diferentes. *p<0.05
Significativamente diferente de CW.
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8.3 Los hepatocitos HC muestran resistencia a la apoptosis inducida por

el cadmio.
La viabilidad celular se determind por un ensayo de tincion con cristal violeta, y
encontramos que el cadmio disminuye la viabilidad en ambos, CW y HC de una
manera dependiente de la concentracion y el tiempo de exposicion (figura 3). Sin
embargo, algo que nos sorprendié fue encontrar que los hepatocitos HC mostraron
una mayor viabilidad que los CW a concentraciones bajas de Cd después de 3 h

de exposicion y en todos los tiempos evaluados (figura 3B).

Debido a que nuestro objetivo en este trabajo fue describir los mecanismos
moleculares en respuesta a la exposicion a Cd en hepatocitos con sobrecarga de
colesterol, elegimos trabajar los analisis posteriores con la concentracion de 25
nM CdCl, ya que bajo ésta y al tiempo mas largo de exposicién (12 h), los
hepatocitos CW y HC muestran una viabilidad del 77.1% y 84.7%
respectivamente.

Para corroborar estos hallazgos, evaluamos por Western blot el contenido de tres
proteinas clave involucradas en la apoptosis, Bax y caspasa-3 activa que tienen
actividad pro-apoptotica y Bcl-2 que es anti-apoptotica. Interesantemente, el
cociente Bax/Bcl-2 mostré una reduccion significativa en las células HC tratadas
con Cd, en todos los tiempos (figura 4A), lo que sugiere que hay resistencia a la
apoptosis. Al mismo tiempo, al evaluar la activacion de caspasa-3 nuevamente por
Western blot (figura 4B), confirmamos que esta significativamente disminuida en

las células HC expuestas a Cd, en comparacion con las CW. Estos resultados
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indican que la apoptosis en hepatocitos HC expuestos a 25nM de CdCl, por 12 h

€S menor en comparacion con los CW.
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Figura 3. Efecto del Cd en la viabilidad de hepatocitos CW y HC. Los hepatocitos CW o HC fueron
expuestos a concentraciones crecientes de CdCl,durante 1, 3, 6 y 12 h y la viabilidad se determiné
con un ensayo de cristal violeta. Los resultados se expresan como % de viabilidad respecto a las
células no tratadas (NT). Cada barra expresa el valor promedio + el error estandar de al menos
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Figura 4. La sobrecarga de colesterol en hepatocitos, previene la apoptosis inducida por el Cd. A 'y

B) Analisis densitométrico con Western blot representativo del coc

iente Bax/Bcl-2 y de Caspasa-3

activa respectivamente. Los hepatocitos fueron expuestos a 25nM de CdCl, por diferentes tiempos.
La proteina total fue extraida y preparada para Western blot. Los resultados se expresan como un
cambio en veces el NT. Cada barra expresa el valor promedio + el error estandar de al menos
experimentos independientes. * p<0.05 significativamente diferente de CW NT y # p<0.05

significativamente diferente de HC NT.

U



8.4 Los hepatocitos HC incrementan y sostienen la produccién de ERO

en respuesta a la exposicion con cadmio.

Debido a que esta bien documentado en la literatura que uno de los principales
mecanismos de dafo por Cd es el incremento de ERO, determinamos la
produccion de dos moléculas: peréxidos y anién superoxido. En la figura 5A se
observa que al utilizar DCFH-DA para determinar presencia de peroxidos, el
cadmio incrementa la fluorescencia con un pico maximo a los 15 min que cae y
practicamente desaparece a los 60 min. Sin embargo, la dieta HC sin tratamiento
de Cd (NT) incrementa la produccion de peréxidos en comparacion con la dieta
balanceada. Al exponer los hepatocitos HC a Cd encontramos que la produccién
de peroxidos se incrementa a los 5, 10 y 15 min e incluso se sostiene hasta los 30
min en comparacion con los hepatocitos CW, posteriormente a los 60 min también
disminuye. De igual manera, utilizamos DHE como para evaluar la presencia de
anion superoéxido, y observamos el mismo comportamiento la presencia de Cd
incrementa esta especie reactiva (en hepatocitos CW), la dieta HC por si misma
también favorece la producciéon y finalmente los hepatocitos HC expuestos a Cd
incrementan la produccion de anion superoxido y pueden sostenerla hasta los 30
min, a los 60 minutos baja en la produccion tanto en CW como en HC (figura 5B).
Este resultado nos permitié analizar que si bien, los hepatocitos HC incrementan y
sostienen la produccion de ERO en presencia de Cd, no se considera como un
evento de estrés oxidante ya que la produccion vuelve a caer a los 60 min de
exposicion. Estos datos sugieren que el tratamiento con Cd en hepatocitos HC

promueve la produccion de ERO sin llegar a causar dafo celular, de hecho, las
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especies reactivas podrian tener una participacion especifica en la regulacion de

vias de sefializacion claves para la sobrevivencia celular.

Figura 5
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Figura 5. La sobrecarga de colesterol incrementa la generacién de ERO producida por el Cd. Los
hepatocitos CW y HC se expusieron a 25nM de CdCl, durante 5, 10, 15, 30 y 60 min. La
produccion de ERO se determind mediante la fluorescencia de A) DCF-DA para peroxidos y B)
DHE para anién superoxido. Imagenes representativas de microscopia invertida de fluorescencia

(200X).
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8.5 Los hepatocitos HC controlan la sobreproduccion de ERO bajo la
exposicion a cadmio.

Posteriormente a la evaluacion del contenido de ERO, nos dimos a la tarea de
comprobar que aunque existe un incremento en la produccidén de especies reactivas,
éstas no estan promoviendo el dafo celular. Para esto, medimos el contenido de
proteinas oxidadas tanto en hepatocitos CW como en los HC y expuestos a Cd. Lo
que encontramos fue que mientras los hepatocitos CW son mas sensibles a la
oxidacion de proteinas dependiente de la concentracion y el tiempo de exposicion a
Cd, los HC se comportan de manera totalmente contraria, a pesar de que
unicamente la dieta HC incrementa la oxidacién de proteinas, al exponer a estas
células a Cd, el contenido de proteinas oxidadas disminuye con el tiempo (figura 5C),
lo que nos llevd a concluir que el incremento tanto de peroxidos como de anidn
superoéxido en los hepatocitos HC expuestos a Cd, no genera estrés oxidante que
promueva el dafo a proteinas en comparacion con los hepatocitos CW. Ademas
consideramos de gran interés estudiar los mecanismos involucrados en el control de

la sobreproduccion de ERO e los hepatocitos HC expuestos a Cd.

Asi, posteriormente mediante Western blot evaluamos el contenido de algunas
enzimas antioxidantes clave en la defensa celular, y encontramos que al parecer la
superoxido dismutasa (SOD-1) y catalasa no tienen un papel importante. Sin
embargo, la enzima y-glutamil-cisteinil ligasa (GCL) (limitante de la sintesis de
glutation) incrementa significativamente su contenido, de igual forma que Ila
metalotioneina-Il (MT-II) (figura 5D), que se sabe ampliamente que tiene un papel

vital en la defensa celular ante la agresiéon con metales pesados, esencialmente en
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respuesta a Cd. Una vez que determinamos el incremento en el contenido de la
enzima GCL, medimos el contenido de glutatién, y al graficar el cociente entre
glutation reducido (GSH) y glutation oxidado (GSSG), encontramos que el
tratamiento con Cd incrementa el contenido de GSH de forma muy similar a las 6 y
12 horas de exposicion en los hepatocitos CW. Unicamente la dieta HC disminuye el
contenido de GSH, sin embargo, estos hepatocitos en presencia de Cd incrementan

el contenido de GSH a las 6 h de exposicion de igual forma que los CW.

No obstante, a las 12 h de tratamiento el contenido de GSH en las células HC es 1.5
veces mayor en comparacion con las CW del mismo tiempo (figura 5E). Estos datos
nos llevan a considerar los efectos compensatorios que exhiben los hepatocitos HC

expuestos a Cd, aun cuando el metal promueve un ambiente pro-oxidante.

Figura 5
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Figura 5. El tratamiento con Cd incrementa el contenido de Mt-1l, GCL y GSH en hepatocitos HC. Los
hepatocitos CW y HC fueron expuestos a 25nM de CdCl, durante 1, 3, 6 y 12 h. D) Analisis
densitométrico con Western blot representativo de SOD-1, Catalasa, Mt-1l y GCL. Los resultados se
expresan como un cambio en veces el NT.

E) Los hepatocitos CW y HC fueron expuestos a 25nM de CdCl, durante 6 y 12h. El cociente
GSH/GSSG fue medido bioquimicamente y los resultados se expresan como el incremento del
cociente respecto a las células no tratadas (NT). Cada barra expresa el valor promedio + el error
estandar de al menos experimentos independientes. * p<0.05 significativamente diferente de CW NT y
# p<0.05 significativamente diferente de HC NT.
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8.6 El cadmio incrementa el contenido de lipidos y de colesterol libre en
hepatocitos primarios.

Con los datos obtenidos hasta aqui, el siguiente experimento estuvo enfocado en
conocer la respuesta fisiologica de los hepatocitos primarios en cultivo después de
la exposicion a Cd, ya que como vimos, existe resistencia a la apoptosis,
incremento de ERO pero también de mecanismos antioxidantes, entonces, nos
preguntamos el tratamiento con Cd altera el contenido de lipidos?. A
continuacion evaluamos el contenido de lipidos neutros mediante la tincion con
aceite rojo O. Encontramos que la cantidad de lipidos incrementa en funcion del
tiempo de tratamiento con Cd tanto en hepatocitos CW como en los HC, a pesar
de que estos ultimos ya contenian mayor cantidad de lipidos dada por la dieta. Las
fotografias representativas dejan clara evidencia de el incremento en el contenido
de lipidos (figura 6 A y B). Este hallazgo fue corroborado al cuantificar mediante

espectroscopia la densidad optica del rojo O (figura 6 C).

Estos datos confirman un incremento en el contenido de lipidos, sin embargo, se
sabe que resulta mas importante en cuestion de dafo hepatico el tipo de lipido
que la cantidad de éste, por tal motivo decidimos evaluar el contenido de
colesterol libre, ya que varios reportes sefialan que la acumulacion de este lipido
es un evento clave en diversas enfermedades hepaticas prevalentes.
Cuantificamos la cantidad de colesterol libre a las 12 h de tratamiento con Cd en
hepatocitos CW y HC, encontramos que el contenido se eleva significativamente
en ambos casos, siendo mucho mas drastico en los hepatocitos HC con un

incremento de 3.3 veces en comparacion con los CW (figura 6D).
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Confirmamos este resultado de forma cualitativa, al evaluar el colesterol libre en
los hepatocitos mediante la tincion con filipina y observamos que mientras los
hepatocitos CW expuestos a Cd exhiben el exceso de colesterol libre en sus
membranas plasmaticas, los HC, que por la dieta ya tienen mas colesterol libre, al
exponerse a Cd incrementan aun mas el colesterol libre y se observa distribuido

por toda la célula (figura 6E).

Estos datos sugieren que la acumulacion de lipidos, particularmente colesterol
libre, puede favorecer un microambiente que promueve la sobrevivencia de células
que presentan caracteristicas de una posible transformacion como son la anti-

apoptosis, la defensa antioxidante 'y el exceso de lipidos.
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Figura 6
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Figura 6. El tratamiento con Cd incrementa el contenido de lipidos y de colesterol libre. A y B)
Imagenes representativas de la tincion con aceite rojo O en hepatocitos CW y HC respectivamente,
expuestos a Cd (400X). C) Cuantificacion. Los resultados se expresan como densidad oOptica del
rojo O en espectroscopia a 520nm. D) Cuantificacion de colesterol libre. Los resultados se
expresan como nmol/mg de proteina. E) Imagenes representativas de la tincion con filipina en
hepatocitos CW y HC expuestos a Cd durante 12h (400X). Cada barra expresa el valor promedio +
el error estandar de al menos cinco animales diferentes. *p<0.05 Significativamente diferente de
CwW.
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8.7 El cadmio disminuye la autofagia en hepatocitos con sobrecarga de
colesterol.

Siguiendo con la evaluacion del impacto del cadmio sobre el contenido de lipidos,

ahora nos interes6 conocer el proceso celular implicado en la acumulacion de

lipidos promovida por la exposicion al metal.

Evaluamos la sintesis de novo de lipidos bajo la exposiciéon a Cd, a través del
contenido de la enzima limitante de este proceso, la sintasa de acidos grasos
(FASN) mediante Western blot. Los datos no mostraron cambios significativos

(datos no mostrados), por lo que se evaluaron otras vias.

Datos previos en la literatura, muestran que la autofagia puede ser otro
mecanismo implicado ampliamente en el manejo de lipidos en los hepatocitos,
particularmente si hay exceso de lipidos, a través de un mecanismo conocido
como lipofagia (DeBosch et al.,2016). Asi nuestro siguiente objetivo fue evaluar la
participacion de este mecanismo bajo nuestras condiciones experimentales. Se
determind por western blot el contenido de dos proteinas clave en el proceso de
autofagia LC3, particularmente la conversion de su isoforma LC3-I hacia LC3-Il y

p62 de los hepatocitos CW y HC expuestos a Cd (figura 7A).

Los resultados muestran que el contenido de LC3-Il no se modifica en los
hepatocitos CW expuestos a Cd, sin embargo, en los hepatocitos HC tratados con
Cd se disminuye significativamente el contenido de esta isoforma. En cuanto a
p62, el efecto del Cd es contrario, en los hepatocitos CW disminuye
significativamente el contenido a través del tiempo, mientras que en hepatocitos

HC no se modifica (figura 7B).
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Estos datos sugieren que no se esta llevando a cabo la autofagia en los
hepatocitos CW y HC expuestos a Cd, lo que podria relacionarse con la
acumulacion de lipidos inducida por el metal. Con base en estos resultados
corroboramos si la inhibicion de la autofagia es responsable de la acumulacion de

lipidos promovida por el Cd.

Se realizaron experimentos utilizando trealosa (Th), un disacarido natural capaz de
promover la autofagia, pre-tratamos a los hepatocitos CW y HC durante 30 min,
después agregamos el Cd, una vez terminados los tratamientos, evaluamos
nuevamente lado el contenido de lipidos por tincion con aceite rojo O, asi como el

contenido de LC3-Il y p62.

Encontramos, que el contenido de lipidos disminuy6 significativamente tanto en los
hepatocitos CW como en los HC expuestos a Cd (figura 7C), ademas el contenido
de LC3-ll se incrementa significativamente, mientras que el de p62 disminuye
(figura 7D). Estos datos nos muestran que la autofagia es, por lo menos uno, de
los mecanismos involucrados en la acumulacion de lipidos promovida por el Cd en

hepatocitos con sobrecarga de colesterol.
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Figura 7
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Figura 7. La exposicién a cadmio disminuye la autofagia. Los hepatocitos CW y HC fueron
expuestos a 25nM de CdCI;, durante 1, 3, 6 y 12 h. A) Imagenes representativas de la acumulacién
de lipidos inducida por Cd en hepatocitos CW y HC (400X). B) Analisis densitométrico con
Western blot representativo de LC3-I, LC3-Il y p62. Los resultados se expresan como un cambio en
veces el NT. Cada barra expresa el valor promedio + el error estandar de al menos experimentos
independientes. * p<0.05 significativamente diferente de CW NT y # p<0.05 significativamente
diferente de HC NT.
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Figura7
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Figura 7. El pre-tratamiento con trealosa activa la autofagia y disminuye el contenido de lipidos
incrementado por Cd. Los hepatocitos CW y HC fueron tratados con 100 mM de Th durante 0.5 hy
posteriormente expuestos a 25 nM de CdCI; durante 1, 3, 6 y 12 h. C) Imagenes representativas de
la tincion con aceite rojo O para contenido de lipidos (400X). D) Analisis densitométrico con
Western blot representativo de LC3-I, LC3-Il y p62. Los resultados se expresan como un cambio en
veces el NT. Cada barra expresa el valor promedio + el error estandar de al menos experimentos
independientes. * p<0.05 significativamente diferente de CW NT y # p<0.05 significativamente
diferente de HC NT.
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8.8 El cadmio altera la via de seinalizacion de la autofagia en hepatocitos
con sobrecarga de colesterol.
Posteriormente, debido a las alteraciones inducidas por el Cd en el proceso de
autofagia, corroboramos el efecto a nivel molecular. Mediante Western blot,
medimos el contenido de proteinas de la via de sefalizacion involucrada en el

inicio de la autofagia.

Encontramos que en los hepatocitos HC expuestos a Cd el represor por
excelencia de la autofagia, mTORC1 incrementd el contenido de su forma activa
fosforilada en serina 2448, asi como el de su regulador Raptor y de la forma activa
de la proteina p70S6K1 que es fosforilada directamente por mTORC1,
comprobando su activacion. Mientras, el agonista de la autofagia, AMPKa
disminuy6 el contenido de su forma activa fosforilada en treonina 172 en los

mismos hepatocitos (figura 8A).

En el mismo sentido, evaluamos la ruta de sefalizacion en los hepatocitos pre-
tratados con trealosa y expuestos a Cd. Los resultados muestran que el contenido
de proteinas se invierte, el represor mTOR en su forma activa asi como su
regulador Raptor disminuyen en hepatocitos HC expuestos a Cd, aunque
p70S6K1 incrementa, considerando que puede ser un evento celular
compensatorio. El pre-tratamiento con trealosa incrementa la fosforilacion de la

proteina AMPKa tanto en CW como en HC expuestos a Cd (figura 8B).

Para verificar la participacion de mTOR en la inhibicion de la autofagia utilizamos

rapamicina un inhibidor quimico, en una concentracion de 10 nM como pre-
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tratamiento durante 30 min, seguido por 12 h de exposicion a Cd. Una vez
terminados los tratamientos evaluamos el contenido de lipidos, que se incrementa
en mayor proporcion en hepatocitos HC en respuesta a la exposiciéon a Cd por 12
h. Sin embargo, en el caso de los pre-tratamientos con trealosa y rapamicina, la
acumulacién de lipidos se ve disminuida significativamente (figura 8 C). El
contenido de colesterol libre evaluado de forma bioquimica y cualitativa también

disminuyd a valores basales (figura 8D y E).

Los resultados sefalan a la autofagia como un mecanismo clave implicado en el
manejo del exceso de lipidos en hepatocitos con sobrecarga de colesterol y que
se ve afectado en respuesta a la exposicidon a Cd, agravando de esta forma la

acumulacion de lipidos que podria favorecer la progresion del dafo hepatico.
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Figura 8
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Figura 8. La exposicion a cadmio inhibe la via de sefalizacion de inicio de la autofagia. Los
hepatocitos CW y HC fueron expuestos a 25nM de CdCl, durante 1, 3, 6 y 12 h. A) Analisis
densitométrico con Western blot representativo de pmTORC1, Raptor, pP70S6K1 y pAMKa. Los
resultados se expresan como un cambio en veces el NT. Cada barra expresa el valor promedio + el
error estandar de al menos experimentos independientes. * p<0.05 significativamente diferente de
CW NT y # p<0.05 significativamente diferente de HC NT.
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Figura 8. El pre-tratamiento con trealosa induce la autofagia disminuida por el Cd. Los hepatocitos
CW y HC fueron tratados con 100 mM de Th durante 0.5 h y posteriormente expuestos a 25nM de
CdCl, durante 1, 3, 6 y 12 h. B) Analisis densitométrico con Western blot representativo de
pmTORCH1, Raptor, pP70S6K1 y pAMKa. Los resultados se expresan como un cambio en veces el
NT. Cada barra expresa el valor promedio + el error estandar de al menos experimentos
independientes. * p<0.05 significativamente diferente de CW NT y # p<0.05 significativamente
diferente de HC NT.
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Figura 8

C) +Cd 2001 # 3 cw

A=

Colesterol libre
I
o
Il

[nmol / mg proteina
g

a
o
1

Rap Rap

CwW

NT 12h Th

Figura 8. El pre-tratamiento con trealosa o Rapamicina disminuye el contenido de lipidos y
colesterol libre incrementado por el Cd. Los hepatocitos CW y HC se trataron con 100 mM de Th o
10 nM de Rap durante 0.5 h y seguido de una exposicién a 25 nM de CdCl; por 12 h. C) Imagenes
representativas de la tincion con aceite rojo O para contenido de lipidos (400X). D) Cuantificacion
de colesterol libre. Los resultados se expresan como nmol/mg de proteina. E) Imagenes
representativas de la tincion con filipina (400X). Cada barra expresa el valor promedio + el error
estandar de al menos cinco animales diferentes. *p<0.05 Significativamente diferente de CW.
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9. Discusion

La dieta es un factor importante que contribuye al desarrollo de HGNA, datos
recientes experimentales y en pacientes sugieren que tanto las alteraciones en la
homeostasis hepatica de colesterol asi como la acumulacidén de colesterol libre
son relevantes para la patogénesis del HGNA y su progresion hacia EHNA
(Arguello et al.,2015) y que la inflamacién y el estrés oxidante estan involucrados
(Katsiki et al.,2016).

En este trabajo, utilizamos un modelo con una dieta alta en colesterol para inducir
sobrecarga hepatica de este lipido y poder analizar los efectos de la exposicion

con Cd en hepatocitos obtenidos de los ratones alimentados con la dieta.

Nuestros datos muestran que 48 h de administracion de una dieta alta en
colesterol (1%) en ratones, es efectiva para inducir la esteatosis en el higado,
como lo demostrd (Mari et al.,2006) y colaboradores con un porcentaje mas alto
de colesterol. Los tejidos muestran incremento en el contenido de lipidos,
mostrando un color mas palido, asi como en los valores del cociente en el peso
del 6rgano respecto al peso del raton. Este cociente es importante ya que la dieta
no induce obesidad en los animales de experimentacidn, unicamente incrementa
el contenido de colesterol hepatico como resultado de la ingesta de la dieta por 48
h. También observamos una elevacién de transaminasas en sangre, lo cual indica

dano funcional hepatico y es usualmente observado en HGNA (Ofosu et al.,2018).

Estos datos confirman que el modelo dietético es adecuado para cumplir nuestro
objetivo. Posteriormente, obtuvimos el cultivo primario de hepatocitos de los

ratones alimentados con la dieta balanceada (CW) y con Ila dieta
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hipercolesterolémica (HC) y encontramos que las células en cultivo mantenian el
alto contenido de lipidos dado por la dieta, y nos permitirian tener un modelo

celular para evaluar la respuesta por exposicion a Cd.

Nuestros resultados mostraron que en los hepatocitos CW expuestos a Cd
disminuyen la viabilidad celular en forma dependiente de la concentracion y el
tiempo de exposicion, lo que confirma datos obtenidos en nuestro grupo (Martinez
Flores et al.,2013a). Sin embargo, aunque los hepatocitos HC presentaron la
misma respuesta dependiente de la concentracion y el tiempo, mostraron
porcentajes de viabilidad mas altos en todos los tiempos, sugiriendo que estas

células son mas resistentes a la agresion con Cd .

Con el fin de determinar la concentracion de Cd que utilizariamos para el estudio,
se considero el criterio de una viabilidad alta de los hepatocitos que nos permitiera
estudiar la respuesta a la exposicion de Cd y no que unicamente las llevara a la
muerte. Varias investigaciones reportan un efecto diferencial del Cd en funcion de
la concentracién, se ha observado que concentraciones bajas (sub-micromolares)
no provocan muerte celular, mientras que concentraciones medias dirigen hacia
apoptosis, y concentraciones altas (>60uM) causan principalmente necrosis
(Templeton and Liu,2010). Ademas, de acuerdo con lo descrito por Go y
colaboradores, las dosis bajas de Cd promueven cambios génicos y metabdlicos
asociados directamente con el HGNA en ratones, mientras que dosis altas
unicamente conducen a la muerte celular (Go et al.,2015). Basados en estos
hallazgos, convenimos trabajar con la dosis de 25 nM una dosis muy baja, y en la

que la viabilidad es alta hasta por 12 h de exposicién.
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Posteriormente, evaluamos marcadores clave de la apoptosis, encontrando que
los hepatocitos HC expuestos a Cd incrementan significativamente su contenido
de Bcl-2 mientras reducen Bax y caspasa-3 activa, en relacidén con los hepatocitos
CW. Esta respuesta aguda (12 h) de los hepatocitos con alto contenido de
colesterol puede favorecer un ambiente de sobrevivencia y adaptacion contra el
dafo celular que puede generar el Cd. El incremento en el contenido de Bcl-2 se
ha observado en pacientes con HGNA, el proceso anti-apoptatico favorece la vida
media del hepatocito, que incrementa la sintesis de TG como mecanismo de
defensa contra la toxicidad generada por el exceso de acidos grasos libres, lo que
sugiere un papel protector de Bcl-2 en la progresion de la enfermedad (El Bassat

et al.,2014).

Otro estudio, considera la sobreexpresion de Bcl-2 con una respuesta hormética,
es decir, cuando las células estan pre-condicionadas con un estrés subletal para
provocar una respuesta de sobrevivencia que puede prevenir el dafo y la
apoptosis (Luna-Lopez et al.,2013), sin embargo, esta respuesta adaptativa no es
buena bajo el escenario de una dieta hipercolesterolémica, ya que como esta
reportado en la literatura, la sobrecarga de colesterol en células transformadas
confiere una respuesta anti-apoptotica al disminuir Bax y la actividad de caspasa-
3, lo que da como resultado un fenotipo tumoral mucho mas agresivo (Enriquez-

Cortina et al.,2017).

Las ERO, cuando se liberan en cantidades limitadas contribuyen a la proliferacién
celular, senescencia y sobrevivencia al actuar como intermediarios en vias de

sefalizacion. Diversas investigaciones proveen nuevas perspectivas dentro del
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papel de las ERO como controladoras del metabolismo lipidico bajo condiciones
fisiologicas y patoldgicas, lo que sugiere que el incremento en la produccion de
ERO induce vias de sefalizacion que participan en la progresion del HGNA
(Serviddio et al.,2013).

Con base en lo anterior, este estudio sugiere que el incremento en los niveles de
ERO puede tener una participacion en la activacion de varias vias de sefalizaciéon

que permiten la sobrevivencia celular de los hepatocitos HC que se exponen a Cd.

El Cd produce respuestas diferenciales, dependiendo de la concentracion, el
tiempo de exposicion y el tipo celular (Cuypers et al.,2010). Datos previos de
nuestro grupo muestran que el Cd, en concentraciones pM, produce
principalmente estrés oxidante en las lineas celulares WRL-68 y HepG2 (Souza et
al.,2004, Souza et al.,2009). Mientras que otro estudio plantea que las ERO
producidas en hepatocitos primarios por la exposicion a Cd, pueden ser
sefializadores en las vias de Stat3 o ERK 1/2 contra la toxicidad del metal, sin
embargo, esta respuesta no contrarresta la apoptosis mediada por p53 (Martinez
Flores et al.,2013a).

En este estudio, evidenciamos que el tratamiento con Cd induce una produccién
temprana de ERO en hepatocitos CW y acentua la produccién de los HC. Debido
a que en 60 min de tratamiento con Cd la produccion de ERO disminuye y los
hepatocitos HC tienen una viabilidad alta (85%) hasta las 12 h de exposicion,
concluimos que la sobreproduccion de ERO esta involucrada en vias de
sefalizacion y no promueve el estrés oxidante en condiciones de sobrecarga de

lipidos.
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Posteriormente, evaluamos el contenido de proteinas oxidadas y observamos que
hay un incremento respecto al tiempo de tratamiento en los hepatocitos CW,
mientras que los hepatocitos HC tienen una respuesta adaptativa al tratamiento
con Cd y no incrementan el contenido de proteinas oxidadas en ningun tiempo de
exposicion.

Se ha documentado ampliamente que el Cd no es un metal con actividad oxidante
propia siendo incapaz de formar radicales libres directamente, sin embargo, los
mecanismos indirectos del estrés oxidante inducido por Cd involucran desde la
disminucién de antioxidantes, la inhibicion de su actividad enzimatica, el
desplazamiento de metales esenciales, y hasta la interferencia con la cadena de
transporte de electrones mitocondrial (Cuypers et al.,2010), estos factores podrian
explicar porqué los hepatocitos CW no pueden manejar el incremento de ERO y
sus consecuencias, como la oxidacion de proteinas inducida por el Cd aun en
concentraciones bajas del metal.

No obstante, los hepatocitos HC ya presentan una respuesta que previene la
oxidacion de proteinas inducida por el Cd, en gran medida porque se sabe que la
sobrecarga de colesterol promueve una respuesta hormética en los hepatocitos.
La simple acumulacién de grasa en el higado se asocia con un incremento de
lipotoxicidad, y como consecuencia se activan mecanismos protectores asociados
al control del estrés de reticulo endoplasmico, la produccién de ERO vy el estrés
mitocondrial (Perla et al.,2017). Asi, los hepatocitos HC despliegan mecanismos
antioxidantes antes de exponerse a Cd, presentando una respuesta mas eficiente

ante la segunda agresion.
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Adicionalmente, evaluamos el contenido de algunas proteinas claves en la
maquinaria antioxidante. Aunque se conoce que en condiciones fisiologicas el Cd
puede afectar la actividad enzimatica de superdoxido dismutasa, glutation
peroxidasa, glutation reductasa y catalasa (Valko et al.,2016) observamos que en
los hepatocitos HC expuestos a Cd no hubo cambios en el contenido de SOD1 y

catalasa, sugiriendo la participacion de otro mecanismo en el control de H;O..

Sin embargo, en estos mismos hepatocitos encontramos un incremento
significativo en el contenido de la y-glutamil-cisteinil ligasa (GCL) la enzima
heterodimérica regulada por NRF2, factor de sefalizacion sensible a estrés
oxidante, y que juega un papel importante en la sintesis de glutation (GSH)
(Krejsa et al.,2010). EI GSH es el principal péptido de bajo peso molecular con alto
contenido de grupos tioles presente en células vivas desde bacterias hasta
mamiferos, y se considera el antioxidante mas importante, ademas es
fundamental para reacciones de conjugaciéon con metales afines a grupos tiol y
semi-metales (Rubino,2015). Debido a que la fuente principal de GSH en el
humano es el higado, un incremento en los niveles de GCL sugiere un aumento en
la sintesis de GSH (Gaucher et al.,2018), por lo que se evaludé su contenido,

midiendo tanto el GSH reducido como el oxidado (GSSG).

Los datos muestran que los hepatocitos HC tratados con Cd incrementan el
contenido de GSH reducido. Tomando en cuenta que tanto la concentracion de
GSH asi como el cociente GSH/GSSG son marcadores de estrés oxidante y de la
homeostasis redox celular (Deponte,2017), los datos sugieren que los hepatocitos

con sobrecarga de colesterol expuestos a Cd incrementan la sintesis de GSH, lo
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que puede favorecer la conjugacion de GSH con el metal para reducir su toxicidad,
ya que se ha demostrado ampliamente que las reacciones de conjugacion de
metales pesados como Cd y mercurio (Hg) en mamiferos son la principal forma de

excrecion de estos metales (Rubino,2015).

Pese a que ha sido documentado que dietas altas en grasas disminuyen el
contenido de antioxidantes y este es un factor asociado con la progresion del dafo
del HGNA (Brunt et al.,2015), el tratamiento con 25 nM de CdCl, en hepatocitos
HC es suficiente para promover la sintesis de GSH y contrarrestar los efectos
prooxidantes del metal, de forma muy similar a lo reportado por (Thijssen et
al.,2007) quien describe un restablecimiento del estado redox y una respuesta
adaptativa en riidn de ratones expuestos a dosis bajas de Cd. A pesar de que las
células toleran los cambios inducidos por el Cd no se plantea un buen escenario,
ya que se ha reportado que la adaptacion a la exposiciéon con Cd puede inhibir la
apoptosis celular permitiendo la acumulacion de mutaciones criticas y el desarrollo

de cancer (Sharma et al.,2014).

Si bien, el incremento en la sintesis de GSH en hepatocitos HC mitiga la oxidacién
de proteinas, nos interes6 evaluar el contenido de metalotioneina-lIl ya que
sabemos que tiene un papel fundamental en la defensa contra la toxicidad del Cd
debido a que presenta una alta afinidad al metal y su union es responsable de la
acumulacién en los tejidos y su vida media larga en el organismo (Rani et
al.,2014). Los resultados indican que el Cd induce un incremento en el contenido
de MT-II de forma dependiente al tiempo de exposicidn, ademas de que la dieta

HC sin tratamiento con Cd (NT) también incrementa la MT-Il y la subsecuente
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exposicion a Cd en estos hepatocitos incrementa los niveles de proteina, incluso a

las 12 h de tratamiento.

Se ha documentado ampliamente la participacion de la MT-Il en el mantenimiento
del balance redox, la represion de radicales libres y el control de la actividad de
proteinas que contienen zinc, por ello se ha considerado que la MT-Il tiene un
papel protector contra la toxicidad inducida por metales pesados, principalmente
ante la exposicién a Cd. (Dziegiel et al.,2016). Sin embargo, se ha reportado que
las células que se adaptan al reto con Cd al incrementar la expresion de MT-I,
también se caracterizan por una capacidad reducida de reparar el dafio al ADN y

se vuelven mas resistentes a los estimulos apoptéticos (Potts et al.,2001).

El papel que juega la MT-Il en el HGNA no es claro (Ling et al.,2016), una
propuesta podria ser que debido a la generacion de ERO inducida por el exceso
de lipidos, se favorezca un incremento en la expresion MT-Il y su funcion
antioxidante. No obstante, los efectos producidos por el incremento de MT-II
deben estudiarse en cada contexto, ya que estudios recientes postulan una
interaccion de la MT con proteinas que participan en el proceso carcinogénico

(Nagamine and Nakajima,2013).

Nuestros datos indican que en hepatocitos con sobrecarga de colesterol, el Cd
incrementa la produccion de ERO en tiempos cortos, sugiriendo que estas
moléculas participan en procesos de sefalizacion y no promueven estrés oxidante,
ademas incrementa la sintesis de GSH y MT-Il lo que podria disminuir la toxicidad

del Cd, asi las células se adaptan a la agresion y sobreviven.
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Después de observar una respuesta hormética en los hepatocitos HC expuestos a
Cd, nos preguntamos cual seria la consecuencia en el contenido de lipidos en

estas condiciones.

Los datos de la tincidon con aceite rojo O, indican que la exposicién a Cd induce un
incremento de lipidos en los hepatocitos CW, que se hace mas notorio en los
hepatocitos HC tratados con el metal. La caracteristica principal del HGNA es la
acumulacion de triglicéridos en el citoplasma de los hepatocitos, aunque la esta
condicion de esteatosis simple se considera benigna, promueve un ambiente
favorable para el desarrollo de cambios inflamatorios en el higado, lo que se
reconoce como un precursor de estados mas severos de higado graso
(Matsuzawa et al.,2007). Como se ha demostrado en varios modelos
experimentales, la exposicion de células en cultivo a acidos grasos insaturados
resulta en un incremento significativo en el contenido de TG sin una disminucion
de la viabilidad celular (Alkhouri et al.,2009), no obstante, estas especies lipidicas
interactuan con factores pro-inflamatorios que favorecen el desarrollo de EHNA
(Yamaguchi et al.,2007).

Es importante considerar que muchos reportes indican que la acumulacién de
triglicéridos per se no es dafina para los hepatocitos ya que puede proteger al
higado al contener la acumulacion de precursores lipotoxicos representando, de
hecho, un mecanismo protector (Neuschwander-Tetri,2010, Musso et al.,2013).

En el modelo de esteatosis descrito por Mari (2006) y colaboradores se destaca el
hecho de que es el tipo de lipido mas que la cantidad de este el que determina la

susceptibilidad hepatocelular, teniendo singular importancia el colesterol libre.
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Cuando determinamos el contenido de colesterol libre, observamos que este lipido
se incrementa en los tratamientos con Cd tanto para hepatocitos CW como para
los HC, teniendo en estos ultimos un incremento mucho mas significativo a pesar
de que ya contaban con un exceso de colesterol debido a la dieta. Corroboramos
el resultado bioquimico usando filipina para localizar mediante fluorescencia el
colesterol no esterificado y observamos el mismo comportamiento, una respuesta

mas intensa en los hepatocitos HC.

Particularmente, el metabolismo alterado de colesterol puede tener efectos toxicos
promoviendo el desarrollo de EHNA a través de diversos mecanismos, por
ejemplo, al acumularse en membranas celulares como la plasmatica, mitocondrial
y nuclear la molécula de colesterol afecta la organizacion membranal y sus
propiedades fisicas alterando el funcionamiento de sus componentes tales como

transportadores y canales (Musso et al.,2013).

Los mecanismos celulares para la acumulacion de lipidos pueden ser resultado de
un exceso de ingesta en la dieta, variaciones en la lipogénesis de novo y su
oxidacion para generacion de energia o bien alteracion en su exportacion en
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) (Kawano and Cohen,2013).

Con el fin de evaluar el mecanismo por el cual se acumulan los lipidos se
determind si habia un incremento en la lipogénesis de novo. Para ello se evalu6
el contenido de la enzima limitante en la sintesis de acidos grasos (FASN). Los
resultados no mostraron diferencias entre los tratamientos, sugiriendo que este
proceso no esta implicado en la acumulacién de lipidos inducida por Cd, datos que

concuerdan que lo reportado previamente por otros grupos, (Alvarez et al.,2007)
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reportd que en ratas expuestas a concentraciones mM de Cd se modifica el perfil
lipidico prostatico, pero el contenido y la actividad de FASN permanecieron sin
variaciones. Adicionalmente, otro estudio en adipocitos expuestos a Cd, detalld
una disminucidn en la expresidn de fasn y acetil-coenzima A-carboxilasa alfa
(Acc1), genes relacionados con la sintesis de acidos grasos (Kawakami et

al.,2013).

Se considero importante evaluar la autofagia, ya que en la literatura existen datos
que consideran a la autofagia como una via poco estudiada y con implicaciones
importantes en el manejo del exceso de lipidos en los hepatocitos (DeBosch et
al.,2016).

La autofagia es una via intracelular lisosomal de degradacion que funciona
promoviendo la sobrevivencia celular al proveer energia en momentos de estrés o
para remover organelos y proteinas dafadas.

Singh reportd que la autofagia regula el metabolismo de lipidos al eliminar
triglicéridos y asi prevenir el desarrollo de esteatosis (Singh et al.,2009). Existen
también reportes donde se sefiala que hay una disminucion de la autofagia en el
higado graso en condiciones que lo predisponen a la EHNA (Stankov et al.,2012,

Gonzalez-Rodriguez et al.,2014).

Con base en ello, determinamos el contenido de dos proteinas clave en la
autofagia. En condiciones fisiolégicas, SQSTM1/p62 esta bien caracterizado como
substrato para la formacion de los autofagosomas, mientras LC3-I se combina con
fosfatidiletanolamina para formar LC3-Il, esta forma lipidada es constituyente de

las membranas de los autofagosomas. Al finalizar el proceso LC3-Il se disocia y
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vuelve a LC3-l, mientras que p62 se degrada; asi el flujo de autofagia esta
determinado por el incremento en LC3-Il y la degradacion de p62 (Klionsky and

Zughaier,2016).

En este estudio observamos que en los hepatocitos HC expuestos a Cd, el
contenido de LC3-Il disminuyé en forma dependiente del tiempo, mientras los
niveles de p62 se mantuvieron, lo que nos sugiere un defecto en la autofagia que

podria conducir a la acumulacién de lipidos en este modelo experimental.

Como consecuencia, durante la disminucion de la macroautofagia se disminuye la
tasa lipolitica de TG y colesterol de las gotas lipidicas provocando un incremento
en la esteatosis después de un reto lipidico (Singh et al.,2009). Para comprobar
los resultados, utilizamos trealosa (Th) un disacarido natural que induce la
autofagia en los hepatocitos, al menos en parte, inhibiendo la toma de hexosas
para activar la ruta de senalizacion dirigida desde AMPK hacia ULK1 (DeBosch et

al.,2016).

Observamos que en el pre-tratamiento con Th seguido de la exposicion a Cd, el
contenido de lipidos, determinado mediante la tincion con aceite rojo O, disminuy6
notablemente en comparacion con los hepatocitos CW y HC que unicamente se
exponen a Cd. Simultaneamente LC3-ll se incrementa y p62 disminuye. La
respuesta es mas notoria en los hepatocitos CW, lo cual podria sugerir que: 1) la
autofagia debe considerarse como uno de los mecanismos implicados en la
acumulacion de lipidos bajo la exposicion a Cd, sin embargo, aun deben

explorarse otros procesos como la oxidacion y exportacion de lipidos, 2) los lipidos
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remanentes en las células HC después de activar la autofagia con Th, se deben a
la dieta y no al tratamiento con Cd y 3) el tipo de lipido que se acumula en
hepatocitos HC expuestos a Cd puede ser una variante adicional en el manejo del

exceso de lipidos por autofagia.

Es importante sefialar que el pre-tratamiento con Th fue antes de la exposicidon a
Cd, es decir, tratamos de promover la autofagia que se afecta en presencia del
metal, asi, los lipidos remanentes en los hepatocitos HC son consecuencia de la
dieta alta en colesterol con la que se alimentaron los ratones. Sila Th se empleara
antes de la dieta HC, los lipidos disminuirian a los niveles basales de los
hepatocitos CW, como lo demostr6 DeBosch, utilizando Th previamente al
tratamiento con fructosa o acidos grasos en hepatocitos primarios, y encontré una
disminucion en la acumulacién de lipidos inducida por estos estimulos (DeBosch

et al.,2016).

A nivel molecular, se ha postulado que AMPK y mTORC1 regulan la autofagia a
través de fosforilaciones coordinadas (Klionsky and Zughaier,2016). En este
proceso mMTORC1 es el regulador negativo que bloquea la iniciacion de la
autofagia, mientras que AMPKa es el regulador positivo al inhibir la activacion de

mTORC1 (Wang,2016).

En este sentido, exploramos la ruta molecular involucrada determinando la forma
activa de mTORC1, asi como su proteina reguladora Raptor y la activacion de uno
de sus blancos moleculares candnicos p70S6K1; adicionalmente, examinamos la

fosforilacion de la subunidad catalitica de AMPK. Encontramos que en los
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hepatocitos HC expuestos a Cd se incrementa la fosforilacion de mTORC1 asi
como el contenido de Raptor y la fosforilacion de p70S6K1, mientras se disminuye
la fosforilacion de AMPKa, resultando en una inhibicion de la autofagia. Por el
contrario, cuando usamos Th como pre-tratamiento, la via de sefalizacién se
invirtio, la forma activa de mTORC1 disminuy6 al igual que su regulador Raptor,
mientras que la fosforilacion de AMPKa se incrementd, restableciendo la
sefalizacion para iniciar la autofagia. DeBosh demostré que la Th puede inducir un
estado de “inanicion funcional” que activa la sefalizacion dirigida por AMPK y la
inhibicién de mTORC1 limitando la acumulacién de triglicéridos en los hepatocitos

(DeBosch et al.,2016).

Finalmente, usando Th y rapamicina (inhibidor de mTORC1) como pre-
tratamiento, evaluamos tanto el contenido de lipidos como de colesterol libre
encontrando que ambos disminuyeron, lo que sugiere la participacidon activa de la
via de sefalizacién candnica de autofagia regulada por la activacion de AMPK y la

inhibicién de mTORC1 (Zhang,2013).

Nuestros datos sugieren una participacion importante de la macroautofagia en la
regulacion del almacenamiento de lipidos inducido por Cd en hepatocitos, e
implica que las alteraciones en esta via pueden ser un mecanismo que agrave la

esteatosis hepatica.
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10. Conclusion

En conclusion, se sugiere un mecanismo celular implicado en la acumulacion de
lipidos inducida por el Cd en hepatocitos con sobrecarga de colesterol. Nuestros
datos indican que hepatocitos con sobrecarga de colesterol promueven una
respuesta adaptativa ante la toxicidad aguda ejercida por el Cd, a través de
incrementar proteinas anti-apoptoéticas, balancear el incremento de ERO con la
sintesis de GSH y MT-Il y finalmente inhibir la autofagia, favoreciendo la
acumulacion de lipidos y las condiciones necesarias que pueden agravar el

HGNA.

Profundizar en el estudio de estas respuestas celulares y sus mecanismos
moleculares debe ser el siguiente acercamiento para identificar blancos
terapéuticos que ayuden a contrarrestar la progresiéon del higado graso no

alcoholico.
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Metabolic factors are the major risk of non-alcoholic fatty liver disease, although other factors may contribute
steatosis. Cadmium exposure produces histopathological and molecular changes in liver, which are consistent
with steatosis. In the present study, we describe the effect of low cadmium acute treatment on hepatocytes
obtained from mice fed with a high cholesterol diet. Our data suggest that hepatocytes with cholesterol overload
promote an adaptive response against cadmium-induced acute toxicity by up-regulating anti-apoptotic proteins,
managing ROS overproduction, increasing GSH synthesis and MT-II content to avoid protein oxidation.

Cadmium treatment increases lipid content in cholesterol-fed mice hepatocytes because of an impaired autop-
hagy process. Our data suggest an essential function of macroautophagy in the regulation of lipid storage in-
duced by Cd on hepatocytes, that implies that alterations in this pathway may be a mechanism that aggravates

hepatic steatosis.

1. Introduction

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most common cause
of liver disease worldwide, with a prevalence of 15%-30% in Western
populations (Calzadilla and Adams, 2016), meanwhile in childhood the
estimated prevalence of NAFLD in obese children is rising to 40-70%.
The hallmark of NAFLD is lipid accumulation in the hepatocytes that
defines liver abnormalities ranging from simple steatosis to nonalco-
holic steatohepatitis (NASH) with or without cirrhosis development
(Streba et al., 2015).

Different cellular organelles have distinct and tightly regulated
cholesterol content and lipid composition, with vast majority 60-90%
of total cholesterol residing in the plasma membrane, the endoplasmic
reticulum and mitochondria have lower content (3-5% of the total
cellular cholesterol) and are highly sensitive to membrane fluidity loss
induced by cholesterol enrichment (Luo et al., 2017).

In consequence cholesterol overload in the liver has been strongly
associated to an enhancement of the damage due to a second insult such
alcohol, bile duct ligation, or chemicals, these finding have positioned
this lipid as a key determinant in the liver disease progression (Musso
et al.,, 2013). Mari et al. (2006) reported that free cholesterol accu-
mulation, but not triglycerides or free fatty acids play a key role as a
first hit, because it sensitizes to inflammatory cytokines-mediated
steatohepatitis (NASH). According to this, previous studies from our lab
reported that cholesterol overload is a determinant factor that could
maintain or aggravate the alcohol-induced liver damage (Lopez-Islas
et al., 2016), besides a high-cholesterol diet can lead to oxidative stress
that aggravates steatosis (Dominguez-Perez et al., 2016) and it had
been proposed that patients with cholesterol liver overload could have
more risk of developing clinical complications associated with choles-
tasis (Nuno-Lambarri et al., 2016). Thus, it is clear that cholesterol
overload is a hallmark in the progression and poor prognosis of liver
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diseases.

The mechanisms for NAFLD pathogenesis are not completely un-
derstood. Nevertheless, recent studies suggest that autophagy is another
way to degrade lipids besides cytosolic lipases (Ueno and Komatsu,
2017). Treatment with rapamycin, a pharmacological stimulator of
autophagy, significantly decreases lipid droplets (Farah et al., 2016).
Autophagy, is a ROS-dependent process (Basit et al., 2017) that facil-
itate lipid elimination on procedure that has been termed lipophagy.
The initial finding that prompted interest in the involvement of au-
tophagy in NAFLD was that macroautophagy mediates hepatocyte
metabolism of intracellular lipids (Czaja, 2016), because both a phar-
macological inhibition of autophagy and genetic knockdown of key
autophagy genes increased lipid content in cultured hepatocytes in
response to lipid challenges such as free fatty acid supplementation
(Singh et al., 2009).

Cadmium (Cd) a rare, but widely dispersed element, is found
naturally in the environment, but has been widely dispersed by dif-
ferent anthropogenic activities. Once in the environment, Cd moves
easily through the soil and is taken up into the food chain (Sandbichler
and Hockner, 2016) (Song et al., 2017). Human uptake occurs mainly
by diet and exposure to cigarette smoke (Sekovanic et al., 2018).

Cd levels in the body increase over time because its slow elimina-
tion, and the principal organs affected by cadmiurhs toxicity are kid-
neys, liver, testes, bones and some of the cardiovascular system
(Messner et al., 2016).

Different reports show that Cd produces cellular toxicity through
different mechanisms like ionic mimicry (Souza et al., 1996, Souza
et al., 1997, Choong et al., 2014) DNA damage (Lopez-Ortal et al.,
1999) oxidative stress (Souza et al., 2004, Souza et al., 2009), protein
mis- or unfolding malfunction and eventually endoplasmic reticulum
(ER) stress (Thevenod and Lee, 2013).

Cadmium-induced reactive oxygen species (ROS) can interact with
the cellular defense via the activation of MAPKs and other signaling
pathways (Escobar et al., 2009, Martinez et al., 2013, Nemmiche, 2017)
which promote the expression of metal binding proteins, such as me-
tallothioneins (MTs) and some antioxidant enzymes, as superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione cysteine ligase (GCL)
(Shinkai et al., 2016).

Metabolic disorders are major risk factors for NAFLD, although
other factors may also contribute to development of fatty liver disease.
Lin (Lin et al., 2017) suggests a significant association between ex-
posure to soil heavy metals and fatty liver disease in lean men. Besides
environmental Cd exposure has been associated with hepatic necroin-
flammation, NAFLD and NASH in men (Hyder et al., 2013). Epide-
miology studies found that NAFLD, common in USA adults, is asso-
ciated with Cd burden (Go et al., 2015). Moreover Cd exposure
exacerbates severe hyperlipidemia and fatty liver changes in zebrafish
via enhancement of cholesteryl ester transfer protein (CETO) activity
(Kim et al., 2017). In this study the aim was to explore the effect of an
acute Cd treatment on hepatocytes with a cholesterol overload.

2. Materials and methods
2.1. Animal model

CD-1 male mice (8-10-weeks-old) were maintained in pathogen-free
conditions with controlled temperature and humidity on a 12h light-
dark cycle. The experimental protocol was approved for the Ethic
Animal Care Committee of the Universidad Autonoma Metropolitana.
All animals were maintained in specific pathogen-free housing and
cared for in accordance with the NIH Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals.
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2.2. Experimental design

2.2.1. Mice

Twenty 8-weeks-old CD-1 mice were randomly separated in two
groups: the first one was fed with a high cholesterol diet (HC, 1%
cholesterol and 0.5% sodium cholate, Dyets, Inc.) for 48 h the second
group was fed with control standard Chow diet (CW, Purina #5001) for
the same time. A control group was fed with sodium cholate (0.5%)
supplemented Chow diet. Animals received water ad libitum.

2.2.2. Histological analysis

After treatments, animals were weighed and sacrificed; livers were
excised and weighed. Liver sections from HC and CW mice were fixed in
absolute ethanol and embedded in paraffin for routine hematoxylin and
eosin (H&E) staining.

2.2.3. Primary mouse hepatocytes isolation and culture

Hepatocytes were isolated by the two-step collagenase perfusion
technique as previously described (Clavijo-Cornejo et al., 2013).
Freshly isolated hepatocytes were seeded at 254,000 cells/cm? in Petri
dishes (Corning, USA) using Williams’ E medium supplemented with
10% (v/v) fetal bovine serum (FBS, Hyclone Laboratories Inc., Logan
Utah, USA). The cells were incubated at 37 °C (5% CO, and 95% air at
saturation humidity) and checked for adherence of monolayer after 4 h.
Once adhered, the cells were washed with phosphate-buffered saline
(PBS) and the medium was replaced for a serum-free basal hepatocyte
growth medium. The following day, cells were treated or not with
serum-free basal growth medium with 25 nM CdCl,.

2.2.4. Cadmium treatment

Hepatocytes were treated with CdCl, for different times (5, 10, 15,
30min, 1, 3, 6 or 12h). After Cd treatment, cells were washed twice
with PBS, and cells were lysed. Control cells without CdCl, were seeded
at the same time. All experiments were conducted at least by triplicate.

2.3. Cell viability

Cell viability was evaluated by crystal violet-staining assay as de-
scribed by (Nakagawa, 1996).

2.4. Analysis of liver function

Serum activity of aspartate aminotransferase (AST) and alanine
aminotransferase (ALT) were determined by automated method using
Reflotron Plus (Roche Diagnostics, Barcelona, Spain).

2.5. Neutral lipid determination

Cells incubated or not with CdCl,, were washed carefully with PBS
pH 7.4 after treatment. Oil red O staining was performed as described
by Hernédndez et al. (Hernandez et al., 2015). Briefly, hepatocytes were
fixed with 4% paraformaldehyde for 10 min and stained with 0.2%
freshly prepared Oil Red O (ORO) solution for 1 h. After rinsing with
PBS, cells were counterstain with hematoxylin. After obtaining re-
presentative images, Oil red O was removed using 1 ml of isopropyl
alcohol for 10 min, followed by gently extraction. Oil red O optical
density measurement was done at wavelength 510 nm.

2.6. Free cholesterol determination with filipin staining and quantification

Isolated hepatocytes were fixed with formalin 10% for one hour at
room temperature. For free cholesterol determination, cells were in-
cubated with filipin as previously reported (Lopez-Islas et al., 2016).
After 3 final washes in PBS, cells were mounted and confocal (NLO780
Carl Zeiss) microscopy images were collected using UV light excitation.
The quantification of free cholesterol was assessed using the Total
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Cholesterol Assay Kit (Cell Biolabs, Inc., San Diego CA, USA) following
the manufacturer instructions.

2.7. Reactive oxygen species (ROS) detection

Intracellular ROS was monitored by the incorporation of 6-carboxy-
2/, 7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) (Sigma Aldrich)
for peroxides and the by dihydroethidium (DHE) for superoxide anion.
Hepatocytes were exposed to 25nM of CdCl, at different periods of
time. After treatment, cells were washed with PBS and incubated with
5uM DCFH-DA or 1uM DHE respectively for 15min at 37 °C. The
fluorescence intensity was observed in an AX10 Inverted Fluorescence
Microscope (Axio Observer Z1 Zeiss) as previously reported (Enriquez-
Cortina et al., 2017).

2.8. Protein oxidation

Carbonyl modification of proteins is a key biomarker for the iden-
tification of oxidative stress and was addressed by using Oxyblot
Protein Oxidation Detection kit (Millipore, Darmstadt, Germany) ac-
cording to the manufacturer instructions.

2.9. Glutathione content

Reduced (GSH) and oxidized (GSSG) glutathione were determined
using the Glutathione assay kit (Sigma Aldrich, St Louis Missouri, USA)
according to the manufacturer instructions. The biological samples are
first deproteinized with the 5% 5-Sulfosalicylic Acid Solution, cen-
trifuged to remove the precipitated protein, and then assayed for glu-
tathione. The measurement of GSH uses a kinetic assay in which cata-
lytic amounts (nmoles) of GSH cause a continuous reduction of 5,5
—dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) to TNB, and the GSSG formed
is recycled by glutathione reductase and NADPH. The GSSG present will
also react to give a positive value in this reaction. To avoid fast oxi-
dation of GSH we kept the samples at 28 °C during the assay.

2.10. Cell lysis and western blot

Hepatocytes were washed twice with ice-cold PBS after treatment.
Cells were collected and centrifuged to obtain the pellet, that was re-
suspended 100 pl of lysis buffer: 20 mM Tris-Base, 150 mM NaCl (J.T.
Backer) and 1% Igepal pH 8.0, supplemented with proteases inhibitor
and phosphatases inhibitor COMPLETE and phosSTOP respectively
(Roche Diagnostics, Barcelona, Spain) (Table 1).

Western blot procedure was performed as we previously reported

Table 1
Western blot Antibodies.

Primary MW kDa  Host Dilution  Brand
1 Actin 42 Mouse  1:10000 Sigma, A3854
2 Bax 23 Rabbit  1:200 Santa Cruz, sc-6236
3 BcL-2 26 Rabbit  1:200 Santa Cruz, sc-492
4 Catalase 60 Rabbit  1:10000  Sigma Aldrich, c0979
5 Cleaved Caspase-3 17,19 Rabbit  1:1000 Cell Signaling, 9661
6 GCL 73 Mouse  1:200 Santa Cruz, sc-166356
7 LC3B(IyID 17,19 Rabbit  1:1000 Cell Signaling, 27758
8 Metalothionein 15 Mouse  1:500 Enzo, ADI-SPA-550
9 mTOR 289 Rabbit  1:1000 Cell Signaling, 2972
10 p62/SQSTM1 62 Rabbit  1:1000 Cell Signaling, 5114
11  P70S6K1 70,85 Rabbit  1:1000 Cell Signaling, 9202
12 pAMPK-a 62 Rabbit  1:1000 Cell Signaling, 2535
13 pmTOR 289 Rabbit  1:1000 Cell Signaling, 2971
14  pP70S6K1 70,85 Rabbit  1:1000 Cell Signaling, 9205
15  Raptor 150 Rabbit  1:1000 Cell Signaling, 2280
16 SOD1 23 Rabbit  1:200 Santa Cruz, sc-11407
17 SOD2 25 Rabbit  1:1000 GeneTex, GTX116093

Antibodies used in the study.
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(Valdes-Arzate et al., 2009). Bax and Bcl-2 (Santa Cruz, 1:200),
Cleaved-Caspase 3, LC-3 and p62 (Cell Signaling, 1:000), MT-II (Enzo,
1:200) and Actin (Sigma Aldrich) as loading control were detected by
this technique. Immunodetection was performed using primary anti-
body listed in Table 1. Secondary antibody was horseradish peroxidase-
conjugated and was used according primary antibodies. Blots were re-
vealed using luminol. Protein bands were scanned and the band in-
tensities quantified using a densitometer Imaging System (Gel Logic
1500, Kodak).

2.11. Protein content determination

Total protein concentration was determined using the bicinchoninic
acid (BCA) (Pierce Chemical, USA) assay according to the
manufacturefs instructions.

2.12. Statistical analysis

The data are presented as mean = S.E. for at least three in-
dependent experiments carried out by triplicate. Comparisons between
groups were made using ANOVA test with a Tukey post-hoc analysis.
Differences were considered significant at p < 0.05. The Prism soft-
ware version 6 was used to run the analysis.

3. Results
3.1. High cholesterol diet induces steatosis and liver damage

Previously, our group published that a high cholesterol diet (2%
cholesterol, 0.5% sodium cholate) induces liver overload of cholesterol
and neutral lipids, conditioning to hepatocellular damage and liver
disease. In the present work, we have decreased the percentage of
cholesterol to 1%, in order to figure out the impact of a lesser choles-
terol intake. Although the content of cholesterol in the diet was de-
creased liver remains uploading cholesterol and damage is still present.
After 48 h under cholesterol diet, mice were sacrificed. Fig. 1A shows
gross inspection of the livers where you could observe hepatomegaly,
vesicular hypertrophy and the characteristic pale color of the fatty liver
comparing with control diet. Hepatomegaly was confirmed by liver to
body weight ratio (Fig. 1B).

The hepatic histology by H&E routine staining (Fig. 1C) showed
slight micro vesicular steatosis. Also, there are swollen and bigger he-
patocytes as well as presence of inflammatory infiltrate (yellow arrow)
in HC mice compared with CW. No difference was found in mice fed
with sodium cholate (0.5%) supplemented diet (Supplementary
Fig. 1A) comparing with CW, corroborating that cholate did not induce
physiological or morphological changes.

A significant increment of AST and ALT activity were determined in
HC mice, clearly indicating liver damage with HC diet (Fig. 1D). The
use of a diet with a lesser cholesterol content (1%) than previous works,
clearly shows that liver lipid overload and damage persist.

Hepatocytes isolated from HC mice and cultured for 24 h were hy-
pertrophic exhibiting a remarkable increase in lipid content judged by
bright field microscopy and by ORO staining respectively (Fig. 2A-B),
compared with CW; quantification of oil red clearly showed higher
content of lipids in HC hepatocytes than CW (Fig. 2C). Cholesterol
overload was corroborated with free cholesterol determination (Fig. 2
D).

3.2. Hepatocytes from HC animals exhibit Cd-induced apoptosis resistance.

Cell viability was determined by crystal violet-staining assay, and
we found that Cd decreased cell viability in both, HC and CW hepato-
cytes in a concentration and time dependent manner. Surprisingly, HC
cells had greater viability than hepatocytes from mice with Chow diet
in the presence of low Cd concentration treatment after 3 h exposure in
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all times determined (Supplementary Fig. 2). In order to address the
molecular events exerted by Cd on cholesterol overloaded hepatocytes
we chose 25 nM CdCl,, a concentration that preserves the highest sur-
vival percentages at 12 h of treatment, 77.1% and 84.7% in CW and HC
respectively (Fig. 3).

To corroborate this finding, we evaluated the expression of Bax and
Bcl-2 by Western blot in CW and HC hepatocytes exposed to 25nM
CdCL,. Interestingly, the Bax to Bcl-2 ratio exhibited a significantly
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Fig. 1. Cholesterol overload model estab-
lishment. Mice were fed with CW diet or HC
diet for 48 h. (A) Livers were isolated and
photographed for morphology recording. (B)
Liver/Body weight rate. (C) Representative
micrographs of H&E staining (200X). (D)
Plasma AST and ALT levels. Results are ex-
pressed as international units (UI). Each bar
represents the mean S.E. of at least five dif-
ferent animals. *Significantly different from
CW (p < 0.05).
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decrease in HC cells treated with Cd in all times determined (Fig. 4A),
suggesting apoptosis resistance. At the same time caspase 3 activation
was addressed by Western blot, Fig. 4B shows that caspase 3 was sig-
nificantly decreased in HC cells treated with Cd, comparing with CW
cells, indicating that apoptosis was decreased in HC hepatocytes treated
with Cd.

Fig. 2. Hepatocyte primary culture mor-
phology. (A) Representative bright field mi-
croscopy images. (B, C) Oil red O staining of
CW and HC diet hepatocytes (320 x) and
quantification. Each bar represents the mean
S.E. of at least five different animals.
*Significantly different from cw
(p < 0.05). (D) Free cholesterol quantifica-
tion. Results are expressed in nmol/mg pro-
tein. Each bar represents the mean S.E. of at

D) 100- least five different animals. *Significantly
different from CW (p < 0.05).
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Fig. 3. Effect of CdCI2 treatment on primary cultured mice hepatocytes viability. CW
hepatocytes or HC hepatocytes were exposed to 25nM CdCl, for 1, 3, 6 and 12h and
viability was determined by crystal violet-staining assay. Results are expressed as percent
viability vs. non-treated cells. Each bar represents the mean S.E. of at least three in-
dependent experiments. *Significantly different from NT CW (p < 0.05) and # sig-
nificantly different from NT HC (p < 0.05).

3.3. HC hepatocytes exhibited a higher control against Cd induced oxidative
stress

ROS are one of the main modulators of cell death and survival, then
we proceeded to determine ROS content by DCFH-DA (Fig. 5A) for
peroxides; and DHE (Fig. 5 B) for superoxide. In both cases, Cd induced
ROS production peaking at 10-15min in CW cells, however HC cells
exhibited a sustained superoxide production, even in not treated Cd
cells with no changes observed in the course of the experiment. Per-
oxides production showed a time course response, increasing since
5min and returning to control values at 60 min (Fig. 5B). This result
was corroborated by the analysis of protein oxidation addressed by
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Oxyblot (Fig. 5C). Next we determined the content of SOD1, catalase,
GCL and MT-II. A marked increase in GCL content was found in HC
hepatocytes in a time dependent manner. A relevant increase of MT-II
was found, particularly in HC cells (Fig. 5D). GSH/GSSG ratio increased
during the course of the experiment, showing the greatest value in HC
hepatocytes treated during 12h with Cd (Fig. 5E). This last result
showed that GSH synthesis was higher in 12h Cd treated HC hepato-
cytes, compared with Cd treated CW cells at the same time, suggesting
that HC cells are more capable to control oxidative damage induced by
Cd treatment.

3.4. Cadmium exacerbates the lipid content on hepatocytes

In order to evaluate the effects of Cd in the lipid content, we de-
termined the neutral lipids on hepatocytes from animals under both
diets. Remarkably, Cd by itself, induced a rapid accumulation of lipids,
determined by ORO. This effect was exacerbated in HC hepatocytes
(Fig. 6A-C), being 2.7-fold increase at 12 h of Cd treatment. Also, at this
time, free cholesterol content is considerably increased, 3.1-fold in
CW + Cd cells, and 2.4-fold in HC + Cd cells, comparing with not
treated cells (Fig. 6D). Filipin staining confirmed the free cholesterol
content in CW and HC hepatocytes treated with Cd (Fig. 6E).

3.5. Cadmium impairs autophagy in HC hepatocytes

Previous result shows that Cd increased lipid content even in those
hepatocytes obtain from Chow diet fed mice (Fig. 7A). As autophagy is
one of the key mechanism in lipid clearance in cells (Czaja, 2016), we
proceeded to explore if Cd impaired autophagy. We addressed the
protein levels of the two key molecules involved in autophagy, Fig. 7B
shows the integral autophagosome membrane protein microtubule-as-
sociated protein light chain 3 (LC3) form I and its conversion to form II
and p62/sequestosomel, a protein that is degraded by complete au-
tophagy. Fig. 7B shows an increased in LC-3II at 3 h of exposure and an
decreased in p62 in CW hepatocytes treated with Cd. Contrary to this,
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Fig. 4. Cholesterol overload restrains cadmium-induced apoptosis. (A, B) Densitometric analysis with representative western blots of Bax/Bcl-2 rate and Cleaved-caspase 3, respectively.
Hepatocytes were exposed to 25 nM CdCl, for different times. The total protein was extracted and prepared for western blot. The results are expressed as fold increase compared with CW
not treated cells (NT). Each bar represents the mean S.E. of at least three independent experiments. *Significantly different from NT CW (p < 0.05) and # significantly different from NT

HC (p < 0.05).
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Fig. 5. Cholesterol overload increases cadmium-induced ROS generation. The cells exposed to 25 nM CdCl, for 5, 10, 15, 30 and 60 min. Intracellular ROS formation was determined by
(A) 2’, 7-Dichlorofluorescin-diacetate (DCFH-DA) fluorescence for peroxides and (B) Dihydroethidium (DHE) fluorescence for superoxide anion. Representative inverted fluorescence
microscopy images (200X). (C) The total protein was extracted and prepared for Oxyblot. (D) The total protein was extracted and prepared for western blot. Representative images of at
least three independent experiments. (E) The cells were exposed to 25 nM CdCl, for 6 and 12h. GSH and GSSG were measure, results are expressed as fold increase of GSH/GSSG rate
compare with non treated cells. Each bar represents the mean S.E. of at least three independent experiments. *Significantly different from NT CW (p < 0.05), # significantly different
from NT HC (p < 0.05).

hepatocytes from HC mice show a decrease in LC-3 II protein, and p62
content do not change, suggesting that autophagy is impaired by Cd

autophagy, improves the lipid clearance on hepatocytes. We used tre-
halose (Th), a glucose-glucose disaccharide that has garnered attention

(Supplementary Fig. 4). The presence of cholesterol seems to abrogate
this process, judged by the prevalence of p62 along time.
We proceeded to prove if the opposite process, activation of

for stimulating cellular autophagy in several cell types, specifically in-
hibiting hexoses uptake (DeBosch et al., 2016); cells were pre-treated
with 100 mM Th for 30 min before Cd exposure. Fig. 7C showed a
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Fig. 6. Effect of CdCI2 treatment on lipid content. A) CW hepatocytes or (B) HC hepatocytes were exposed to 25 nm CdCl, for different times. Representative bright field images with Oil
red O staining (400X). (C) Optical density of Oil red O at 520mn, results expressed as fold vs. non treated cells. Each bar represents the mean S.E. of at least three independent
experiments. *Significantly different from NT CW (p < 0.05) and * significantly different from NT HC (p < 0.05). (D) Free cholesterol quantification. Results are expressed in nmol/mg
protein. Each bar represents the mean S.E. of at least five different animals. *Significantly different from CW (p < 0.05) and * significantly different from NT HC (p < 0.05). (E)

Representative confocal fluorescence images of Filipin stain (400 x).
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Fig. 7. Cadmium impairs autophagy. The CW and HC hepatocytes were exposed to 25nM CdCl, for 1, 3, 6 and 12h. (A) Representative bright field images with Oil red O staining
(200 x). (B) The total protein was extracted and prepared for Western blot. Representative Western blot of LC3-II and p62, actin was used as loading control. (C) CW and HC hepatocytes
were pre-treated with 100 mM of trehalose for 0.5 h, after that were exposed to 25 nM CdCl, for different times. Representative bright-field images with Oil red O staining (200 x ). (D)

The total protein of pre-treated cells was extracted and prepared for Western blot. Representative Western blot of LC3-II and p62, actin was used as loading control.
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exposed to 25 nm CdCI2 for 12 h. Representative bright-field images with Oil red O staining (200X). (D) Free cholesterol quantification. Results are expressed in nmol/mg protein. Each

bar represents the mean +
confocal fluorescence images of Filipin stain (200X).

decreased in neutral lipid content in all treatments. Additionally p62
content decreased in HC hepatocytes pretreated with Th and exposed to
Cd (Supplementary Fig. 4).

3.6. Cadmium modulates mTORC1 and AMPK signaling pathways to
impair autophagy.

Next we assayed the protein content of the main signaling pathway
associated to autophagy. Fig. 8A shows that mTOR is over-activated in
HC hepatocytes without Cd treatment. It is known that mTOR is an
autophagy-suppressive regulator that integrates growth factor, nutrient
and energy signals. The inhibition of mTOR leads to the induction of
autophagy, and AMPK activity is generally antagonistic toward mTOR
function (Kim et al., 2011, Klionsky and Zughaier, 2016, Ueno and
Komatsu, 2017). Western blot analysis of the mTOR signaling pathway
(Fig. 8A) shows that HC hepatocytes showed increased content of
mTOR phosphorylation (Ser2448) as well as its regulator Raptor and
the phosphorylation of its downstream p70S6K (Thr 389), and dimin-
ished the phosphorylation (Thr 172) of the subunit alpha (catalytic) of
AMPK. This effect is maintained with Cd treatment until 3h (Supple-
mentary Fig. 4).

Later, we evaluated the same signaling pathway in cells pre-treated
with trehalose in Fig. 8B we observed the contrary response, mTOR
activation as well as its downstream protein levels were decreased,
meanwhile AMPK phosphorylation was elevated.

To determine whether these signaling pathways have a direct par-
ticipation in the lipid accumulation induced by Cd and the basal levels
recovered after trehalose treatment, we measured the neutral lipids and
free cholesterol content in presence of Th or rapamycin. We found that
both Th and rapamycin pre-treatments decreased neutral lipids
(Fig. 8C) and free cholesterol (Fig. 8D and E) as control values,
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S.E. of at least five different animals. *Significantly different from CW (p < 0.05) and * significantly different from NT HC (p < 0.05). (E) Representative

confirming the direct participation of impaired autophagy and the
signaling pathways of mTORC1 and AMPK-a in Cd-induced lipid ac-
cumulation.

4. Discussion

In this study, we used hepatocytes obtained from mice fed with a HC
diet to analyze the response of low concentration Cd exposure. The
results suggest that cholesterol overload restrains Cd toxicity main-
taining cell viability, decreasing apoptotic signals and protein oxida-
tion, increasing GSH/GSSG ratio, inducing an increase in lipid content
and free cholesterol accumulation, and impairing autophagy that alters
metabolic regulation and stress response.

The progression of NAFLD is a multifactorial process in which the
inflammation and oxidative stress are involved (Katsiki et al., 2016). A
high fat diet is an important contributor to NAFLD, emerging experi-
mental and epidemiological data suggesting that disturbed hepatic
cholesterol homeostasis and free cholesterol accumulation are relevant
to the pathogenesis of NAFLD and its progression to NASH (Arguello
et al., 2015). Recent data show that Cd oral exposure of mice, which
produces liver concentrations similar to those found in humans from
dietary exposures, produced histopathological and molecular changes
in liver, which were consistent with fatty liver disease. In the present
work we used a dietary model to induce cholesterol overload in the
liver to analyze the effect of low Cd concentration under this condition.

The results demonstrated that CW hepatocytes exposed to Cd de-
creased cell viability in a concentration and time dependent manner
corresponding to previous data in our group (Martinez et al., 2013).
However, although HC hepatocytes had the same time-dependent re-
sponse, they show higher viability percentages at all times, suggesting
that these cells are able to resist Cd toxicity. As HC hepatocytes increase
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MT-II, the decrease Cd toxicity could be explained because MT-II could
scavenge the metal, resulting in the increase in cell viability. HC he-
patocytes also display antiapoptotic response against Cd treatment.

HC hepatocytes exposed to Cd significantly increased Bcl-2 while
reduced Bax and active caspase-3 content, in relation with CW hepa-
tocytes. These results could be considered as an acute response of HC
hepatocytes against Cd, which could lead a survival and adaptive en-
vironment. Other study links the overexpression of Bcl-2 with an hor-
metic response (Luna-Lopez et al., 2013). Previous exposure to high
cholesterol content allows hepatocytes to respond quickly to the second
aggression with Cd. The presence of hormesis induced by cholesterol in
the hepatocytes may be related to activation of adaptive pathways.

Cadmium exerts differential response, depending on concentration,
exposure time and cell type. Previous data from our group showed that
Cd mainly produces oxidative stress on WRL-68 and HepG2 cell lines
(Souza et al., 2004, Souza et al., 2009). In this work, we present evi-
dence that Cd induces an early ROS production in both CW and HC
hepatocytes. We evaluated the oxidized proteins content and could
observer that while CW hepatocytes are not able to handle cadmium-
induced protein oxidative damage, HC hepatocytes prevent protein
oxidation by Cd, probably due to the MT-II that has an antioxidant
effect in HC hepatocytes.

Additionally, within the antioxidant proteins that were evaluated,
we observed that HC hepatocytes maintained constant levels of SOD1
and catalase, but they significantly increased the content of GCL, a
limiting enzyme in the synthesis of GSH, considered as one of the most
important antioxidants at the cellular level. This result was corrobo-
rated by increased content of GSH in the HC hepatocytes exposed to Cd.
It seems that Cd 25nM in HC hepatocytes promotes GSH synthesis
counteracting the pro-oxidant effects of this metal and the response is
greater than in CW hepatocytes due to the previous aggression with
cholesterol. These results support previous data reported by Thijssen
et al. (2007) which a re-establishment of the redox state and an adap-
tive response in the kidney of mice exposed to low doses of Cd were
reported. Although the increase in the synthesis of GSH in HC cells
mitigates the oxidation of proteins, we were interested in evaluating the
content of MT-II, as the vital role that it plays in the defense against Cd
toxicity. Moreover, Cd induce MT-II production in a time-dependent
manner, but we found intriguing that HC diet alone also increase MT-II
content and Cd treatment accentuates protein levels even at 12h of
exposure. Increase evidence indicates a significant role for MT-II in the
maintenance of the redox balance, scavenging free radicals, and control
of the activity of zinc-containing enzymes, this features provides to MT
a potential role in the pathogenesis of various liver diseases (Dziegiel
et al., 2016). Our data supports the protective role of MT-II against Cd
exposure and that previous aggression with cholesterol increased it.

The specific function of MT-II in NAFLD is unclear (Ling et al.,
2016), but due to the high ROS generation under cholesterol overload,
we hypothesize a key role of this protein particularly by its antioxidant
effects. Nevertheless, even if induction of MT synthesis protects against
acute Cd-induced lethality, recent studies postulated the interaction of
MT with several proteins which have participated in the carcinogenic
process (Nagamine and Nakajima, 2013). In relation to this, a redox
control may be implicated in the early development and progression of
fatty liver (Serviddio et al., 2013), this defines the redox-dependent
molecular alterations and provides new insights into the role of ROS as
controllers of liver lipid metabolism under physiological and patholo-
gical conditions.

At this point was necessary examine the metabolic state of HC he-
patocytes unyielding Cd exposure and which were also able to handle
ROS overproduction, then using oil red O staining, we detected that
only Cd exposure induced a lipid increase on hepatocytes but the pre-
sence of HC diet first, intensify this increase leading to a lipid excess.
The hallmark of NAFLD is triglyceride accumulation in the cytoplasm of
hepatocytes, although simple steatosis is usually considered benign,
promotes a favorable environment for the development of

49

Toxicology 398-399 (2018) 41-51

inflammatory changes in the liver, which is recognized as a precursor to
more severe stages of fatty liver (Matsuzawa et al., 2007). The mole-
cular mechanisms of lipid accumulation arises from an imbalance be-
tween lipid acquisition (i.e., fatty acid uptake and de novo lipogenesis)
and removal (i.e., mitochondrial fatty acid oxidation and export as a
component of VLDL particles) (Kawano and Cohen, 2013). These data
make fundamental describe which mechanisms are altered by HC diet
plus cadmium exposure.

In the steatosis model described by Mari (Mari et al., 2006) high-
lights the fact that is the type of lipid rather than the amount of it,
which determines hepatocellular susceptibility. Thus, in Fig. 6D we
measured free cholesterol content and observe that this lipid is in-
creased as result of Cd exposure, and the effect is intensified in HC cells
that already had an excess of cholesterol. To support this result, using
Filipin for detecting free (i.e., unesterified) cholesterol in biological
membranes, we observed positive fluorescence on hepatocytes exposed
to Cd, and an intensified fluorescence in HC hepatocytes (Fig. 6E).

Particularly, altered cholesterol metabolism has several toxic effects
on each of these cells, promoting NASH through diverse mechanisms.
With its large, rigid core, cholesterol molecule affects membrane or-
ganization and physical properties by modulating the coexistence of
lipid-disordered and lipid-ordered phases, which is a critical determi-
nant of membrane bilayer permeability and fluidity (Musso et al.,
2013).

Noting that HC cells accumulate more lipids under Cd exposure, we
investigated which mechanism could be involved. According to
(Kawano and Cohen, 2013) the main mechanisms of hepatocytes lipid
accumulation involve a precise balance between de novo lipogenesis
and triglyceride disposal by fatty acid oxidation and by the secretion of
triglyceride-rich lipoproteins. First we decide to probe de novo lipo-
genesis process by measuring the fatty acid synthase (FASN) protein
content and we observe no difference between CW and HC hepatocytes
exposed to cadmium (data not shown), suggesting that this process is
not involved in lipid accumulation.

Autophagy is an intracellular lysosomal degradative pathway that
functions to promote cell survival by supplying energyin times of stress
or by removing damaged organelles andproteins after injury (Czaja,
2016). Singh reported, for the first time, that autophagy regulates lipid
metabolism by eliminating triglycerides and preventing development of
steatosis (Singh et al., 2009).

In this regard, some authors reported that one of the factors driving
the concept that autophagy plays a role in NAFLD pathophysiology, is
that autophagic function is decreased in the liver under several condi-
tions that predispose to NASH (Gonzalez-Rodriguez et al., 2014).
Therefore, we measured the content of two key proteins in the flow of
autophagy. Under physiological conditions, SQSTM1/p62 is well
characterized as a substrate for the formation of autophagosomes, while
LC3-I combines with phosphatidylethanolamine to form LC3-II, this
form is associated with the formation of the autophagosomes mem-
branes. At the end of the autophagy process LC3-II dissociates and re-
turns to LC3-I, while p62 degrades; thus the flow of autophagy is de-
termined by the increase in LC3-1I and the degradation of p62 (Klionsky
and Zughaier, 2016). In this study we observed that under the treat-
ment with Cd, LC3-II decreased in a time-dependent manner, while p62
levels were observed in the HC hepatocytes, which allowed us to pro-
pose that a defect in the flow of the autophagy leads to the accumu-
lation of lipids in this model.

As a consequence, the inhibition of macroautophagy decreased the
lipolytic breakdown of TG and cholesterol from lipid droplets leading to
increased steatosis after a lipid challenge (Singh et al., 2009). To probe
these findings, we used trehalose (Th) a naturally occurring dis-
accharide linked by an a,a-1,1-glycoside bond, is ubiquitous to diverse
organisms (Shukla et al., 2015). A recent study describes that Th in-
duces hepatocyte autophagy and mitigates hepatocyte lipid droplet
accumulation, at least in part, by inhibiting hexose uptake and subse-
quently activating the AMPK to ULK1 pathway (DeBosch et al., 2016).
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We note that using Th as a pre-treatment of Cd exposure, the lipid
content measured by oil red O staining, decreased markedly compared
to the CW and HC hepatocytes that were only exposed to Cd.
Simultaneously LC3-II increased and p62 decreased (Fig. 7 CD). The
response is more evident in the CW hepatocytes than in the HC by some
factors: 1) autophagy should be considered as one of the mechanisms
involved in lipid accumulation under Cd exposure, however, other
processes should still be explored such as the lipid oxidation and export,
2) the remaining lipids in the HC cells after activating the autophagy
with Th, are due to the diet by itself and 3) the type of lipid (choles-
terol) administered by the diet could be an additional variant in lipid
management when autophagy is activated by Th.

AMPK and mTORC1 regulate autophagy through coordinated
phosphorylations (Klionsky and Zughaier, 2016). In this process
mTORCI is the negative regulator that blocks the initiation of autop-
hagy, whereas AMPK is the positive regulator by inhibiting the acti-
vation of mTORC1 (Wang, 2016). In this way, we decided to explore the
molecular pathway involved in cadmium-impaired autophagy trough
the phosphorylation of mTORC1 (active form) as well as its regulator
protein Raptor and the downstream phospo-p70S6K; additionally we
examined the phosphorylation of AMPK catalytic subunit. We found
that Cd increases phosphorylation of mTORC1 as well as Raptor and
phospho-p70S6K, while diminishes the phospho-AMPKa resulting in
autophagy inhibition; on the contrary, when trehalose pre-treatment
was used plus Cd exposure, the signaling pathway was inverted, the
active form phospho-mTORC1 diminishes the same as Raptor and
phospho-p70S6K while phospho-AMPKa was increased (Fig. 8B) re-
covering the autophagy flux. DeBosh shows that trehalose may there-
fore create a functionally “starved” state that activates AMPK signaling
and the inhibition of mTORC1 limiting triglyceride accumulation in the
hepatocyte (DeBosch et al., 2016).

Finally, using both trehalose or rapamycin (mTORC1 inhibitor) as
pre-treatments, we evaluated lipid content as well as free cholesterol,
and found that both decreased (Fig. 8C, E) suggesting the active par-
ticipation of the autophagy signaling pathway regulated by the acti-
vation of AMPK that we corroborate through blocking in the activation
of mTORCL1.

Due to that autophagy is still a complex cellular process under in-
vestigation, its activation could have a variety of effects in the meta-
bolism, it has been documented that mTORCI1 inhibition activates au-
tophagy (Zhang, 2013) nevertheless, the role of this inhibition on
cholesterol metabolism remains unclear. Our data suggest an essential
function of macroautophagy in the regulation of lipid storage induced
by Cd on hepatocytes, that implies that alterations in this pathway may
be a mechanism that aggravates hepatic steatosis.

In conclusion, we describe the cellular response involved in Cd ex-
posure in HC hepatocytes. We propose that hepatocytes whit choles-
terol overload promotes an adaptive response against cadmium-induced
acute toxicity by up-regulating anti-apoptotic proteins, managing ROS
overproduction, increasing GSH synthesis and MT-II content to avoid
protein oxidation, and impairing autophagy process, leading to condi-
tions that could aggravate NAFLD. The study of molecular mechanisms
involved has to be the next approaching to identify therapeutic targets
against NAFLD progression.
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