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Introduccion

El cadmio (Cd) es un metal toxico, y ha sido considerado como uno de los 7
mayores contaminantes por la Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de
Enfermedades Ambientales (ATSDR 2021). Su incremento y distribucion en el
ambiente esta potenciado tanto por la erosién natural, como por la actividad
humana. La poblacidon en general se encuentra expuesta al metal por consumo de
agua y alimentos contaminados, asi como por la inhalacién de contaminantes y
gases provenientes de exhalaciones volcanicas y quema de combustibles fosiles.
Sin embargo, la principal fuente no ocupacional de exposicion al metal es el
consumo de cigarro que incrementa significativamente la cantidad de metal
presente en el organismo (Rahimzadeh et al. 2017). Exposiciones en modelos
animales, como en el humano han mostrado tener efectos adversos o téxicos en
diferentes 6rganos y tejidos. Dentro de los mas afectados se encuentran el higado,
rindn, pulmones, intestino, sistema nervioso central, ovarios, testiculo y pancreas
(Thévenod and Lee 2013).

Este xenobidtico inflige dafio en los 6rganos antes mencionados segun la
dosis, la via de exposicion y la duracion de la exposicion. Las diversas patologias
vinculadas a Cd mencionadas en la literatura se han asociado con la induccién de
estrés oxidativo, que en sinergia con la respuesta inflamatoria se vislumbran como
el mecanismo directo o indirecto de dafio. Se han mencionado dos pasos clave que
involucran la activacion de NF-kB y la liberacion de citocinas. Los estudios
realizados sobre el tema apoyan la idea de que el Cd esta asociado al desarrollo de
estrés oxidativo y la inflamacion, mismos que se han mencionado como criticos en
el desarrollo de patologias metabdlicas. Particularmente, nuestro trabajo soporta la
hipotesis de que la inflamacién y el estrés oxidativo asociados a una exposicion a

cadmio tienen una relacion directa con el desarrollo de resistencia a insulina.

Sin embargo, no existe informacion certera acerca del papel del metal sobre
la via de sefnalizacion de insulina y su relacion con dichos factores, puntualmente

en el tejido hepatico, que pudieran estar promoviendo el estado de resistencia a la



hormona. Por lo que en el presente trabajo nos enfocamos a estudiar dicha

hipdtesis.



Marco tedrico

Resistencia a insulina

La insulina es una hormona pleiotrépica que estimula el transporte de
nutrientes a las células y regula la expresion génica de diferentes vias metabdlicas.
La accion de la insulina es consecuencia de la union de la insulina a su receptor en
la membrana plasmatica y se transmite a través de una serie de interacciones
proteina-proteina desencadenando vias de sefalizaciéon lo que permite la captacion

de glucosa y la obtencion energética (Cone 2005; de Luca and Olefsky 2006).

Insulina
Membrana plasmatica
RAS
POK ok @IRS SHC@h:pps SOS (GDP
sHPZ2 “GTP
* GAB1 RAS
o *
2 2 RAF
v 2 8 .
Metabolismo MEK
Crecimiento

Figura 1. Via de senalizacion del receptor de insulina. Tomado y modificado de Hall 2020.

Dos cascadas principales de vias de senalizacion median la accion de la
insulina (Figura 1): una via estd involucrada en la regulacién del metabolismo
intermedio como la captacion de glucosa, la lipogénesis y la supresion de la
gluconeogénesis. via del fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K)-Akt (proteina quinasa B
(PKB). Mientras que la otra juega un papel en el control de los procesos de
crecimiento y la mitosis, via de las proteinas cinasas activadas por mitdogenos

(MAPK). La regulacion de estas dos vias distintas puede disociarse. De hecho,
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algunos datos sugieren que la via que regula el metabolismo intermedio sufre
cambios, mientras que la regulacidn de los procesos de crecimiento y las mitosis es
normal (Hall, Yu, and Choi 2020; Petersen and Shulman 2018; Samuel and Shulman
2016).

En la via del metabolismo intermedio, la insulina aumenta la captacion y
utilizacién de glucosa en diferentes tejidos como musculo y tejido adiposo. A nivel
hepatico, la insulina ademas de la regulacién del metabolismo de los carbohidratos
también tiene efecto sobre el metabolismo de lipidos. Bajo condiciones fisioldgicas,
la ingesta de glucosa produce la liberacion de insulina en el pancreas, que a su vez
suprime la produccion de glucosa hepatica e induce lipogénesis de novo (DNL, por
sus siglas en inglés), lo que regula la concentracién plasmatica de glucosa. Sin
embargo, en estados de resistencia a la insulina (RI), la hormona no es capaz de
suprimir la produccion de glucosa, mientras que, paradojicamente la lipogénesis
hepatica es sostenida, contribuyendo tanto a estados hiperglucémicos como
hiperlipémicos (Haas et al. 2012; Yecies et al. 2011). Asimismo, el aumento de DNL,

induce una mayor RI, convirtiéndose en un ciclo vicioso (Williams et al, 2013).

La RI se define como un estado en el que la concentracién fisiologicamente
normal de insulina genera una respuesta biolégica inferior a la normal,
principalmente en higado, musculo y el tejido adiposo. La definicion clinica de Rl es
dificil de establecer, ya que no existe una prueba aceptada (estandar de oro) para
su diagnostico. Sin embargo, esta se reconoce a través de las alteraciones
metabolicas asociadas, con una serie de parametros clinicamente utiles que
incluyen al modelo de evaluacién de la homeostasis de resistencia a insulina
(HOMA-IR), glicemia en ayuno y postprandial, insulina en ayuno y su respuesta ante
una carga estandar de glucosa, conocida como prueba de tolarancia oral a glucosa
(Courtney and Olefsky 2007).

Molecularmente, la activacion del receptor de la insulina en la via de
sefnalizacion de PI3K conduce a la fosforilacidon de tirosina del sustrato del receptor

de insulina (IRS1) iniciando de este modo la transduccion de sefiales. Cuando IRS
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es fosforilado en serina 307, su capacidad de sefalizacion disminuye, lo que
conduce a Rl (Aguirre et al. 2002; Youngren 2007).

La etiologia de la resistencia a la insulina se puede dividir en adquirida,
hereditaria y mixta. La gran mayoria de las personas con RI pertenecen a las
categoria adquirida, como el envejecimiento, sedentarismo, obesidad, consumo de
alcohol, tabaquismo y algunos farmacos; sin embargo, en los ultimos anos se ha
vinculado a la exposicion de metales pesados (Ozougwu, Obimba, and Unakalamba
2013). Recientemente, nuestro laboratorio ha puesto en evidencia que, ratas
expuestas a Cd en una dosis de nivel mas bajo de efecto adverso observado

(LOAEL) desarrollan RI en multiples tejidos, incluido el higado (Trevifio et al. 2015).

A pesar de que, la fisiopatologia de la Rl involucra a tres tejidos principales,
como son el musculo, el higado y el tejido adiposo. Se postula que la Rl comienza
en el tejido muscular asociada a un cambio inflamatorio inmunomediado y excesos
de acidos grasos libres (AGL), lo que provoca la deposicion de lipidos en este y
otros tejidos. El musculo en condiciones fisiolégicas representa hasta el 70% del
consumo de glucosa. Por lo que, una absorcién muscular deficiente, el exceso de
glucosa regresa al higado aumentando la DNL y los &cidos grasos libres circulantes,
lo que contribuye a una mayor deposicidén ectopica de grasa, y por ende a Rl en
otros tejidos. En el higado, la fisiopatologia de la Rl se centra en el papel que tiene
la deposicion de lipidos, incluyendo a los diacil gliceroles; sin embargo, el desarrollo
de inflamacioén y estrés oxidativo tiene mayor relevancia (Petersen and Shulman
2018; Samuel and Shulman 2012, 2016).

Inflamacidn y resistencia a insulina

Desde 1950, se ha presentado evidencia epidemioldgica que sugiere una
correlacion entre la Rl y la inflamacion. En la década pasada, se hizo cada vez mas
evidente que la obesidad y el desarrollo concomitante de inflamaciéon son los

principales componentes de la Rl (de Luca and Olefsky 2008). La inflamacion se
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describe como una interaccion compleja en tejidos conectivos vascularizados como
respuesta a estimulos exdgenos y endoégenos, con el objetivo de eliminar tanto la
causa inicial de la lesion celular y las consecuencias de la lesion. Cuando una
respuesta inflamatoria es activada por estimulos nocivos, se desencadena a través
de dos etapas, aguda y crénica. Cada etapa estd mediada por una cascada

diferente de sefalizacién (Das and Al-Naemi 2019).

La inflamacion aguda tiene una evolucion diferenciada, que implican aumento
de la permeabilidad vascular y reclutamiento de glébulos blancos. Los eventos
celulares estan mediados por moléculas de adhesion celular e integrinas
expresadas en ceélulas endoteliales y glébulos blancos, respectivamente. Las
células reclutadas producen citocinas (por ejemplo, interleucina 1 beta (IL-1[3), factor
de necrosis tumoral-a (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 8 (IL-8)). En
dependencia del estimulo, se puede amplificar la sefal, que generaria una mayor
cantidad y diversidad de citocinas, y promueven la migracion y activacion de
leucocitos al sitio de la lesién. La falla en la resolucion exitosa del agente incitante
del sistema desplaza la respuesta aguda hacia un proceso mas complejo que

conduce a la respuesta cronica (Fougére et al. 2017; Nathan and Ding 2010).

La inflamacién cronica se caracteriza por la infiltracion de células
mononucleares como monocitos y linfocitos, proliferacién de fibroblastos, formacién
de tejido conectivo y presencia de fibras de colageno. La inflamacién crénica esta
mediada por interleucina 12 (IL-12), interleucina 4 (IL-4) y factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B), que regulan la activacion y diferenciacién de los
linfocitos T. La presencia de linfocitos T y linfocitos B es un indicador de alta
probabilidad de la persistencia de un agente incitante. Con la inflamacién croénica,
el reclutamiento continuo y desregulado de células inflamatorias se inflige dano
tisular mediado por especies de nitrogeno, proteasas y especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) liberadas por las células inflamatorias
Nathan and Ding 2010; Fougere et al. 2017).

Particularmente, la inflamacién crénica inducida por la obesidad es un

componente clave en la patogénesis de la Rl y el sindrome metabdlico. Las citocinas
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proinflamatorias pueden causar Rl en el tejido adiposo, el musculo esquelético y el
higado al inhibir la transduccion de sefiales de insulina. Las fuentes de citocinas en
estado de RI son los propios tejidos diana a la hormona, mediado por macréfagos
residentes de cada tejido. Este fendmeno se observa en el tejido adiposo y el
higado, por lo que resultan tejidos fuertemente afectados. Si bien los factores
iniciadores de esta respuesta inflamatoria aun no se han determinado
completamente, la inflamacién crénica en estos tejidos podria causar Rl localizada
o selectiva a través de la senalizacion de citocinas autocrinas/paracrinas. Y ademas
RI sistémica a través de la sefalizacion de citoquinas endocrinas, que en conjunto
contribuye al estado metabdlico anormal (de Luca and Olefsky 2008). Niveles
elevados de factor de TNF-q, IL-6 y la interleucina IL-8 han sido reportados en Rl y
diabetes (Hotamisligil et al. 1995; Hotamisligil and Spiegelman 1994; Roytblat et al.
2000; Straczkowski et al. 2002).

Las investigaciones actuales se centran en las vias de transduccion de sefial
activadas por la inflamacién, en lugar de las citocinas individuales, ayudando a
reestructurar el marco para pensar en Rl y su vinculo con la inflamacion (Figura 2).
Muchos de los estimulos proinflamatorios tipicos activan simultaneamente las vias
JNK e IKKB, incluidas las citocinas y los receptores tipo toll (TLR). Por lo que, la
inhibicion genética o quimica de JNK o IKKB/NF-kB puede mejorar la RI. Las
citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-1( activan JNK e IKKB/NF-kB a través
de mecanismos clasicos mediados por receptores que han sido bien caracterizados
(Shoelson, Lee, and Goldfine 2006).
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Figura 2. Interacciéon directa dela sefializacion de lainsulinay las vias inflamatorias. La cascada de
sefializacidén de la insulina se ramifica en dos vias principales. La via PI3K/AKT media la accién de la insulina sobre el
metabolismo de los nutrientes, incluida la absorcion de glucosa . La via Ras/MAPK media el efecto de la insulina sobre la
expresion génica, pero también interactua con la via PI3K-AKT para controlar el crecimiento y la diferenciacién celular . La
activacion del receptor de insulina conduce ala fosforilacion de tirosina de IRS1 iniciando asila transduccién de
sefiales. La estimulacidn de las vias inflamatorias NFkB y AP-1 Fos/Jun da como resultado la activacién de la serina cinasas,
Ikkb y Jnk1, que reducen la capacidad de sefializacion de IRS1. Los reguladores negativos adicionales relacionados con la
inflamacién de las proteinas IRS incluyen las proteinas Socs y NO, que se inducen en la inflamacién y promueven la
degradacion del IRS. EI NO también reduce la actividad de PI3K/Akt por s-nitrosilacion de Akt.

JNK e IKKB/NF-kB también se activan mediante receptores de
reconocimiento de patrones, definidos como proteinas de superficie que reconocen
sustancias extrafas. Estos incluyen los TLR y el receptor para productos finales de
glicaciéon avanzada (RAGE). Muchos ligandos de TLR son productos microbianos,
incluidos el lipopolisacarido (LPS) y lipopéptidos derivados de bacterias. El hecho
de que los TLR reconozcan los conjugados de lipidos microbianos ha llevado a la
especulacion de que los lipidos endégenos o los conjugados de lipidos también
podrian activar uno o mas de los TLR en la obesidad, una posibilidad respaldada
por experimentos que muestran que los acidos grasos saturados se unen y activan
el TLR4. Asimismo, RAGE se une a una variedad de ligandos, incluidos los
productos finales de glicacion avanzada (AGE) enddégenos y un conjunto distinto de
productos microbianos. Los AGE son aductos no enzimaticos que se forman entre
la glucosa y las proteinas diana, particularmente aquellas con tasas lentas de
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recambio. La hiperglucemia prolongada y la produccién concomitante de cantidades
excesivas de AGE pueden activar NF-kB (de Luca and Olefsky 2008; Shoelson, Lee,
and Goldfine 2006).

Por otro lado, la inflamacion del tejido adiposo promueve elevadas
concentraciones circulantes de AGL (Petersen and Shulman 2018; Samuel and
Shulman 2012), que pueden activar directamente la respuesta pro-inflamatoria en
células endoteliales vasculares y hepaticas (Kim et al. 2005). La inflamacion
hepatica también puede ocurrir como resultado de la esteatosis y/o aumento de la
respuesta de tension en las células hepaticas, dando lugar a la inflamacién de los
hepatocitos. Las células de Kupffer también pueden liberar citoquinas que actuan
localmente, lo que agrava aun mas la inflamacion y la resistencia hepatica a la
insulina (de Luca and Olefsky 2008).

Ademas de las citocinas proinflamatorias y los receptores de reconocimiento
de patrones, el estrés celular activa JNK y NF-kB, incluido las ROS y el estrés
reticular (ER). Los marcadores sistémicos de estrés oxidativo aumentan con la
adiposidad, y por ende, se desarrolla Rl inducida por la obesidad. Un mecanismo
potencial es a través de la activacion de NADPH oxidasa por acumulacion de lipidos
en el adipocito, lo que aumenta la produccion de ROS. Se demostré que este
mecanismo aumenta la producciéon de TNF-a, IL-6 y a la proteina quimio atrayente
de monocitos 1 (MCP-1). De acuerdo con esto, el antioxidante N- acetilcisteina
puede reducir las ROS y mejorar la Rl en modelos de hiperglucemia (Shoelson, Lee,
and Goldfine 2006; Tangvarasittichai 2015).

Estrés oxidativo y resistencia a insulina

Recientemente se ha hecho evidente que las vias de senalizacion
proinflamatorias pueden activarse por tensiones metabdlicas procedentes del
interior celular, asi como por moléculas de sefalizacion extracelulares como las
ROS (Morgan and Liu 2011; Thévenod 2009).
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El estrés oxidativo se ha reconocido recientemente como un mecanismo
clave en la RI. El estrés oxidativo se define por el exceso de especies oxidativas
endogenas, que dafan las células y alteran vias de sefalizacidn. Las especies
reactivas, especialmente el peroxido de hidrogeno (H202), radical hidroxilo (HO-),
aniones superoxido (O%), radicales peroxilo (RO*) y alcoxilo (ROO¢) se producen a
niveles fisioldgicos bajos principalmente en las mitocondrias y peroxisomas.
Asimismo, las ROS se producen de forma enddgena y tienen importancia fisioldgica
a niveles bajos, especialmente en las vias de sefalizacion, aunque estos
mecanismos aun no estan claros debido al doble papel que desempenan las ROS
como sefial y como agente dafino. Entre las funciones de sefalizacion se
encuentran el control transcripcional y la regulacion del ciclo celular. El perdxido de
hidrogeno, se ha investigado especificamente como un "interruptor redox" que
puede conducir a circulos viciosos de estimulacion redox. Se acepta con frecuencia
que las ROS se vuelven dafiinas cuando superan los niveles fisioldgicos. Estudios
recientes han concluido que el dafio por las ROS tiene un papel directo en el
desarrollo y progresion de muchas enfermedades cronicas, incluida la patogénesis
de la Rl y diabetes tipo 2 (Houstis, Rosen, and Lander 2006; Ingram, Diotallevi, and
Brighton 2017).

Las mitocondrias contribuyen al estado oxidativo celular debido a ambientes
ricos en nutrientes. Debido a un mayor suministro dietario de glucosa en la dieta,
las mitocondrias tienen mas sustrato disponible para producir ATP. Por tanto, las
mitocondrias son hiperactivas y producen mas de su subproducto natural, ROS. El
aumento de ROS dana las subestructuras celulares e induce respuestas de estrés.
Las ROS estimulan directamente NF-kB, JNK y p38 MAPK dando como resultado

respuestas de estrés inducidas por las mitocondrias (Tiganis 2011).

El oxigeno producido en las mitocondrias, que se dismuta en H202 por accion
de la superéxido dismutasa (SOD1) (espacio intermembrana mitocondrial) y SOD2
(matriz mitocondrial), difunde entre membranas y promueve la activacion de las
proteinas quinasas Ser/Thr como IKKb, PKCu y las MAPK’s JNK y p38 [cuya

activacion podria estar parcialmente mediada peroxidacién e inactivacion de MAPK
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fosfatasas (MKP)], que fosforilan el IRS-1/2, inhibiendo la asociacion del IRS-1/2
con el IR, y promueven su degradacion, ademas de suprimir el reclutamiento y la
activacion de PI3K. Las citocinas proinflamatorias como el TNF-a promueven la
generacion de ROS mitocondriales y activan las enzimas NADPH oxidasa (NOX) en

la membrana para contribuir al desarrollo de la Rl (Figura 3) (Tiganis 2011).

Citocinas

(TNF)
‘ i 0, Glucosa
Receptor de co H:07 0, \/ : © Acidos grasos
insulina . .
IKK, PKCO
¢ JNK, p38

Mitocondria

Figura 3. Especies reactivas de oxigeno y resistencia a insulina. Tomado y modificado de (Tiganis 2011).

Cadmio, inflamacion y estrés oxidativo.

La idea central que llevo a realizar el presente trabajo parte en la hipotesis
de que la Rl por exposicidon a cadmio puede tener un trasfondo molecular asociado

al estrés oxidativo e inflamacion.

Generalidades y toxicidad por cadmio.

El Cd, es un metal pesado que no tiene una funcién fisiolégica y a menudo

se considera toxico. Se han demostrado muchas formas diferentes de exposicion al
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cadmio durante el siglo pasado, estando presente en el medio ambiente como
resultado de actividades humanas. Las fuentes constantes de contaminacion por
Cd estan relacionadas con su aplicacion en la industria como reactivo corrosivo,
estabilizador en productos de PVC, pigmentos de color y baterias de Ni-Cd. Las
fuentes antropogénicas de Cd en el medio ambiente provienen de la fundicion y
refinacion de cobre y niquel, la combustién de combustibles fosiles y el uso de
fertilizantes fosfatados. EI Cd también esta presente como contaminante en las
fundiciones de metales no ferrosos y el reciclaje de desechos electronicos. La
actividad volcanica, el proceso gradual de erosion, abrasion de rocas y suelos, y de
incendios forestales aumentando las concentraciones de Cd en la atmodsfera, suelo
y agua. Incluso las minas de zinc, plomo y cobre contribuyen a la liberacion de este
metal a la atmdsfera, lo que resulta en la contaminacion del suelo y agua (Genchi
et al. 2020; Rahimzadeh et al. 2017).

La exposicién a Cd se produce principalmente por la ingestion de agua y
alimentos contaminados y en gran medida, por la inhalacion y el tabaquismo. El
metal se acumula en plantas y animales con una vida media prolongada de unos 25
a 30 anos. Los datos epidemiologicos sugieren que la exposicidon ocupacional y
ambiental puede estar relacionada con varios tipos de cancer, incluidos los de
mama, pulmén, prostata, nasofaringe, pancreas y riidn (Genchi et al. 2020;
Rahimzadeh et al. 2017). También se ha demostrado que el metal ambiental puede
ser un factor de riesgo de osteoporosis. El higado y los rifiones son extremadamente
sensibles a los efectos toxicos del Cd. En los seres humanos, la exposicion al
xenobidtico puede provocar una variedad de efectos adversos, como disfuncion
renal y hepatica, edema pulmonar, dafio testicular, osteomalacia y dafno a las
glandulas suprarrenales y al sistema hematopoyético. Ademas de sus efectos
citotoxicos que podrian conducir a eventos apoptoticos o necroticos, es un
carcindgeno humano probado (grupo | de la clasificacién de la Agencia Internacional

para la Investigacion del Cancer.
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Figura 4. Mecanismos generales y vias moleculares especificas de toxicidad por cadmio. La figura
muestra los mecanismos generales (regulacion génica, apoptosis, autofagia, estrés oxidativo e interaccién con
bioelementos) junto con las vias moleculares especificas de la toxicidad del Cd. Aunque se presenta jerarquicamente, no
se puede favorecer ninguno de los mecanismos presentados. La autofagia depende de la expresion génica, asi como de la
induccidn o inhibicion de la apoptosis por autofagia. Tanto la apoptosis como la autofagia son inducidas por ROS, mientras
que la induccion de ROS ocurre por la interaccion del Cd con bioelementos. La figura presenta como se entrelazan estos
mecanismos y vias especificas de toxicidad. Tomado y modificado de Pukié-Cosi¢ et al. 2020.

Las acciones toxicas del Cd en el organismo se han investigado
ampliamente, pero aun no se han aclarado por completo, porque pueden cambiar
con la dosis, tiempo y via de exposicidn. Los mecanismos mas criticos de la
toxicidad del Cd (Figura 4) se enfocan en cambios en la expresion génica y
reparacion del ADN, interferencia con las vias de autofagia y apoptosis, induccién
de estrés oxidativo, interaccién con bioelementos y modificaciones epigenéticas.
Estos mecanismos subyacen al posible papel del Cd como disruptor metabdlico
(Buki¢-Cosi¢ et al. 2020).

Cadmio y estrés oxidativo

Las patologias de la intoxicacion por Cd se han asociado con la promocion
del estrés oxidativo. Se ha discutido que el desequilibrio produccién de oxidantes y
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antioxidantes de un organismo, puede ser el resultado de la sobreproduccion de
ROS y especies reactivas de nitrégeno (RNS) o una eliminacion alterada dada por
la defensa oxidante. Las especies reactivas de oxigeno incluyen al H202, HO-, O%,
RO+ y ROOe-, mientras que las RNS incluyen el radical 6xido nitrico (NO ), el radical
dioxido de nitrégeno (NOz2e¢) y el peroxinitrito (ONOO") (Das and Al-Naemi 2019;
Nemmiche 2016).

La homeostasis redox estd mediada por antioxidantes enzimaticas y no
enzimaticas y la correcta activacion de factores de transcripcionales como el Nrf2 y
NF-kB. Las enzimas del sistema antioxidante que protegen contra las ROS son la
SOD, la catalasa (Cat) y la glutation peroxidasa (GPx). Otra enzima involucrada en
el sistema de defensa antioxidante es la glutation reductasa (GR) que reduce
glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH). Tanto GPx como GR trabajan
juntos en las células para mantener un estado estable en la proporcion de GSH a
GSSG (Das and Al-Naemi 2019; Nemmiche 2016).

En respuesta al Cd, dependiendo de la ruta de exposicién, se activan
diversos mecanismos de defensa celular para superar sus efectos toxicos. Entre los
principales mecanismos de defensa se encuentran la induccion de metalotioneina
(MT) principalmente en el rifidon y el higado, incremento en la concentracién del
glutation y la activacion del factor de transcripcion Nrf2. Estos mecanismos no son
"excluyentes entre si", por lo que pueden trabajar en conjunto, y de manera cohesiva
para resistir al estrés oxidativo inducido por Cd. EI Cd que ingresa al torrente
sanguineo, se distribuye a través de eritrocitos o albumina, y en el higado forma
complejos con MT (Cd-MT), que puede ser redistribuido a rifidn y otros tejidos. En
los diferentes tejidos, puede coexistir como Cd libre, el cual puede inducir la
generacion de ROS, cuando los metales Fenton (como el hierro y el cobre) son
desplazados por el xenobidtico o por agotamiento de GSH (Das and Al-Naemi 2019;
Saboli¢ et al. 2010).

El GSH es un objetivo de los iones de Cd (Cd?*). El agotamiento de la reserva
de GSH conduce a la interrupcién del equilibrio redox y a un entorno oxidativo. Por

lo tanto, se considera que el dafo oxidativo inducido por Cd es un mecanismo de
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toxicidad importante que debilita el balance redox tisular. Como es conocido cada
tejido u 6rgano tiene umbrales redox diferentes, por lo que el Cd, presenta efecto
téxico en dependencia de dicho umbral (Das and Al-Naemi 2019; J. Liu, Qu, and
Kadiiska 2009; Lopez et al. 2006; Matovi¢ et al. 2011; Nemmiche 2016).

El Cd no induce la produccion de ROS directamente, sin embargo, genera
radicales libres indirectamente, como se ha descrito previamente. La respuesta
resultante al estrés oxidativo depende de la duracion de la exposicion, aguda o
cronica. En el caso de exposiciones agudas, se generan radicales libres que
incluyen anidn superoéxido, peroxido de hidrogeno, y productos de lipoperoxidacion.
Esta generacién de radicales libres inducida por Cd esta mediada por mecanismos
indirectos como el agotamiento del glutation, la activacion de las células de Kupffer,
la inflamacion y la participacion del hierro en las reacciones de Fenton. Sin embargo,
en la exposicion cronica a dosis bajas ambientalmente relevantes, se plantea la
hipétesis de que se activan mecanismos adaptativos para superar las ROS y el
estrés oxidativo, de manera que, cuando la generacion de ROS sobrecarga el
sistema de defensa antioxidante, comienza la peroxidaciéon lipidica y el dafo
oxidativo (Arroyo et al. 2013; Das and Al-Naemi 2019; J. Liu, Qu, and Kadiiska 2009;
Lopez et al. 2006; Nemmiche 2016). .

El metal ademas, es capaz de producir un dafio mitocondrial y por lo tanto
aumenta la formacion de ROS mitocondrial, y la formaciéon de ROS mediante la
activacion de las enzimas NOX, como se ha descrito para el higado. El dafo
oxidativo a las macromoléculas por el incremento de ROS, incluyen a los hidratos
de carbono, proteinas, lipidos y ADN, produciendo modificaciones irreversibles en
las macromoléculas. Los biomarcadores de estrés oxidativo comunmente
empleados para su identificacion incluyen el malondialdehido (MDA), 4-hidroxi-
alquenales (4HDA) y productos de oxidacion de proteinas y lipidos (Matovi¢ et al.
2011; Tangvarasittichai 2015).
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Figura 5. Vias de generacion de especies reactivas de oxigeno inducidas por Cd. Tomado
y modificado de (Das and Al-Naemi 2019)

Cadmio e inflamacion

Fisiopatolégicamente, la inflamacion y el estrés oxidativo estan
estrechamente relacionados, ya que uno puede ser inducido por el otro. Con la
inflamaciéon crénica, el reclutamiento continuo de células inflamatorias que se
desregula inflige dano tisular mediado por especies de nitrégeno, proteasas y ROS
liberadas por las células inflamatorias. En el sitio de la inflamacion, las células
inflamatorias liberan especies reactivas que conducen a un estrés oxidativo
exagerado. Ademas, las ROS pueden ser generadas indirectamente por las células
inflamatorias, y en conjunto pueden inducir y amplificar cascadas de sefalizacion
que redundan sobre la expresion de genes proinflamatorios (Das and Al-Naemi
2019; Hossein-Khannazer et al. 2020; Maccarrone and Brine 2009).
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La participacion de diversos factores de transcripcion (NF-kB, AP-1),
moléculas de adhesién (ICAM-1, PECAM-1, VCAM-1), secrecion de varias
quimiocinas (IL-8 y MCP-1), enzimas (MPO, iNOS, MMP, COX-2), especies
reactivas (ROS, RNS) y mediadores quimicos (NO, componentes del complemento)
han sido implicados en el proceso de infiltracion celular inflamatoria, induciendo asi
dano tisular y estrés oxidativo. Por lo que es posible que, tanto el estrés oxidativo
como la inflamacion estan implicados simultdneamente en la patogenia por
exposicion a Cd (Blaser et al. 2016; T. Liu et al. 2017).

Una cantidad considerable de literatura publicada sobre el efecto
proinflamatorio del Cd ha informado de la produccién y regulacion positiva de IL-6,
TNF-a e IL-1PB in vivo e in vitro. IL-6 es un marcador tradicional de inflamacién, que
promueve la induccion de proteinas de fase aguda y también puede mediar en la
transicion de la inflamacion aguda a la crénica. EI TNF-a es una citocina producida
por macrofagos activados en respuesta a estimulos dafinos. La IL-1 B se expresa
en una amplia gama de células que desempefian un papel en la activacion de la
cascada de NF-kB vy, por tanto, en la induccién de citocinas y quimiocinas
proinflamatorias (Arroyo et al. 2013; Das and Al-Naemi 2019; Hossein-Khannazer
et al. 2020; Maccarrone and Brine 2009; Olszowski et al. 2012; Rennolds et al.
2012). La produccion de estas citocinas podria desempenar un papel en la
amplificacion del proceso inflamatorio y estrés oxidativo, en los tejidos blanco de Cd

(Figura 6).

Curiosamente, conforme se presentan un mayor numero de informes sobre
los efectos proinflamatorios del Cd, también hay una contradiccion en las evidencias
con respecto a su efecto inmunomodulador. Un punto clave de los efectos
diferenciales del Cd es el uso de diferentes dosis y sistemas bioldgicos que pueden
mostrar diferentes mecanismos de respuesta para superar la carga de Cd. Los
estudios presentados hasta ahora demuestran que la exposicion al Cd en diferentes
dosis que van desde 0.44 mg / kg hasta 200 mg / kg de peso corporal, y se dirigen
a multiples sistemas organicos al inducir estrés oxidativo e inflamacion sistémica vy,

en consecuencia, dafno tisular. La extension del dafio al tejido (como arquitectura
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histologica alterada, fibrosis, necrosis, apoptosis) como resultado de la exposicion
al Cd depende de la dosis y la duracién de la exposicién (Hossein-Khannazer et al.
2020).
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Figura 6. Efectos proinflamatorios de la exposicion al cadmio en neutréfilos y macréfagos. El
cadmio aumenta las citocinas y quimiocinas inflamatorias, la induccién del reclutamiento de neutréfilos y macréfagos y
el dafio tisular. El Cd regula al alza la caspasa 3 y causa apoptosis celular. Tomado y modificado de (Hossein-Khannazer et
al. 2020).

Cadmio y resistencia a insulina

Hace mas de cincuenta afos, se ha expuesto evidencia que sugiere que
ciertos elementos inorganicos pueden alterar la utilizacion de glucosa en los tejidos

por la oxidacion de grupos sulfhidrilo. Desde la década de 1970, ha habido una
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creciente evidencia que apoya la participacion de estos elementos en varios
trastornos metabdlicos asociados con la funcién alterada de las células B. Diferentes
elementos inorganicos pueden influir en la regulacion adecuada de la homeostasis
insulina/glucosa (Buha et al. 2020). Nuestro interés se centra en las acciones del
Cd, alterando numerosos sistemas de células y érganos como ya se describié en
parrafos anteriores. Uno de los primeros informes sobre Cd y diabetes aparecié
hace casi cuatro décadas, cuando en 1980 Merali y Singhal relataron que la
exposicion neonatal al Cd resulta en el desarrollo de diabetes en ratas (Merali and
Singhal 1980).

A pesar de que existen estudios en humanos que investigan el vinculo entre
la exposicion al Cd y la IR, son limitados y han arrojado datos contradictorios.
Aunque se ha evidenciado o sugerido el papel dafino del Cd sobre la homeostasis
de la glucosa, el debate contintia sobre la importancia de la toxicidad del Cd en la
creciente incidencia de diabetes. El dafio biologico del Cd se ha documentado desde
trabajos en cultivos celulares hasta en poblaciones humanas (Buha et al. 2020; J.
Edwards and Ackerman 2016; J. R. Edwards and Prozialeck 2009; Tinkov et al.
2017). Sin embargo, la literatura sobre la toxicidad del metal cubre una variedad de
condiciones y formatos experimentales (dosis, tiempo y via de exposicion), por lo
que es dificil sacar conclusiones convincentes y solidas a partir de los datos
disponibles. Lo que ha complicado la interpretacion de la hiperglucemia mediada
por Cd, a tal punto que Jacquet y cols. proporcioné una revision exhaustiva de estos
informes contradictorios en una revision de 2016, donde categorizaron los efectos
del Cd como tener “asociaciones”, “no asociacion” o “potenciacion” en la diabetes
(Jacquet et al. 2016).

A pesar de esto, se ha tratado de explicar la asociacion toxicolégica de
cadmio sobre diversos tejidos metabdlicamente importantes (Figura 7). En
pancreas, se respaldan por un patron de acumulacion dependiente de la dosis,
principalmente en las células B productoras de insulina, o que provoca una
disminucién en la liberacion de insulina y un aumento de la glucosa en sangre.

Ademas se ha informado afeccion del transporte de glucosa en tejidos
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insulinodependientes (higado) y dependientes de insulina (musculo esquelético y
tejido adiposo) (Buha et al. 2020; J. Edwards and Ackerman 2016; J. R. Edwards
and Prozialeck 2009; Tinkov et al. 2017).
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Figura 7. Papel del cadmio (Cd) en la resistencia a la insulina y la tolerancia a la glucosa / metabolismo alterado de la
glucosa en varios érganos: resumen de los resultados obtenidos de estudios en humanos, animales y células. Tomado y
modificado de (Buha et al. 2020).

En el tejido adiposo, especialmente en adipocitos blancos, la insulina suprime
la lipdlisis y aumenta el transporte de glucosa y la lipogénesis. Por tanto, la Rl en
tejido adiposo es la incapacidad de la insulina para activar el transporte de glucosa
adiposa, promover la captacién de lipidos y suprimir la lipdlisis. Se han propuesto
varios mecanismos para contribuir a los efectos adversos del Cd en la fisiopatologia
del tejido adiposo y, posteriormente, aumentar la RI, como la alteracion de la
tolerancia a la glucosa (IGT) en ratas, reduccion de la proteina GLUT4 y los niveles
de ARNm de GLUT4. Ademas, el estado de IR en el tejido adiposo favorece las vias

lipoliticas, lo que resulta en una elevacion de los acidos grasos libres (FFA), que
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ademas contribuye a la secrecién alterada de insulina cuando se libera en el plasma
(Buha et al. 2020; Tinkov et al. 2017).

Por ultimo, teniendo en cuenta los efectos nefrotoxicos del Cd, y el papel de
este tejido en la homeostasis de la glucosa, la cual se logra mediante los procesos
de gluconeogénesis, filtracion, reabsorcidn y consumo de glucosa, se podria
presumir que, el efecto toxico del Cd en los rifiones contribuyen al desarrollo de
diabetes hasta cierto punto (Buha et al. 2020; J. Edwards and Ackerman 2016; J. R.
Edwards and Prozialeck 2009).

A pesar de todos los hallazgos descritos, los mecanismos moleculares que
vinculan la exposicidon al Cd con el desarrollo de Rl aun deben estudiarse. Si bien
se describen los efectos celulares y tisulares individuales del Cd, es probable que
no estén involucrados mecanismos unicos, sino que existen multiples mecanismos

que actuen de manera sinérgica.

En este sentido en nuestro grupo de trabajo, hemos evaluado la via de
senalizacion de insulina a nivel hepatico después de la exposicién de Cd en ratas,
evidenciado el desarrollo de RI caracterizada por cambios en la fosforilacién del
receptor a insulina; incrementando fosforilaciones atipicas en treonina y
disminuyendo la fosforilacién en residuos de tirosina. Asimismo, el incremento en la
expresion de ERK1/2 (Sarmiento-Ortega 2017). Esta proteina es clave en la via de
las MAPKSs, pero con un papel poco estudiado en el metabolismo. Estos datos
sugieren que el incremento de ERK1/2 podria suceder independientemente de la
via de senalizacion de insulina. Particularmente este ultimo hallazgo abre la
posibilidad de que la via de senalizacién de insulina en la exposicion a Cd pueda
alterarse por la mediacién de vias de sefializacién secundarias a la exposicion al
metal, como la inflamacion y el estrés oxidativo que son de las principales

condicionantes fisiopatologicas para el desarrollo de RI.

La exposicion a Cd vincula a vias de sefalizacién secundarias del estrés
oxidativo y la inflamacién en las que pudieran verse inmiscuidas proteinas propias

de la cascada de fosforilacion de insulina. Por lo que, los resultados de nuestro
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trabajo podrian proporcionar un enlace mecanicista plausible entre la inflamacion,

el estrés oxidativo y la RI por exposicion a Cd.

Planteamiento del problema

La Rl es uno de los primeros eventos involucrados en patologias cronico-
degenerativas como la diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Se presenta en el 23.7% de
la poblacion mundial; esta puede variar ampliamente en diferentes poblaciones, en
la poblaciéon México-Americana puede ser de hasta en un 58.3%. Por lo que, se han
asociado diversos factores de riesgo en el curso temporal del desarrollo de la RI, en
donde la exposicion a contaminantes ambientales como el Cd es poco estudiada,

comprendida y contemplada por los organismos internacionales.

Los principales mecanismos propuestos en la fisiopatologia del desarrollo de
RI es el incremento de estrés oxidativo y la inflamacién, que a su vez pueden ser
potencializados por la exposicion de Cd. Sin embargo, se desconoce si existe una
relacion entre las vias de sefalizacion de estrés oxidativo y la inflamaciéon que

produzcan estados de Rl después de una exposicion oral y cronica al metal.
Justificacion

La sociedad se enfrenta a la creciente prevalencia de enfermedades
asociadas con la obesidad, incluyendo el sindrome metabdlico, enfermedad de
higado graso no alcohdlico, diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares, las
cuales cobran una enorme factura en la sociedad por la pérdida de la salud, calidad
de vida de manera “silenciosa”, dichas patologias comparten a la resistencia a

insulina como la principal condicién de deterioro cronico.

Siendo el Cd uno de los principales metales a los que se expone nuestra
sociedad, es importante establecer su participacidn como un factor de riesgo para

el desarrollo de resistencia a insulina, por lo que es de suma importancia conocer
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los mecanismos moleculares que conllevan a su patogénesis. Principalmente
proponemos a la inflamacion y al estrés oxidativo, por lo que, al conocer su
participacion en estos mecanismos moleculares, se podria establecer terapias

dirigidas ante exposiciones orales y crénicas al metal.

Objetivo General

Conocer el papel de la inflamacion y el estrés oxidativo promovido por la exposiciéon

a cadmio sobre el desarrollo de resistencia hepatica a insulina

Objetivos particulares

Con base en el papel pro-oxidante e inflamatorio del cadmio después de una
exposicidon cronica:
* Evaluar la via de sefalizacion de resistencia hepatica a insulina

* Determinar el papel del estrés oxidativo sobre el desarrollo de resistencia
hepatica a insulina

» Conocer el papel que juega la inflamacion sobre el desarrollo de resistencia
hepatica a insulina.

» Evaluar el efecto de Curcumina sobre el desarrollo de resistencia hepatica a
insulina.

« Evaluar el efecto de Prednisona sobre el desarrollo de resistencia hepatica a
insulina.
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imental 1.
Efecto de la exposicion de cadmio sobre el estrés oxidativo, inflamacion y resistencia a insulina.
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Disefio experimental 2.

Curva dosis respuesta Curcumina-Resistencia a insulina y estrés oxidativo.

| Ratas wistar macho (n=70) |
[
| 1
A D
Grupo control(-) Dieta Grurp o cadmio (+) Dieta
estandar y agua de beber estandar y agua con Cd
[32.5 ppm]

Ad libitum_(n=35) Ad libitum (n=35)
|
|
30 dias de exposicion
5 dias antes de los 30 dias de exposicion, administramos:
Curcumina (0, 50, 125, 250, 500 y 750 mg/Kg via oral)

HOMA - IR
| ROSyCadmio | (Insulina, Glucosa)
LIRI - IR

(Peso, Talla, HDL,
TOG - RI)

AST,ALT, Urea,
Creatinina

Disefio experimental 3.

Efecto de la Curcumina sobre la resistencia a insulina y estrés oxidativo.

| Ratas Wistar macho de 30 dias de edad (n=24) |

Grupo Control (-) Grupo Insulina (+) Grupo Cd Grupo Cd
Dieta estandar y Agua de Dieta estandar, Agua de Dieta estandar y agua Dieta estandar y agua
beber beber e Insulina diaria con Cd [15ppm] con Cd [32.5 ppm]
Ad libitum (n=6) via s.c. (4U/Kg) (n=6) Ad libitum (n=6) Ad libitum (n=06)

Condiciones Exposicion a 30 dias y
Durante 5 dias al dia 25, Curcumina (250 mg/Kg via oral)

| Tejido hepatico

MODELO (Res. Insulina) -
(Inmunohistoquimicas — ESTRES OXIDATIVO
Inmunofluorescencias) ROS, mROS, LPO,
p-RI (pY), p-RI (pT), IRS1, N%trlto.s, MDA, 4-HDA,
PKCe, pAkt, pERK1/2, Nitracion de proteinas,.

mTOR, S6K1
I Anti estrés:
HOMA - IR MT, GSH, CAT, SOD, GT,

(Insulina, Glucosa) GPx, GR
|

LIRI - IR Inmunohistoquimica

(Peso, talla, HDL, p38y JINK
TOG - RI)
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Disefio experimental 4.

Curva dosis respuesta Prednisona-Resistencia a insulina e inflamacion.

| Ratas wistar macho (n=70)

Grupo control(-) Dieta
estandar y agua de beber
Ad libitum (n=35)

[

Grupo cadmio (+) Dieta
estandar y agua con Cd
[32.5 ppm]

Ad libitum (n=35)

30 dias de exposicion
5 dias antes de los 30 dias de exposicion, administramos:
Prednisona (0, 1, 3, 4, 10 y 20 mg / Kg via oral),

Inflamacién
TNF-a, IL.1B

Disefio experimental 5.

Efecto de la Prednisona sobre la resistencia a insulina e inflamacion.

Suero

HOMA - 1IR
(Insulina, Glucosa)

LIRI - IR
(Peso, Talla, HDL,
TOG - RI)

AST,ALT, Urea,
Creatinina
TNF-a, IL.1B

Ratas Wistar macho de 30 dias de edad (n=24) |

Grupo Control (-)
Dieta estandar y Agua de
beber
Ad libitum (n=6)

Grupo Insulina (+)
Dieta estandar, Agua de
beber e Insulina diaria
via s.c. (4U/Kg) (n=6)

Dieta estandar y agua

Grupo Cd

con Cd [15ppm]
Ad libitum (n=6)

Dieta estandar y agua

Grupo Cd

con Cd [32.5 ppm]
Ad libitum (n=6)

Condiciones de exposicion 30 dias

Durante 5 dias al dia 25 Prednisona (2 mg/Kg via oral)
I

Tejido hepatico
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INFLAMACION
(Elisa)
IL-1B,, IL-6, TNF-q,

HOMA - 1R
(Insulina, Glucosa)

LIRI -IR
(Peso, talla, HDL,

TOG - RI)

Ant INFLAMACION
(Elisa)
IL-10, IL-1aR, TGF-B

INFLAMACION
(Elisa)

IL-1B, IL-6, TNF-
o, IL-10, IL-1aR,
TGF-B




Metodologia

Disefio experimental 1.

Animales

Se emplearon 48 ratas de la cepa Wistar obtenidas del Bioterio “Claude
Bernard” de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. 48 ratas fueron
separadas aleatoriamente en los siguientes grupos; un grupo control (n=12), un
grupo expuesto a CdCl2 en agua de consumo a una concentracion de 15 ppm
(n=12), un grupo expuesto a CdClz en agua de consumo con una concentracién de
32.5 ppm de Cd (n=12) y por ultimo un cuarto grupo “insulina” (n=12), al cual se les
aplico diariamente 4U/kg de peso por via subcutanea de insulina de la marca
“Glargina” que es un analogo de una insulina humana de larga duracion. Estas
condiciones fueron continuas durante 30 dias después del periodo de

acondicionamiento.
Obtencion de las muestras
Curva de tolerancia oral a la glucosa

Un total de 12 animales de cada subgrupo fueron sacrificados a los 30 dias después
de los diferentes grupos de exposicion. Un dia antes de terminar la exposicion, bajo
condiciones de ayuno (4-5h) las ratas recibieron una carga oral de glucosa
equivalente a 1,75 g-glucosa/kg de peso. Las ratas se anestesiaron por via
intraperitoneal con ketamina+xilazina (0.2 ml/100g). Bajo anestesia, se extrajo
sangre (200 pl) a través de puncién cardiaca a los 0, 30, 60 y 90 min, las muestras
se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 minutos, el suero se separd y fue
congelado a -70°C hasta su analisis. Los animales se dejaron recuperar por dos

dias.
Obtencién de muestras

Un dia después de haber terminado la exposicion, se suspendid el alimento

de 4 a 5 horas, posteriormente los animales se anestesiaron con ketamina+xilazina
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(0.2 ml/100g) via intraperitoneal, bajo anestesia se obtuvieron 5 mL de sangre por
medio de puncidn cardiaca y se recolectaron en tubos con pro-coagulante,
centrifugando los tubos a 8,000 r.p.m. durante 10 minutos. El suero fue separado y
almacenado a -70°C hasta su analisis. Inmediatamente después de la obtencion de
la muestra sanguinea, se realizé una perfusion cardiaca para lavar los tejidos con
solucion salina isotdnica y se procedio a realizar la biopsia de tejido hepatico, el cual

fue guardado a -70°C.

Ensayos séricos

La cuantificacion de glucosa fue analizada en un espectrofotometro
automatizado AutoKemll con reactivos de la marca Spinreact, segun las
indicaciones del productor. La concentracién de insulina sérica fue determinada por
inmunoensayo de ELISA (Diagndstica Internacional, Mex), el complejo antigeno
anticuerpo se midié a una longitud de onda de 415 nm en un lector automatizado
Stat fax 2600 (Winerlab, Arg), la concentracién de insulina fue obtenida a partir de
una curva estandar con un rango 0 — 20 pU/mL. Tanto glucosa como insulina fueron
cuantificadas a los tiempos 0 minutos (ayuno de 6 horas de los animales de
experimentacion), 30, 60 y 90 min post carga de glucosa anhidra de 1.75 g-glucosa
/kg, con la finalidad de conocer la tolerancia oral al carbohidrato y la liberacién de

insulina.

Modelos Matematicos de resistencia a insulina.

Resistencia a insulina periférica.

El efecto de la exposicion a cadmio en relacién a la resistencia a insulina fue
valorado por los indices HOMA-IR (Cacho et al., 2008) y fue obtenido por la
siguiente formula:

glucosa basal (%) * insulina basal (;ll—li)

HOMA - IR = 5430

Resistencia a hepatica a insulina.
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La resistencia a insulina es independiente en cada tejido; por lo que el efecto
cronico de la exposicién a Cd fue estudiado en el tejido hepatico, estudiado por
modelos matematicos especificos. En higado se analizo la resistencia por el indice
de insulino resistencia hepatica (LIRI por Vangipurapu et al., 2011) calculado por la

siguiente formula:

) m
LIRI = —0.091 + [(log AUC Insulina 0 — 90 min (%)) * 0.4] + [log indice de Lee * 0.346] — [log HDLc (d—f) * 0.408] + [log IMC * 0.435]

Ensayos tisulares para el balance redox hepatico
Malondialdehido y 4-hidroxi-alquenales

Los niveles de MDA y 4HDA fueron cuantificados por el método de
Esterbauer & Zollner, 1989. A 200 uL del sobrenadante se le adiciono 650 uL de la
solucion 1 (compuesta de 1-metil-2-6 fenil-indol a una concentracion 10.3 mM en
acetonitrilo y metanol) mas 150 yL de acido metanosulfénico. Las muestras se
agitaron y se incubaron por una hora a 45° en bafio Maria, después de la incubacion
se centrifugaron a 3500 rpm por 10 min y en el sobrenadante se medi6 la
absorbancia con un espectrofotometro (Perkin Elmer Lamda EZ-150) a 586 nm. La
concentracion de MDA y 4HDA fue determinada interpolando la absorbancia de las
muestras en la curva estandar patrén de MDA, 1, 1, 3,3 tetrametoxipropano (0.5 a

5 uM), la cual fue determinada paralelamente en cada ensayo.
Nitritos (Método de Griess)

La produccién de 6xido nitrico fue estimada a través del contenido de nitrito
(NO2") en los sobrenadantes de higado utilizando el método de Griess ((Chao et al.
1992)). Las condiciones se dan mediante la adicién de dihidrocloruro de n-1-
naftiletilendiamino y sulfanilamida en acido acético. La reaccion colorimétrica fue
llevada a cabo por la adicion de reactivo de Griess, el producto de reaccion fue leido
en un espectrofotometro (Perkin Elmer Lamda EZ-150) a 540 nm. La concentracion
de NOz2 fue determinada interpolando la absorbancia de las muestras en una curva

estandar de NaNOg, la cual fue determinada paralelamente en cada ensayo.
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ROS totales

Los niveles de ROS intracelulares fueron medidos por fluorometria. Los tejidos
fueron sensibilizados con dihidrodiclorofluoresceina diacetato (H2-DCF-DA) 30
minutos, durante este periodo las esterasas celulares reaccionan con el compuesto
para formar dihidrodiclorofluoresceina (DCFH), el cual se hace reaccionar con H202
para dar una molécula fluorescente que es usada para medir las concentraciones
de ROS intracelular. La reaccion se lleva a cabo a 37°C por 30 min, posteriormente
es homogenado el tejido y buferado con HEPES (25 mM), 0.7 g NaCl (120 mM), 40
mg KCI (5.4 mM), 26.5 mg CaCl2 (1.8 mM), 0.21 g NaHCO3 (25 mM), 0.27 g
Glucosa (15 mM) ajustado a pH 7.4 con NaOH. Posteriormente se llevé a un lector
de placas para fluorescencia “Multi-well Plate Reader” y se leyé a 485 nm de
excitacién y 530 de emisién. La absorbancia fue registrada y se traslap6 a la curva
estandar construida a partir de DCFH con concentraciones conocidas de una

solucion de H20:.
Metalotioneinas totales

La determinacion de la concentracion y la estimacion de la cantidad total de
MTs en los tejidos animales se realizd mediante el método de saturacién con '°°Cd,

de acuerdo con el protocolo establecido por Eaton & Cherian, 1991.
GSH y GSSG

El contenido de glutatién total fue determinado mediante la técnica de
reciclaje enzimatico basada en el uso de la enzima glutation reductasa. El glutation
es oxidado por el acido 5,5’-2-nitrobenzoico (DTNB) (Rahman, Kode, and Biswas
2006) y reducido por NADPH en presencia de glutation reductasa. La formacion del
acido 2-nitro-5-tiobenzoico es monitoreada a 412 nm y la concentracion de glutation
presente se determina por la comparacion del resultado con la curva estandar. El
procedimiento es especifico para GSSG cuando se usa 2-vinilpiridina o 4-
vinilpiridina para enmascarar GSH, que no inhiben a glutatién reductasa (Griffith,

1980). Para el calculo de la concentracién de GSH, se realizé la siguiente operacion:
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GSH = glutation total - GSSG. Para el calculo del indice redox se utilizo la siguiente
operacion indice Redox = 2GSH/GSSG.

Actividad de Glutation Peroxidasa

La actividad de Glutation Peroxidasa (GPx) fue cuantificada de acuerdo a lo descrito
por Flohé & Gunzler, 1984. La GPx presente en el sobrenadante reduce los
hidroperoxidos al sustrato de tert-butil peroxido de hidrogeno y la enzima se oxida.
La GPx oxidada es regenerada por el GSH, el cual se oxida a GSSG. El GSSG
regresa a GSH por la donacién de un electron proveniente del NADPH via glutation
reductasa (GR). La tasa de decremento de NADPH es directamente proporcional a
la actividad de GPx y ésta se determina espectrofotométricamente a 340 nm (Perkin
Elmer Lamda EZ-150).

Actividad de Glutation Transferasa

La actividad de Glutation S-Transferasa (GST) fue determinada usando el
método descrito por Habig et al. La reaccion consiste en mezclar buffer Hepes pH
7.5, GSH, 1-cloro-2-dinitrobenceno (CDNB) y agua. La conjugacion de GSH con
CDNB en presencia de la GST es una medida de su actividad, la cual se puede

seguir espectrofotométricamente a 340 nm durante 3 min.
Actividad de Glutation Reductasa

La actividad de Glutation Reductasa (GSSG-R) fue determinada
monitoreando la oxidacion de NADPH en presencia de GSSG de acuerdo al método
de Smith, Vierheller, & Thorne, 1988. EI GSH formado reacciona con 5,5-dithiobis
(acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) mostrando un incremento en la absorbancia la cual

se medio a 412 nm.
Actividad de Superdxido Dismutasa

La actividad de superdxido dismutasa (SOD) fue analizada mediante el
método del pirogalol; en el que el pirogalol en medio basico se auto-oxida generado
en el medio de reaccion radicales superoxido, de esta forma la reaccién radicalaria

se propaga, acelerando la auto-oxidacion absorbiendo el paso de luz a 420 nm. La
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presencia de SOD inhibe la autoxidacion al evitar las reacciones de propagacion.
Por convenio se toma 1 U de SOD como la cantidad de enzima que inhibe en un

50% la reaccion de auto-oxidacion del Pirogalol a 25°C y pH 8.2.
Cuantificacion de la Actividad de Catalasa

La cuantificacion de la actividad de catalasa (CAT), se realiz6 mediante el
uso de luz ultravioleta, segun lo establecido por (Nelson and Kiesow 1972). La
reaccion se lleva a cabo en 2.0 mL de buffer compuesto por fosfato de potasio (50
mM a pH 7.0), 0.05 mL de H202 (0.3) M y 0.05 mL del homogenado. Los cambios
en la absorbancia de H20:2 se siguieron por 60 segundos a 240 nm. La actividad de

catalasa se calcula como pymol/min/mg de proteina que es igual a U/mg de proteina.

Ensayos tisulares para evaluar la inflamacién y la via de sefalizacién hepatica
de insulina.

Inmunofluorescencia

El higado post-perfusion se retir6 y se fijo en una solucién regulada de
paraformaldehido al 4%, posteriormente y se incluy6 en parafina, cortes de 5um del
tejido fueron realizados en microtomo (Leica, U.S.A) y colocados en laminillas
previamente xilanizadas, se desparafinaron y se rehidrataron mediante métodos
estandar. Se procedié a la recuperacién antigénica, la cual se realizé con una
solucion Diva Decloaker de BioCare dilucion 1:10 a 60°C por 30 min y se dejo
enfriar. Los sitios de unién no especificos se bloquearon mediante incubacion en
albumina de suero bovino libre de IgG al 2% a temperatura ambiente.
Posteriormente, las muestras se incubaron con 0,2% de Triton X-100. Las secciones
se incubaron durante la noche a 4-8 °C con anticuerpo primario y se identificaron
utilizando anticuerpos secundarios marcados con FITC. Las Ilaminillas se
contrastaron con VectaShield con DAPI, para la tincién de nucleos (canal azul). Este
protocolo se aplicd NF-kB, p-RI (pY), p-RI (pT), IRS1, PKCg, pAkt, pPERK1/2, mTOR,
S6K1. Las fotografias obtenidas fueron analizadas por el programa ImageJ.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)
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IL-1B, IL-6, TNF-a, NF-kB, IL-1ra, TGF, IL-10, p38 y JNK se cuantificaron
por el método de ELISA en homogenados de higado y en suero como se describe
en Leon Chavez et al., 2001. El contenido de proteina se determiné por el método
por el Lowry. Alicuotas de 5 ug de proteina se colocaron en pocillos de placas de
ELISA. Un volumen de 100 uL de buffer de carbonato 0.1 M se afiade a cada pocillo
y las placas se incubaron a 4°C durante 18 h. Para bloquear los sitios de unién no
especificos, 200 uL de albumina de suero bovino al 0.5% fueron afiadidos a cada
pocillo a temperatura ambiente. Después de 30 min de incubacion, los pocillos se
lavaron tres veces con PBS-Tween 20 (0.1%). Anticuerpos IL-18, IL-6, TNF-a, NF-
kB, IL-1ra, TGF, IL-10, p38 y JNK se afiade en cada pocillo y se incubaron durante
2h a TA. Después de tres lavados con PBS, un anticuerpo secundario acoplado a
peroxidasa de rabano se afnade a los pocillos y se incuba durante 2 h a temperatura
ambiente. El complejo anticuerpo-antigeno se revelo mediante la adicion de 100 pL
3',5,5'-tetrametil-benzidina (TMB) en cada pocillo, Después de 15 min se finalizé la
reaccion al agregarle acido sulfurico 2M, la densidad o6ptica (OD) fue medida
mediante un lector de multiplaca a 415 nm. Todas las muestras se realizaron en las

mismas condiciones experimentales y tiempo.

Diseio experimental 2.

Se emplearon 70 ratas de la cepa Wistar obtenidos del Bioterio “Claude
Bernard” de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. Las ratas fueron
separadas aleatoriamente en los siguientes grupos; un grupo control (n=35), un
grupo expuesto a CdClz en agua de consumo a una concentracién de 32 ppm (n=35)
durante 30 dias y grupos expuestos a CdCl2 en agua de consumo con una
concentracion de 32.5 ppm de Cd (n=25) durante 25 dias, posteriormente a esto se
les administro diferentes dosis de curcumina por via oral, 0 mg/kg (n=5), 50 mg/kg
(n=5), 125 mg/kg (n=5), 250 mg/kg (n=5), 500 mg/kg (n=5) y 750 mg/kg (n=5), dosis
que se aplicaron diariamente durante 5 dias.

La obtencion de muestras se realizo como se detalla anteriormente. La

cuantificacion de AST, ALT, creatinina, urea, fueron analizadas en un
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espectrofotometro automatizado AutoKemll con reactivos de la marca Spinreact de
acuerdo con las indicaciones del fabricante. Los indices de resistencia a insulina
HOMA-IR y LIRI, asi como la concentracion de ROS y cadmios se realizo como se

detalla anteriormente.

Disefio experimental 3.

Se emplearon 24 ratas de la cepa Wistar obtenidas del Bioterio “Claude
Bernard” de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla. Las ratas fueron
separadas aleatoriamente en los siguientes grupos; un grupo control (n=12), un
grupo expuesto a CdCl2 en agua de consumo a una concentracion de 15 ppm
(n=12), un grupo expuesto a CdCl2 en agua de consumo con una concentracién de
32.5 ppm de Cd (n=12) y por ultimo un cuarto grupo “insulina” (n=12), al cual se les
aplico diariamente 4U/kg de peso por via subcutanea de insulina de la marca
“Glargina” que es un analogo de una insulina humana de larga duracion. Estas
condiciones fueron continuas durante 30 dias después del periodo de
acondicionamiento. Cinco dias antes de terminar la exposicion de los grupos
experimentales (25 dias) se les administro prednisona a una dosis de 250 mg/kg/dia
de peso del animal por via oral diariamente hasta concluir los periodos mencionados

anteriormente.

La curva de tolerancia oral a la glucosa, el area bajo la curva, los indices de
resistencia a insulina (HOMA-IR y LIRI), los ensayos de estrés oxidativo, la
determinacion de la defesa antioxidante, las inmunofluoresencia asi como el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), se realizaron de la misma forma en

que se describioé anteriormente.

Disefio experimental 4.

Se emplearon 70 ratas de la cepa Wistar obtenidos del Bioterio “Claude
Bernard” de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. Las ratas fueron
separadas aleatoriamente en los siguientes grupos; un grupo control (n=35), un

grupo expuesto a CdCl2 en agua de consumo a una concentracion de 32 ppm (n=35)
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durante 30 dias y grupos expuestos a CdCl2 en agua de consumo con una
concentracion de 32.5 ppm de Cd (n=25) durante 25 dias, posteriormente a esto se
les administro diferentes dosis de prednisona por via oral, 0 mg/kg (n=5), 1 mg/kg
(n=5), 3 mg/kg (n=5), 5 mg/kg (n=5), 10 mg/kg (n=5) y 750 mg/kg (n=5), dosis que

se aplicaron diariamente durante 5 dias.

La obtencién de muestras se realiz6 como se detalla anteriormente. La
cuantificacion de AST, ALT, creatinina, urea, fueron analizadas en un
espectrofotometro automatizado AutoKemll con reactivos de la marca Spinreact de
acuerdo con las indicaciones del fabricante. Los indices de resistencia a insulina
HOMA-IR y LIRI, asi como la concentracion IL-1B8 y TNF-a se realizé como se detalla

anteriormente.

Disefio experimental 5.

Se emplearon 24 ratas de la cepa Wistar obtenidas del Bioterio “Claude
Bernard” de la Benemérita Universidad Autdbnoma de Puebla. Las ratas fueron
separadas aleatoriamente en los siguientes grupos; un grupo control (n=12), un
grupo expuesto a CdCl2 en agua de consumo a una concentracion de 15 ppm
(n=12), un grupo expuesto a CdClz en agua de consumo con una concentracién de
32.5 ppm de Cd (n=12) y por ultimo un cuarto grupo “insulina” (n=12), al cual se les
aplico diariamente 4U/kg de peso por via subcutanea de insulina de la marca
“Glargina” que es un analogo de una insulina humana de larga duracion. Estas
condiciones fueron continuas durante 30 dias después del periodo de
acondicionamiento. Cinco dias antes de terminar la exposicion de los grupos
experimentales (25 dias) se les administro prednisona a una dosis de 25mg/kg/dia
de peso del animal por via oral diariamente hasta concluir los periodos mencionados

anteriormente.

La curva de tolerancia oral a la glucosa, los indices de resistencia a insulina (HOMA-
IR y LIRI) y los ensayos de ELISA, se realizaron de la misma forma en que se

describid anteriormente.
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Analisis Estadistico

Los resultados cuantitativos obtenidos son expresados como la media * el
error estandar de la media (EEM). El analisis estadistico fue realizado con ayuda
del programa GraphPad Prims version 5.0.0, con el cual se realiz6 una comparaciéon
entre grupos control y problema por medio de ANOVA de 1 Via, con analisis Post
Hoc de Bonferroni. Un nivel de significancia del 0.05 (P<0.05) fue considerado

significativamente diferente.
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Resultados

Efecto de la exposicion de cadmio sobre el estrés oxidativo,
inflamacién y resistencia a insulina.
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Figura 8.- Tolerancia a la glucosa y Resistencia a la Insulina después de 30 dias de exposicion. A) Tolerancia oral a la glucosa. B)
Respuesta de insulina a glucosa. C) HOMA-IR D) LIRI. Los resultados mostrados son el promedio de 5 experimentos + EEM. A) y B (*) Indica
diferencia significativa con respecto al grupo control p < 0.05 por ANOVA de una via con andlisis post hoc de Bonferroni. C) y D) (*) Indica
diferencia significativa con respecto al grupo control p < 0.05 por andlisis de Kruskal-Wallis.

Después de 30 dias de exposicibn nuestros grupos experimentales
mostraron incrementos estadisticamente significativos en la concentraciéon basal de
glucosa (Figura 8A) que correspondieron a 17%, 26% y 15% respectivamente, para
observar la utilizacion de la glucosa por el organismo se sometieron a una curva de
tolerancia oral a la glucosa; al minuto 30 de la post carga los animales expuestos a
Cd exhibieron incrementos para los grupos con 15ppm (25%) y 32 ppm (30%). El

monitoreo a los 60 y 90 minutos, se observaron incrementos en los grupos: insulina
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Figura 9.- Comportamiento de proteinas de la via de seializacion de insulina después de la exposicion a Cd. Se muestran cortes de tejido
hepdtico (5um) de la inmunorreaccion del Ri(y), RI(t), IRS y ERK1/2. A) Andlisis densitométrico de las fotomicrografias del receptor de
insulina fosforilado en tirosina 1361 (RI-pY1361). B) Andlisis densitométrico de las fotomicrografias receptor de insulina fosforilado en
treonina 1375 (RI-pT1375). C) Andlisis densitométrico de las fotomicrografias del sustrato del receptor de insulina (IRS) D) Andlisis
densitométrico de las fotomicrografias de la cinasa activada por mitégenos extracelulares (ERK1/2). Las grdficas muestran el promedio
de 25 campos diferentes + EEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p < 0.05 por prueba de Kruskal-Wallis.

(72% y 38%), 15 ppm (65% y 30%) y 32 ppm (95% y 74%), comparado contra
el grupo control. Por su parte, la curva de respuesta de insulina (Figura 8B), mostro
un incremento significativo (82%) en ayuno (punto basal) y al minuto 30, solo el
grupo 32 ppm mantuvo dicho incremento en la respuesta insulinica (55%); al minuto
60, el incremento observado fue significativo en los grupos experimentales de
insulina (73%), 15 ppm (172%) y 32 ppm (214%); por ultimo al minuto 90 del

monitoreo, los grupos insulina, 15ppm y 32 ppm se mantuvieron incrementados en
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108%, 230% y 276%, respectivamente. Mientras que el indicador de resistencia
HOMA-IR (Figura 8C), mostré incrementos significativos del 62% (insulina), 69%
(15ppm) vy 122% (32 ppm) respecto del grupo control; por su parte el indice de
resistencia hepatica a insulina (LIRI; Figura 8D), incremento significativamente solo
en los grupos administrados con Cd 15 ppm (160%) y 32 ppm (157%) respecto al

grupo control.
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Figura 10.- Comportamiento de proteinas de la via de sefializacion de insulina después de la exposicion a Cd. Se muestran cortes de
tejido hepdtico (5um) de la inmunorreaccion de AKT, mTOR, S6K1 y PCKe. A) Andlisis densitométrico de las fotomicrografias Proteina cina
B fosforilada en serina 473 (AKTpS473). B) Andlisis densitométrico de las fotomicrografias de La diana de rapamicina en células de
mamifero (MTORpS2481). C) Andlisis densitométrico de las fotomicrografias de La proteina ribosomal S6 quinasa beta-1 (S6K1). D) Andlisis
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+ EEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p < 0.05 por prueba de Kruskal-Wallis.
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Una vez que fue puesta en evidencia la resistencia a insulina con marcadores
séricos y matematicos, el siguiente paso fue evaluar su efecto en la via de
sefalizacion de insulina en tejido hepatico, tomando como antecedente la
hiperinsulinemia persistente en los diferentes grupos experimentales. Por medio de
inmunofluorescencia se analizé la inmunoreactividad del receptor de insulina
fosforilado en tirosina por analisis densitométrico (Figura 9). Se observé unicamente
el incremento en el grupo insulina (35%), mientras los grupos expuestos a Cd no
mostraron diferencia con respecto del control. El siguiente paso después de la
fosforilacion en residuos tirosina es la fosforilacion de residuos treonina del receptor
de insulina, cuya expresion fue evaluada, donde los grupos expuestos a 15 ppm vy
32 ppm incrementaron significativamente en 21% y 30% respectivamente.
Siguiendo la cascada de fosforilacion del receptor a insulina una proteina clave en
la sefalizacion fisioldgica de insulina es IRS, sin embargo, en resistencia a insulina
su fosforilacion en residuos de serina inhibe la via de sefalizacion, por lo que se
analiz6 su inmunoreactividad, mostrando incrementos d, 47 y 74% para el grupo 15
ppm y 32 ppm respectivamente. Otra proteina clave en la via de sefalizacion de
insulina independiente de la via metabdlica es ERK1/2, una MAP cinasa importante
en la conducta de crecimiento y proliferacion en los hepatocitos. Su evaluacién
demostrd incrementos en su inmunoreactividad en el grupo insulina (26%), 15 ppm

(40%) y 32 ppm (51%), con respecto a su control.
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Figura 11.-Concentracion de Cadmio en higado después de 30 dias de exposicién. La concentracion de Cadmio se cuantifico por ICP-MS
(Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente), de secciones de Higado, después de una digestion acida. Los resultados
mostrados son el promedio de 5 experimentos + EEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p < 0.05 por ANOVA
de una via con andlisis post hoc de Bonferroni.
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Tabla 1. Defensa Antioxidante después de 30 dias de exposicion.

Control Insulina 15 ppm 32 ppm
N 10 10 10 10

Glutation Total (uM/mg de Prot)  18.9+2.5 15.0+1.4 235+15 34.3+3.3*
GSH (uM/mg de Prot) 126+1.8 2.7 £1.5% 15.0+1.8 20.1£2.2*
GSSG (uM/mg de Prot) 6.3+0.6 12.7 +1.5* 85+1.1 14.2 +1.4%
2GSH/GSSG 4.0 £0.5% 0.4 +0.02* 29+0.6 2.6 +0.1%

GPx nmol min! /mg de Prot 23+0.1 29+0.2 34+05 3.8+0.4

GR mU min"! /mg de Prot 1147.7 +170  1759.6 £218  1837.3+220 2386.5 + 260*

GT U min /mg de Prot 658.2 £ 92 958.7+126  881.8 +106 733.3£128
SOD U min /mg de Prot 7.6+0.9 72+05 8.9+0.9 10.9+0.5
CAT U min' /mg de Prot 19.5+1.8 18.4+2.4 152+2.4 248+2.1
MT pg /g de tejido 1.3+0.3 25+0.5 5+0.3* 5.2 +0.4*

Los resultados mostrados son el promedio de diez animales de experimentacion separados + SEM. (*) Indica diferencias significativas del
grupo de control. P < 0.05 mediante la prueba ANOVA con la prueba post hoc de Bonferroni. GSH, Glutation reducido; GSSG, Glutation
oxidado; GSH/GSSG, ratio oxidativo; GPx, Glutation Peroxidasa; GR, Glutation Reductasa; GT, Glutation Transferasa; SOD, Superdxido
Dismutasa; CAT, Catalasa; MT, Metalotioneina.

Siguiendo la cascada de fosforilacion del receptor a insulina, una de las
proteinas mas importantes en la via de sefalizacion es Akt. Sin embargo, al evaluar
el analisis densitométrico de la fosforilacion de Akt en su residuo de serina (Figura
10) no mostré cambios significativos en ningun grupo experimental. Por su parte
mTOR, la cual mostro incremento del 68 y 84% para el grupo 15 ppm y 32 ppm
respectivamente. Resultados similares fueron obtenidos al evaluar la
inmunoreactividad de una proteina rio abajo de mTOR; la proteina S6K, la cual se
muestra incremento para los grupos insulina (92%), 15 ppm (45%) y 32 ppm (50%).
Por ultimo, aunque PKCe no esta involucrada directamente en la via de sefalizaciéon
de insulina, se sabe que su incremento es importante para la inhibicion de funcion
del receptor de insulina. Interesantemente encontramos incremento de esta
proteina solo en los grupos expuestos a cadmio de 36 y 40% para el grupo 15 ppm

y 32 ppm respectivamente.
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Figura 12. Estrés Oxidante después de 30 dias de exposicion. A) ROS. B) NO2-. C) 4-HDA D) MDA. Los resultados mostrados son el
promedio de diez animales de experimentacion separados + SEM. (*) Indica diferencias significativas del grupo de control. P < 0.05
mediante la prueba ANOVA con la prueba post hoc de Bonferroni.

Antes de mostrar su efecto sobre el estrés oxidativo y la inflamaciéon de
nuestros grupos experimentales, quisimos evidenciar la concentracion de cadmio
que se almacena en higado (Figura 11), por medio de espectrometria de masas
observaos que se incrementa la concentracion del metal en 12 000 y 14 000% para

el grupo 15 ppm y 32 ppm respectivamente comparado contra el grupo control.

Para mostrar el papel del estrés oxidativo, evaluamos de primera instancia el
efecto sobre la defensa antioxidante (Tabla 1), como se puede observar el grupo
insulina mostro incremento del 101% en la concentracion de GSSG y decremento
en 78 y 90% para GSH y 2GSH/GSSG respectivamente. El grupo 15 ppm solo
evidencio incremento del 284% en la concentracion de MT. Por su parte el grupo 32
ppm mostro incremento en las concentraciones de Glutation total (81%), GSH
(60%), GSSG (125%), GR (107%), SOD (43%), MT (300%) y reduccién de
2GSH/GSSG (35%) respecto al grupo control, evidenciando un ambiente
prooxidante por agotamiento de la defensa antioxidante para el grupo insulina, pero

sobre todo para el grupo 32 ppm. Por otro lado, evaluando el estrés oxidante,
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observamos in incremento de 243%, 328% y 414% para el grupo insulina, 15 ppm
y 32 ppm en la concentracién de ROS, pero solo incremento del 92, 53 y 75% en el
grupo 32 ppm en la concentracion de nitritos, 4HDA y MDA respectivamente (Figura
12).
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Figura 13. Estatus sérico inflamatorio después de 30 dias de exposicion. A) Factor de necrosis tumoral a. (TNF-a). B) Interleucina 6 (IL-
6). C) Interleucina 1 8 (IL-18). D) Interleucina 10 (IL-10). E) Antagonista del Receptor de Interleucina 1 (IL-1ar). F) Factor de crecimiento
transformante tipo beta (TGF-8). Los resultados mostrados son el promedio de cinco animales de experimentacion separados + SEM. (*)
Indica diferencia significativa con respecto a cada grupo control sin tratamiento p < 0.05 por prueba de Kruskal-Wallis.
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Figura 14. NF-kB a 30 dias de los grupos experimentales. A) Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
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cortes de tejido hepdtico a 5 um. Los resultados mostrados son el promedio de cinco animales de experimentacion separados + SEM. (*)
Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p < 0.05 por prueba de U de Kruskal-Wallis.

Para mostrar el efecto de la exposicion de cadmio sobre la inflamacion
evaluamos el estatus sérico inflamatorio con la cuantificacién de las principales
citocinas pro y antiinflamatorias (Figura 13). Las citocinas proinflamatorias
mostraron incremento solo en los grupos expuestos a cadmio, para el grupo 15 ppm;
TNF-a (19%), IL-1B (32%) y IL-6 (34%), mientras que para el grupo 32 ppm TNF-a
(21%), IL-1B (33%) y IL-6 (32%). Por su parte, las citocinas antiinflamatorias
mostraron un efecto similar para solo para los grupos expuestos a cadmio, donde la
IL-10 y el IL-1ar se incrementd en 30% respectivamente en el grupo 32 ppm, y las
citocinas IL-10, | IL-1ar y TGFp se incrementaron en 20, 42 y 46% respectivamente
en el grupo 32 ppm. Ademas de mostrar el status inflamatorio sérico era importante
para nosotros evaluar cOmo se encontraba este ambiente a nivel tisular, por lo que
en primera instancia evaluamos NF-kB; el principal factor de transcripcion
involucrado en la inflamacion, por medio de inmunofluorescencia evidenciamos un
incremento en su inmunoreactividad del 33 y del 26% solo en los grupos 15ppm y
32 ppm respectivamente, sin embargo este incremento solo fue a nivel
citoplasmatico como se puede observar en la Figura 14, ya que no se encontro una

colocalizacion a nivel nuclear.
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Figura 15. Estatus tisular inflamatorio después de 30 dias de exposicion. A) Factor de necrosis tumoral a. (TNF-a). B) Interleucina 6 (IL-
6). C) Interleucina 1 8 (IL-18). D) Interleucina 10 (IL-10). E) Antagonista del Receptor de Interleucina 1 (IL-1ar). F) Factor de crecimiento
transformante tipo beta (TGF-8). Los resultados mostrados son el promedio de cinco animales de experimentacion separados + SEM. (*)
Indica diferencia significativa con respecto a cada grupo control sin tratamiento p < 0.05 por prueba de Kruskal-Wallis.

En la parte del estatus inflamatorio a nivel tisular (Figura 15) se pudo
evidenciar que el grupo 32 ppm es el que presento el mayor cambio significativos,
mostrando incremento en TNF-a (62%), IL-1B (30%), IL-6 (23%), IL-10 (52%) e | IL-
1ar (28%), mientras que el TGF mostro incremento de 31, 30 y 54% para el grupo
insulina, 15 ppm y 32 ppm respectivamente. Por ultimo, para relacionar las vias de

sefalizacion activadas por estrés oxidativo e inflamacién con la via de insulina
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evaluamos a p38 y JNK como las principales MAPK (Figura16). La concentracion
de p38 se incrementd en 17 y 18% en el grupo 15ppm y 32 ppm respectivamente,

mientras que JNK se increment6 30% (15 ppm) y 24% (32 ppm).
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Figura 16. Cinasas p38 y JNK a los 30 dias de exposicion con cadmio. (A) Proteina cinasa activada por mitégeno p38 (p38). (B) Cinasa c-
Jun N-terminal (JNK). Los resultados mostrados son el promedio de cinco animales de experimentacion separados + SEM. (*) Indica
diferencias significativas del grupo de control. P < 0.05 mediante la prueba de Kruskal-Wallis.

Curva dosis respuesta Curcumina-Resistencia a insulina y estrés
oxidativo.
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Figura 17. Efecto de diferentes dosis de curcumina sobre la concentracién de cadmio hepdtico y ROS después de 30 dias
de exposicion a cadmio. A) Concentracion hepdtica de cadmio. B) ROS (Especies reactivas de oxigeno). Los resultados son
expresados como la media * el error estdndar de la media. ANOVA de 1 Via, con andlisis Post Hoc de Bonferroni. (*) Indica
diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo control y (#) respecto al grupo cadmio a una p<0.05.
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Figura 18. Efecto de diferentes dosis de curcumina sobre indices de resistencia a insulina después de 30 dias de
exposicién a cadmio. A) HOMA-IR (modelo homeostdtico para evaluar la resistencia a la insulina). B) LIRI (Indice hepdtico
de resistencia a insulina). Los resultados son expresados como la media * el error estandar de la media. (*) Indica diferencia

estadisticamente significativa con respecto al grupo control y (#) respecto al grupo cadmio a una p<0.05 por andlisis
Kruskal-Wallis.

Para determinar el papel del estrés oxidativo sobre el desarrollo de RI después
de la exposiciéon a Cd, decidimos utilizar como herramienta metodoldgica a la
curcumina como antioxidante. Para conocer la dosis efectiva se realizé una curva
dosis respuesta del antioxidante evaluando su efecto sobre ROS y la RI. La
curcumina es un antioxidante con propiedades quelantes, por o que en primera
instancia evidenciamos diferentes dosis su papel sobre la concentracion de Cd
hepatico (Figura 17A). Aunque las dosis crecientes de curcumina mostraron una
tendencia a disminuir la concentracién del metal, solamente la concentracion de 750
mg/kg al dia mostré una reduccion estadisticamente significativa del 27%, aunque
sigue habiendo en promedio 6ug / g de tejido.
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Figura 19. Efecto de diferentes dosis de curcumina sobre marcadores de dano hepdtico y renal. A) AST (Aspartato
aminotransferasa) B) ALT (Alanina transaminasa). C) Creatinina D) Urea Los resultados son expresados como la media + el
error estdandar de la media. ANOVA de 1 Via, con andlisis Post Hoc de Bonferroni. (*) Indica diferencia estadisticamente
significativa con respecto al grupo control y (#) respecto al grupo cadmio a una p<0.05

Mientras que, los niveles de ROS hepatico (Figura 17B) disminuyeron
estadisticamente 20%, 43%, 53%, 64% y 72% con las dosis de curcumina 50, 125,
250, 500 y 750 mg/kg al dia en los animales previamente expuestos a Cd. Las dosis

de 500 y 750 mg/kg al dia no muestran diferencias con relacion al grupo control.

En cuanto a la RI (Figura 18), tras la administracion de curcumina disminuye
el indice HOMA-IR con las dosis de 250 (38%), 500 (52%) y 750 mg/kg al dia (45%)
en los animales expuestos a Cd. A partir de la dosis de 125 mg/kg al dia ya no
presentan diferencias respecto al grupo control. Mientras que el indice LIRI observé
una reduccién del 50% respecto al grupo Cd y condiciones similares al grupo control
con la de 250 mg/kg al dia. Los resultados sugieren que un exceso de antioxidante

también favorece el desarrollo de Rl hepatica
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Una dosificacion no adecuada de antioxidante puede causar dafio hepatico y
renal. Por lo que se evaluo a estos tejidos con los principales marcadores clinicos
de dafio (Figura 19). El dafio hepatico se valord por medio de la actividad de las
transaminasas AST y ALT. Los resultados mostraron que las dosis desde 50 - 500
mg/kg al dia, en ambas enzimas no fueron diferentes al grupo control, y ALT muestra
este comportamiento hasta la dosis de 750 mg/kg al dia. La dosis de 50 mg/kg al
dia disminuy® la actividad en ambas enzimas, 11% para AST y 20% para ALT.

Los marcadores de dafo renal creatinina y urea mostraron un
comportamiento similar a los marcadores hepaticos. La creatinina disminuye
estadisticamente (24%) respecto al grupo Cd sélo en la dosis de 50 mg/kg al dia.
Sin embargo, permanece incrementada (55%) respecto al grupo control. La urea
observo el mayor decremento con la dosis de 125 mg/kg al dia (22%), llegando a
valores similares del grupo control. En conjunto, los resultados demuestran que la
administracién de curcumina no generd6 un efecto protector hepato-renal,
restringiendo el dano causado por la exposicién a Cd. Lo cual nos permite elegir la
dosis de 250 mg/kg al dia como herramienta para valorar el estrés oxidativo su

asociacion con el desarrollo de RI.

Efecto de la Curcumina sobre la resistencia a insulina y estrés
oxidativo.

Tabla 2. Estrés Oxidante después de 30 dias de los grupos experimentales mds tratamiento con curcumina.

30 dias

15 ppm +
Curc

32 ppm +

Control C + Curc Insulina | + Curc 15 ppm
Curc

32 ppm

NO2 (mM /mg de
Prot)

4HDA (mM /mg de
Prot)

MDA (mM /mg de
Prot)

ROS (mM/mg de
Prot)

0.6+0.05 0.3+0.03* 0.6+0.07 0.34+0.02* 08+0.1 0.33+£0.01* 1.1+0.06# 0.33+0.02*

0.18+0.01 0.15+0.01 0.18+0.02 0.10+0.01* 0.22+0.02 0.07+0.01* 0.29+0.04# 0.12+0.01*

0.16 £0.02 0.15+0.02 0.13£0.02 0.10+£0.02 0.21+0.01 0.13+0.02* 0.28+0.02# 0.14+0.01*

3.6+0.25 5.5+03 11.7+1.8# 8.3%0.5* 145+ 1.94# 5.7+0.4 175+1.3# 6.83+0.8*

Los resultados mostrados son el promedio de cinco animales de experimentacion separados + SEM. (*) Indica diferencia significativa con
respecto a su grupo control sin tratamiento p < 0.05 por “t” de Student. (#) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p
<0.05 por “t” de Student. NOz, Nitritos; 4HDA, 4-Hidroxialquenales; MDA, Malondialdehido; ROS, Especies reactivas de Oxigeno.
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Se evalud estrés oxidante hepatico después de 30 dias en los grupos
experimentales con y sin tratamiento de curcumina (Tabla 2). El tratamiento con
curcumina disminuyo la concentracién de ROS en los grupos insulina (29%), 15 ppm
(60%) y 32 ppm (61%) con respecto a su grupo control sin tratamiento
respectivamente. La concentracion de NO2™ disminuy6 después del tratamiento con
curcumina en los grupos control (20%), insulina (43%), Cd-15 ppm (59%) y Cd-32
ppm (70%) respecto a su grupo control sin tratamiento. La concentracién de 4HDA
se redujo en los grupos insulina (44%), Cd-15 ppm (68%) y Cd-32 ppm (58%) con
el tratamiento con curcumina. Finalmente, la concentracion de MDA sdélo se redujo
en un 38% y 50% en los grupos Cd-15 y Cd-32 ppm, respectivamente. Estos
resultados evidencian que la curcumina es un antioxidante hepatico efectivo contra

el estrés oxidante generado por la exposicion al xenobidtico.

Tabla 3. Defensa Antioxidante a 30 dias de los grupos experimentales mds tratamiento con curcumina.

30 dias
Control + . Insulina + 15 ppm + 32 ppm +
Control Curcumina Insulina Curcumina 15 ppm Curcumina 32 ppm Curcumina

Glutation Total
(LM/mg de Prot)
GSH (uM/mg de

Prot)

GSSG (uUM/mg

de Prot)

18.9+2.5 19.7+0.6 15.0+1.4 18+1.6 235+15 18.1+£3.6* 343+3.3# 243£2.2*

126+1.8 15.2+0.6 2.7+ 1.5# 142 £1* 15.0+1.8 13.9+1.2 20.1+2.2# 203+14

6.3+0.6 44+0.3 12.7+1.5# 58=%0.5* 85+1.1 6.7+0.7+ 14.2+1.4# 7+0.8*

2GSH/GSSG 2.13+0.5 3.1+05 0.34+0.05# 2603 1.6+0.2 23+0.6 1.3+0.1# 3.1+0.3*

GPxnmolmin-1 -, 4, 4 4 24+07 29402 25404 34105 3.6+0.1 38404  2.6+04*

/mg de Prot
GRmUmin-1  1147.7+ 1759.6 + 1837.3+ 23865+
+ + + +
Tme de Prot e 1395+ 136 18 1845 + 139 o 2092 + 222 oo 2053 + 117
GT U min-1/mg
e pror 6582492 1029+107* 958.7+126 956+49  881.8+106 1332+124* 7333128 1087+ 76*
SOD U min-1 7.6+0.9 74+0.7 72405 7.7+07 89+0.9 79406 10.9+05# 10.7+05
/mg de Prot
CAT l;;“:r'oi /M8 195:18 101+09* 184%24  92+£1* 152524  7£05*  248+21 111+16*

Los resultados mostrados son el promedio de cinco animales de experimentacion separados + SEM. . (*) Indica diferencia significativa con
respecto a su grupo control sin tratamiento p < 0.05 por “t” de Student. (#) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p
<0.05 por “t” de Student GSH, Glutatién reducido; GSSG, Glutation oxidado; 2GSH/GSSG, indice redox; GPx, Glutation Peroxidasa; GR,
Glutation Reductasa; GT, Glutation Transferasa; SOD, Superdxido Dismutasa; CAT, Catalasa.
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Ademas, evaluamos el efecto de curcumina sobre la defensa antioxidante
(Tabla 3). La actividad de la CAT se afectd por el tratamiento con curcumina, al
reducir su actividad en el grupo control (48%), insulina (50%), Cd-15 ppm (53%) y
Cd-32 ppm (55%) respecto a sus grupos control sin tratamiento. El GSH increment6
en el grupo insulina (425%), el GSSG se redujo en los grupos insulina (54%) y Cd-
32 ppm (51%) respecto a sus grupos sin tratamiento. Ademas, el glutation total se
incrementd 22 y 29% en los grupos Cd-15 y Cd-32 ppm, comparados con su grupo
control sin tratamiento. Por ultimo, el indice redox se incrementd en el grupo insulina
(664%) y el grupo Cd-32ppm (130%) comparados con su grupo control sin
tratamiento. Estos resultados apoyan la idea que el tratamiento con curcumina

regula el ambiente oxidante generado por la exposicién a Cd.
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Figura 20. Comportamiento de p38 y JNK después de la exposicion a Cd y tratamiento con curcumina. A) Proteina cinasa activada por
mitégeno p38 (p38). B) Cinasa c-Jun N-terminal (JNK). Los resultados mostrados son el promedio de cinco animales de experimentacion
separados *+ SEM. Los resultados mostrados son el promedio de diez animales de experimentacion separados + SEM. (*) Indica diferencia
significativa con respecto a cada grupo control sin tratamiento p < 0.05 por prueba de U de Mann-Whitney. (#) Indica diferencia
significativa con respecto al grupo control p < 0.05 por prueba de U de Mann-Whitney.

58



Insulina

15 ppm + Curc 32 ppm + Curc

15 ppm +Curc " | 32 ppm + Curc _100um

254

204

RI (pY) (unidades arbitrarias)
3
v e
R Al

RI (pT) (unidades arbitrarias)
Pt
s 1%
Dh"
® g

M =
s S
-
3

“ & $ O & R $ N
&S SN S &SNS
A o W NN 3 B < * R XA
Q& Q@ Q& QG\
< Q < <
N L2 » v

Figura 21.- Comportamiento de la fosforilacion en treonina y tirosina del receptor a insulina después de la exposicién a Cd y tratamiento
con curcumina. Se muestran cortes de tejido hepdtico (5um) de la inmunorreaccion del receptor de insulina fosforilado en tirosina 1361
(RI-pY1361) y al receptor de insulina fosforilado en treonina 1375 (RI-pT1375). A) Andlisis densitométrico de las fotomicrografias del
receptor de insulina fosforilado en tirosina 1361 (RI-pY1361). A) Andlisis densitométrico de las fotomicrografias receptor de insulina
fosforilado en treonina 1375 (RI-pT1375). Las grdficas muestran el promedio de 25 campos diferentes + EEM. (*) Indica diferencia
significativa con respecto a cada grupo control sin tratamiento p < 0.05 por prueba de U de Mann-Whitney. (#) Indica diferencia
significativa con respecto al grupo control p < 0.05 por prueba de U de Mann-Whitney.
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Figura 22.- Comportamiento de la fosforilacion del IRS y mTOR después de la exposicion a Cd y tratamiento con curcumina. Se muestran
cortes de tejido hepdtico (5um) de la inmunorreaccion del sustrato del receptor de insulina (IRS) y la diana de rapamicina en células de
mamifero (MTORpS2481). A) Andlisis densitométrico de las fotomicrografias del sustrato del receptor de insulina (IRS) B) Andlisis
densitométrico de las fotomicrografias receptor de diana de rapamicina en células de mamifero (MTORpS2481). Las grdficas muestran el
promedio de 25 campos diferentes + EEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto a cada grupo control sin tratamiento p < 0.05
por prueba de U de Mann-Whitney. (#) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p < 0.05 por prueba de U de Mann-
Whitney.

Consecuentemente, se evalud la expresion de p38 y JNK (Figura 20), como
las principales proteinas involucradas en la Rl activadas por vias de sefalizacion
que involucran al estrés oxidativo.
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Figura 23. Comportamiento de la S6K después de la exposicion a Cd y tratamiento con curcumina. Se muestran cortes de tejido hepdtico
(5um) de la inmunorreaccion La proteina ribosomal S6 quinasa beta-1 (S6K1). A) Andlisis densitométrico de las fotomicrografias de la
proteina ribosomal S6 quinasa beta-1. Las barras muestran el promedio de 45 campos diferentes Las grdficas muestran el promedio de
25 campos diferentes + EEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto a cada grupo control sin tratamiento p < 0.05 por prueba de
U de Mann-Whitney. (#) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p < 0.05 por prueba de U de Mann-Whitney.

En p38 se redujo en 43%, 44%, 57% y 54% en los grupos control, insulina,
Cd-15 ppm y Cd-32 ppm, mientras que para JNK fue de 51% y 43% en los grupos
Cd-15 ppm y Cd-32 ppm, comparados con su grupo control sin tratamiento, después
de la administracion de curcumina. Estos resultados apoyan la idea que al mejorar
el estatus oxidativo celular se reduce la concentracion las principales MAPK

involucradas en el desarrollo de RI.
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Figura 24.- Tolerancia a la glucosa y su respuesta de insulina a 30 dias de la exposicién a Cd y tratamiento con curcumina. A) Tolerancia
oral a la glucosa (TOG) de los grupos control. B) Tolerancia oral a la glucosa de los grupos mds tratamiento con curcumina. C) Area bajo
la curva de la TOG. D) Respuesta insulinica después de la TOG de los grupos controles. E) Respuesta insulinica de los grupos mds
tratamiento con curcumina. F) Area bajo la curva de la de la respuesta insulinica. Los resultados mostrados son el promedio de 5
experimentos + EEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto a cada grupo control sin tratamiento p < 0.05 por “t” de Student. Para

C)y D) (*) Indica diferencia significativa con respecto a cada grupo control sin tratamiento p < 0.05 por prueba de U de Mann-Whitney.
(#) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p < 0.05 por prueba de U de Mann-Whitney.

Asi mismo, el tratamiento con curcumina regulo la expresion del RI-pY 1361
y de RI-pT1375 en el grupo insulina. Mientras que en los grupos expuestos a Cd no
se observan cambios estadisticamente significativos en la inmunorreactividad del
receptor fosforilado en tirosina o treonina después de la administraciéon con
curcumina (Figura 21). Rio abajo en la sefalizacion de insulina (Figura 22) se
observé como la curcumina reduce la imnunorreactivad de IRS ser308 en el grupo
Cd-15 ppm (34%) y el grupo Cd-32 ppm (50%), de mTOR pS2481 en los grupos
Cd-15 ppm (35%) y Cd-32 ppm (37%) y de S6K1 (Figura 23) en los grupos insulina
(45%), Cd-15 ppm (23%) y Cd-32 ppm (17%), comparados contra su grupo control

sin tratamiento.
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Figura 25. Indices de Resistencia a insulina a 30 dias de la exposicién a Cd y tratamiento con curcumina. A) Modelo de evaluacion de la
homeostasis de resistencia a insulina (HOMA-IR). B) indice de resistencia a insulina en higado (LIRI). Los resultados mostrados son el
promedio de 5 experimentos + EEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto a cada grupo control sin tratamiento p < 0.05 por
prueba de U de Mann-Whitney. (#) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p < 0.05 por prueba de U de Mann-Whitney.

Una vez evidenciado los cambios de la administracién de curcumina sobre la
via de senalizacion de insulina, evaluamos la tolerancia a la glucosa y la secrecion
de insulina estimulada por el carbohidrato (Figura 24). Como se puede observar,
aunque existen ligeros cambios a lo largo de la prueba de tolerancia oral a la glucosa
estos no son estadisticamente significativos. Estos se observan finamente en el
area bajo la curva. Sin embargo, la secrecibn de insulina se redujo
considerablemente desde el minuto 30 de analisis, en los grupos Cd-15 ppm y Cd-
32 ppm. El area bajo la curva evidencio un 40 y 45%, respectivamente comparado
contra sus grupos sin tratamiento. Debido a la reduccion en la secrecion de insulina,
los indices de RI mejoraron considerablemente (Figura 25). En los grupos Cd-15y
Cd-32 ppm, el indice HOMA-IR se redujo en 20% y 33%, mientras que en el LIRI se
redujo en 48% y 33% comparados contra su grupo sin tratamiento, evidenciando

que el ambiente oxidante asociado a Cd es un inductor de RI.
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Curva dosis respuesta Prednisona-Rl e inflamacion.
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Figura 26. Efecto de diferentes dosis de Prednisona sobre la inflamacién asociada a la exposicion a cadmio. A) Concentracion hepdtica
de TNF-a. B) Concentracion hepdtica de IL-18. Los resultados son expresados como la media * el error estandar de la media. (*) Indica
diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo control y (#) respecto al grupo Cadmio a una P<0.05 por andlisis Kruskal-
Wallis.
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Figura 27. Efecto de diferentes dosis de Prednisona sobre indices de resistencia a insulina después exposicion a cadmio. A) HOMA-IR
(modelo homeostdtico para evaluar la resistencia a la insulina). B) LIRI (indice hepdtico de resistencia a insulina). Los resultados son
expresados como la media + el error estandar de la media. (*) Indica diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo control
y (#) respecto al grupo Cadmio a una P<0.05 por andlisis Kruskal-Wallis.

Para determinar el papel que juega la inflamacion sobre el desarrollo de

resistencia a insulina después de la exposicion a cadmio, utilizamos a la prednisona
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como herramienta metodolégica como antiinflamatorio, sin embargo, al igual que la
curcumina realizamos una curva dosis respuesta para evaluar su efecto sobre la

inflamacion y la resistencia a insulina.

La curva dosis respuesta de Prednisona-Inflamacién (Figura 26) muestra
diminucion estadisticamente significativa en la concentracion de TNF-a solo con las
dosis de 1 (30%) y de 2 mg/kg (16%), de manera similar la concentracion de IL-1f3
se redujo 15, 25y 16% solo en las dosis de 1, 2 y 5 mg/kg respectivamente. En lo
que se refiere a la Rl (Figura 27), se observé un decremento estadisticamente
significativo del indice HOMA-IR con las dosis de 1 (61%), 2 (52%), 5 (33%) y 10
mg/kg (43%), respecto al grupo expuesto a Cd. El indice LIRI disminuyo
significativamente en 45%, 55%, 32% y 29% al administrar 1, 3, 5y 10 mg/kg. Las

dosis de 1 y 3 mg/kg muestran el mejor efecto, al reducir ambos indices de RI.

Para asegurarnos de las dosis de Prednisona usadas no presenten efectos
negativos en higado y/o rifion, evaluamos biomoléculas clinicas asociadas a dafo
(Figura 28). La dosis de 1 mg/kg mostré el mejor efecto, al disminuir la actividad de
AST (11%), similar al grupo control. Para AST, urea y creatinina, aunque no existe
una disminucién estadisticamente significativa con ninguna dosis del
antiinflamatorio, se observa una tendencia a mejorar la actividad enzimatica o
concentracion de los biomarcadores analizados. Con estos resultados nosotros
elegimos a una dosis de 2 mg/kg, que es una dosis intermedia entre las dosis con
mejores restados (1 y 3 mg/kg) como aquella que disminuye la inflamacion y la Rl

hepatica, después de la exposicion a Cd, sin causar dafos hepaticos y renales.
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Efecto de la Prednisona sobre la resistencia a insulina y la inflamacién.
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Figura 29. Estatus sérico inflamatorio a 30 dias de los grupos experimentales y su tratamiento con Prednisona. A) Factor de necrosis
tumoral a. (TNF-a). B) Interleucina 6 (IL-6). C) Interleucina 1 8 (IL-18). D) Interleucina 10 (IL-10). E) Antagonista del Receptor de Interleucina
1 (IL-1ar). F) Factor de crecimiento transformante tipo beta (TGF-8). Los resultados mostrados son el promedio de cinco animales de
experimentacion separados + SEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto a cada grupo control sin tratamiento p < 0.05 por prueba
de U de Mann-Whitney. (#) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p < 0.05 por prueba de U de Mann-Whitney.

Una vez obtenida una dosis efectiva antiinflamatoria de prednisona esta fue
utilizada para evaluar los marcadores inflamatorios séricos en nuestros grupos

experimentales (Figura 29). La concentracion de TNF-a se redujo de manera
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significativa en todos los grupos 17 % para el grupo control, 25% para el grupo
insulina, 37% para el grupo Cd-15 ppm y 17% para el grupo Cd-32 ppm,
comparados contra su grupo sin tratamiento. La concentracién de IL-1B8 e IL-6
disminuy6 en el grupo insulina (46% IL-18), Cd-15 ppm (36% y 37%) y Cd-32 ppm
(33%,15%). IL-10 disminuyé no mostro cambio significativos. Sin embargo, la
concentracion de IL-1ar se incrementd en 38%, 21% y 22% para los grupos insulina,
Cd-15 ppm y Cd-32 ppm respecto a su grupo sin tratamiento. Por ultimo, la
concentracion de TGF-3 se redujo en el grupo insulina (25%) y el grupo Cd-32 ppm
(37%).
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Figura 30. NF-kB de los grupos experiméntales y su tratamiento con Prednisona. Cuantificacion del Factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B activada (NF-kB) por el método de Elisa en homogenado de tejido hepdtico. Los resultados
mostrados son el promedio de diez animales de experimentacion separados + SEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto a cada
grupo control sin tratamiento p < 0.05 por prueba de U de Mann-Whitney. (#) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control
p <0.05 por prueba de U de Mann-Whitney.

Ademas del estatus inflamatorio a nivel sérico, evaluamos este estatus a nivel
tisular empezando por el principal factor de transcripcion involucrado ademas de
otras de vias de senalizacion en la inflamacion el NF-kB (Figura 30). Por medio de
la técnica de ELISA observamos que la concentracién de NF-kB se redujo después
de la administracion de Prednisona en los grupos insulina (25%), Cd-15ppm (41%)
y Cd-32 ppm (42%).
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Figura 31. Estatus tisular inflamatorio a 30 dias de los grupos experimentales y su tratamiento con Prednisona. A) Factor de necrosis
tumoral a. (TNF-a). B) Interleucina 6 (IL-6). C) Interleucina 1 8 (IL-18). D) Interleucina 10 (IL-10). E) Antagonista del Receptor de Interleucina
1 (IL-1ar). F) Factor de crecimiento transformante tipo beta (TGF-8). Los resultados mostrados son el promedio de cinco animales de

experimentacion separados + SEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto a cada grupo control sin tratamiento p < 0.05 por prueba
de U de Mann-Whitney. (#) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p < 0.05 por prueba de U de Mann-Whitney.

La concentracién de TNF-a en tejido se redujo en 32% y 39% en los grupos,
Cd-15 ppm y Cd-32 ppm respecto a sus grupos sin tratamiento. La concentracién
de IL-1B presentd una reduccion para el grupo, insulina (42%), Cd-15 ppm (48%) y
Cd-32 ppm (54%). Mientras que, la IL-6, la IL-10 y el IL-1ar solo se redujeron en el
grupo Cd-32 ppm en 28% y 24% y 23%. La concentracion de TGF-3 se redujo
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significativamente 33%, 41% y 42% en los grupos insulina, Cd-15 ppm y Cd-32 ppm,

comparados contra su grupo sin administracion de Prednisona.
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Figura 32. Cinasas p38 y JNK en los grupos experimentales y su tratamiento con Prednisona. A) Proteina cinasa activada por mitégeno
p38 (p38). B) Cinasa c-Jun N-terminal (JNK). Los resultados mostrados son el promedio de cinco animales de experimentacion separados
+ SEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto a cada grupo control sin tratamiento p < 0.05 por prueba de U de Mann-Whitney.
(#) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p < 0.05 por prueba de U de Mann-Whitney.

La concentracion de p38 se incrementod solo en el grupo control (23%). La
concentracion de JNK se redujo 23% y 24% para el grupo Cd-15 ppm y Cd-32 ppm,
comparados contra su grupo sin tratamiento de Prednisona. En conjunto nuestros
resultados comprueban que la administracion de Prednisona funciona como un
modulador de la inflamacién en los grupos experimentales, principalmente en los
que fueron expuestos a Cd, en donde se disminuye la infamacion y las principales

proteinas MAPK involucradas en el desarrollo de RI.
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Figura 33.- Tolerancia a la glucosa y respuesta de insulina de los grupos experimentales y su tratamiento con Prednisona. A) Tolerancia
oral a la glucosa (TOG) de los grupos control. B) Tolerancia oral a la glucosa de los grupos mds tratamiento con prednisona. C) Area bajo
la curva de la TOG. D) Respuesta insulinica después de la TOG de los grupos controles. E) Respuesta insulinica de los grupos mds
tratamiento con prednisona. F) Area bajo la curva de la de la respuesta insulinica. Los resultados mostrados son el promedio de 5
experimentos + EEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto a cada grupo control sin tratamiento p < 0.05 por prueba de U de
Mann-Whitney. (#) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p < 0.05 por prueba de U de Mann-Whitney.

La tolerancia oral a la glucosa y la respuesta de insulina sirven como
herramientas para evaluar el efecto de la Prednisona sobre la Rl (Figura 33). La
administracién del antiinflamatorio incrementdé la concentracion de glucosa en los
grupos control e insulina respecto a sus grupos sin tratamiento, lo cual fue
corroborado por el andlisis del area bajo la curva, en la que se observé un
incremento de 60% y 32%, respectivamente. Sin embargo, el efecto de la
Prednisona sobre la secrecion de insulina estimulada por la TOG mostro
decrementos significativos del 61% y 65% en los grupos Cd-15 ppm y Cd-32 ppm,

respecto a sus controles sin tratamiento con Prednisona.
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Figura 34.- indices de Resistencia a insulina de los grupos experimentales y su tratamiento con Prednisona. A) Modelo de evaluacion
de la homeostasis de Resistencia a Insulina (HOMA-IR). B) indice de resistencia a insulina en higado (LIRI). Los resultados mostrados son
el promedio de 5 experimentos + EEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto a cada grupo control sin tratamiento p < 0.05 por
prueba de U de Mann-Whitney. (#) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p <0.05 por prueba de U de Mann-Whitney.

Por ultimo, evaluamos el efecto de la Prednisona sobre los indices de
resistencia a insulina (Figura 34). Como se puede observar el grupo insulina
muestra un incremento del 108% en el indice HOMA-IR. Sin embargo, un
decremento del 53% y 26% fue observado en los grupos Cd-15 ppm y Cd-32 ppm,
respectivamente. Mientras que, el indice LIRI disminuyé significativamente en los
grupos Cd-15 ppm (45%) y Cd-32 ppm (42%). Con estos resultados podemos
evidenciar que el uso de la Prednisona como antiinflamatorio reduce la Rl por

exposicion a Cd.

Discusion de Resultados

Efecto de la exposicion de cadmio sobre el estrés oxidativo, inflamacién y
resistencia a insulina.

En estudios previos, se ha mostrado que la exposicion a Cd puede ser causa
de hiperglicemia, resistencia a insulina y diabetes en animales, cultivos celulares y
seres humanos (Buha et al. 2020; Lei et al. 2019; Tinkov et al. 2017; Trevifio et al.
2015). No obstante, la mayoria de estos estudios no son concluyentes debido a la

gran variabilidad en cuanto al tiempo, la dosis y la via de administracién de Cd, por
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lo que en el presente trabajo trata de aclarar estos mecanismos al exponer a ratas
macho de la cepa Wistar a dos concentraciones diferentes de Cd en agua de beber
durante 30 dias; una dosis a nivel de efecto adverso no observado (NOAEL; 15
ppm) y otra dosis en el nivel mas bajo de efecto adverso observado (LOAEL; 32
ppm) (ATSDR 2021). La exposicion a Cd a estas dosis demostrd el desarrollo de
hiperglicemia en ayuno y postprandio, después de una carga oral estandar de
glucosa (Figura 8A). La relacién entre el desarrollo de hiperglicemia y la exposicion
a Cd es evidente, y los mecanismos propuestos para explicar este fendmeno
incluyen al transportador de glucosa tipo 4 (GLUT 4), cuya expresién se ve afectada
negativamente ante la exposicion al metal (Han et al. 2003); ademas, se ha
demostrado que Cd induce vias gluconeogénicas asociadas a una mayor actividad
en algunas enzimas clave (Chapatwala et al. 1982; Chapatwala, Rajanna, and
Desaiah 1980; Merali and Singhal 1980). Sin embargo, el mecanismo o los
mecanismos por los cuales el Cd induce el desarrollo de estados hiperglucémicos

no son completamente comprendidos actualmente.

Ademas de la hiperglucemia, los animales expuestos a Cd mostraron
incremento en los niveles de insulina en ayuno, asi como en la respuesta post-carga
de glucosa. La secrecién de insulina estimulada por glucosa (GSIS) es un proceso
altamente complejo que inicia con la entrada de glucosa en la célula 3 seguida del
metabolismo de la glucosa en las vias citosélica y mitocondrial. El aumento en los
niveles de ATP produce el cierre de los canales de potasio sensibles a ATP, la
despolarizacion de la membrana, afluencia de calcio y formacién y exocitosis de
vesiculas que contienen insulina (Rorsman and Braun 2013). Si bien el mecanismo
para el incremento de GSIS por Cd no se ha estudiado, existen informes sobre Cd,
su efecto y acumulacién en pancreas, sin que existan datos concluyentes debido a
la gran variabilidad de disefios experimentales, ya que los efectos van desde
proliferacion hasta muerte celular (Buha et al. 2020; Dover, Patel, and Styblo 2018;
J. Edwards and Ackerman 2016; El Muayed et al. 2012; Trevifio et al. 2015). En este
sentido, se ha informado que existe una dependencia del tiempo y concentracion en
la exposicion a Cd, ya que se puede presentar un doble mecanismo en relacion de

la secrecion insulinica: a) altos niveles de Cd resultan en una disminucion de la

73



liberacion de insulina; b) mientras que bajos niveles de exposicion producen una
tasa incrementada de liberacién de la hormona (J. R. Edwards and Prozialeck 2009;
Hectors et al. 2011).

En nuestros resultados, una mayor hiperinsulinemia se observo en los grupos
expuestos a Cd (Fig. 8B), comparada con el grupo control positivo al cual se le
generd un exceso de la hormona cuando se administraron 4 Ul/dia de insulina de
lenta accidn por via intraperitoneal (dosis NOAEL) (Stammberger et al. 2002). Estos
resultados ponen en evidencia una hiperreactividad de las células 3 en la secrecion
de insulina en los grupos expuestos a Cd. En este sentido, parece ser que el
aumento de la secrecion de insulina es estimulada por el incremento en la
concentracion de glucosa, pero también por un estimulo de proliferacién pancreatico

debido a la exposicion al metal (Trevifio 2015; Trevifio et al. 2015).

El aumento progresivo en los niveles de insulina puede ser parte de un
mecanismo de adaptacion por el tejido pancreatico con la finalidad de restaurar la
homeostasis de la glucosa en ratas expuestas a Cd. La respuesta adaptativa a los
estados de hiperinsulinemia a menudo se vinculan al desarrollo de resistencia a la
insulina in vivo, en donde la hormona estimula a células diana, restaurando
simultaneamente la capacidad de respuesta celular a las dosis posteriores de la
hormona (Shanik et al. 2008). Independientemente de la causa que lleva a una
hiperinsulinemia, la hiperfuncion sostenida de las células  puede conducir a una
alteracion en su propia capacidad para regular su tasa de secrecion de insulina, lo
que conduciria a eventos cronicos de la enfermedad metabdlica como resistencia a

insulina y diabetes (DeFronzo 2010).

Debido a los cambios compensatorios en la secrecion de la hormona, se han
desarrollado estrategias que evaluan de manera no invasiva la actividad de la
hormona en los diferentes tejidos, como lo son los modelos matematicos. En este
estudio se evalud la insulino-resistencia usando el indice HOMA-IR (Matsuda and
DeFronzo 1999) el cual presenta una buena correlacion con la pérdida de la insulino
sensibilidad in vivo (Sarafidis et al. 2007). De acuerdo con el calculo de este indice,

las ratas administradas con insulina y las expuestas en ambas concentraciones
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expuestas a Cd presentan resistencia a la insulina a los 30 dias de exposicion (Fig.
8C). El mayor desarrollo de resistencia a insulina fue en el grupo expuesto a 32
ppm, no obstante, el grupo administrado con 15 ppm de Cd, dosis que en teoria 'y
por definicion no tiene efecto adverso observable, generé resistencia a insulina,
estos resultados son muy importantes ya que no existia hasta el momento evidencia

que demostrara que dosis no toxicas generaran dafo a nivel metabdlico.

Adicionalmente al HOMA-IR, también fue calculado un indice especifico para
la evaluacién de resistencia hepatica a insulina; el indice LIRI (Vangipurapu,
Stan¢akova, Kuulasmaa, Paananen, Kuusisto, Ferrannini, and Laakso 2011), este
indice correlaciona la concentracion de insulina durante la TOG, la concentracion
de triglicéridos, el porcentaje de grasay el indice de masa corporal, marcadores que
en humanos estan estrechamente relacionados con el desarrollo de resistencia a
insulina. El indice LIRI (Fig. 8D) muestra que la exposicion a Cd incrementé
notablemente la resistencia en tejido hepatico independientemente de la dosis
expuesta. Esto pude ser causado por la ruta de exposicion de Cd a la cual fueron
sometidos los animales, ya que la via portal tiene como primer érgano blanco al
higado (Genchi et al. 2020).

Se sabe que independientemente del tipo de exposicién a Cd (oral, pulmonar
o parenteral), el higado es el principal érgano que acumula la mayor cantidad de Cd
durante las primeras horas después de la exposicion (Jarup and Akesson 2009;
Thévenod and Lee 2013). El Cd llega a higado a través de la circulacion portal,
unido principalmente a albumina, donde se recaptura desde los capilares
sinusoidales hasta los hepatocitos (Arroyo et al. 2013). Nuestros resultados
evidenciaron que el metal se acumul6 en el higado en concentraciones similares,
independientemente de la dosis de exposicion al metal en el agua de consumo (Fig.
11). Probablemente lo observado se debe a mecanismos asociados a la
desintoxicacion hepatica y su redistribucién a diferentes tejidos diana, por lo que el
higado resguarda concentraciones similares de Cd sin importar la concentracion de
exposicion (Klaassen, Liu, and Diwan 2009; Sidhu et al. 1993). Con estos resultados

evidenciamos que la exposicion al metal induce el desarrollo de resistencia hepatica
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a insulina después de un mes de exposicion, tanto por una dosis LOAEL como por
la NOAEL.

En la resistencia a la insulina, la capacidad de la hormona para iniciar las
cascadas de fosforilacion rio abajo que regulan la actividad de segundos
mensajeros se encuentran alteradas, se presentan cambios en la dinamica de
fosforilacion de la cascada de sefializaciéon (de tirosinas a treoninas o una
hiperfosforilacion en tirosinas), y por tanto se sufren modificaciones en la regulacion
de la expresidn genética (Brown and Goldstein 2008; Petersen et al. 2016; Samuel
and Shulman 2012, 2016). La actividad enzimatica, la fosforilacién de quinasas y
sustratos en estas vias de sefalizacion se reducen, como se ha demostrado en
biopsias musculares de sujetos insulinorresistentes (SESTI et al. 2001). Sin
embargo, el sitio o los sitios de la perturbacion inicial en la transduccion de la sefal

sigue siendo poco claros.

Hay evidencia que sugiere que la regulacion del receptor de insulina en
condiciones agudas y crénicas contribuye a la alteracion en la sensibilidad a la
hormona, asi como en la homeostasis de la glucosa. De este modo, el primer evento
después de la union de insulina a su receptor (RIl), da lugar a un cambio
conformacional que induce la autofosforilacion de distintos residuos tirosina de las
subunidades B (Youngren 2007). Se han notificado alteraciones en la funcién del
RI en tejidos de humanos y animales resistentes a la insulina, asi como una
autofosforilacion reducida ante el estimulo porinsulina in vivo, asi como en biopsias
de tejido, en trabajos in vitro (Gual, Le Marchand-Brustel, and Tanti 2005).
Asimismo, se ha reportado que ante la exposicion a Cd se reduce significativamente
(aproximadamente 50%) el numero total de RI, la cual podria ser responsable del
efecto diabetogénico observado en ingestas de larga duracion del metal (Fickova et

al. 2003), tal vez por el efecto conocido como cooperacion "negativa".

Nuestros resultados muestran que la exposicion a Cd disminuyd la
fosforilacién de tirosina 1361 del RI, aunado a un incremento en la fosforilacién de
residuos de treonina 1375 (Fig. 9). Sin embargo, el grupo control positivo

administrado con insulina exdgena, no se observé. La disminucion en la fosforilaciéon
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de los residuos de tirosina podria deberse a la actividad de diferentes fosfatasas
relacionadas con el desarrollo de la resistencia a insulina e inflamacién (Solinas and
Becattini 2017). Consecutivamente a la autofosforilacion de los residuos tirosina
promueven un lento aumento en la fosforilacién de residuos de serina y treonina,
estos cambios se han propuesto como un mecanismo de retroalimentacion negativo
de la via de senalizacion (Lee & Pilch, 1994; Pillay & Siddle, 1991; Tavaré et al.,
1991), por lo que el cambio en la dinamica de fosforilacion observada es
caracteristico de la exposicion a Cd, lo cual explicaria, al menos a nivel del receptor

el desarrollo de resistencia a insulina.

Un nodo critico en la via de sefalizacion de insulina es el reclutamiento de
sustratos del receptor, estos sustratos son fosforilados en sus residuos de tirosina
y son la familia de sustratos de receptores de insulina (IRS) (Zhang et al., 2017).
Las proteinas IRS son activadas por la fosforilacién de la tirosina, sin embargo, son
inhibidas por la fosforilacion de residuos de serina y treonina (Taniguchi, Emanuelli,
and Kahn 2006). La fosforilacion de serina/treonina del IRS induce la
desfosforilacion de tirosina, su disociacion del receptor, su localizacion intracelular
y su eventual degradacion, lo cual disminuye actividad de la cascada de insulina o
genera estados de insulinorresistencia. Por lo que, al evaluar la expresion de IRS
fosforilado en serina 307, en los grupos expuestos al metal encontramos un
incremento en la inmunoreactividad de esta proteina, este incremento podria estar
asociada a un mecanismo de regulacion negativa de la via de sefalizacién de
insulina ya que también se incrementada la inmunoreactividad de mTORC1 y de
manera mas importante de S6K1 (p70S6K) que es una cinasa rio abajo de mTORC1
en la via de sefalizacién de insulina, sin embargo, la retroalimentaciéon negativa por
esta via es fisiologica, y no un mecanismo de resistencia a insulina (Shum et al.
2016; J. Zhang et al. 2008). De manera interesante el mayor incremento de la
expresion de S6K1 se dio en el grupo administrado con insulina, lo que sugiere que
la insulina exdgena genera la retroalimentacion negativa fisiolégica de la via,
mientras que el Cd genera resistencia a insulina por otros mecanismos. En este
sentido, ya se ha descrito que la exposicion a Cd incrementa la expresion de
mTOR1c in vitro por la induccion de ROS (Kato, Katoh, and Kitamura 2013).
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Ademas, S6K1 bajo condiciones in vitro se incrementa tras la exposicion a Cd en
hepatocitos aun en Rapamicina (inhibidor selectivo de mTORC1, que es el principal
inductor de S6K1 rio arriba), esto indicaria que el Cd activa a S6K1 de manera
independiente de la sefializacion de insulina (Tsai, Chao, and Lin 2016). Ademas,
cuando se usa NAC como antioxidante, disminuye la actividad de S6K (Kato, Katoh,
and Kitamura 2013), lo que sugiere fuertemente la idea de que el estrés oxidativo

inducido por la exposicion a Cd interviene en la via de sefalizacion de insulina.

La segunda rama en la cascada de sefalizacion de insulina es la ruta de las
proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK), en ésta, la insulina activa a
las MAPK’s a través del reclutamiento y de una serie de fosforilaciones que terminan
finalmente con la activacién de ERK1/2 (Boucher, Kleinridders, and Kahn 2014). En
concordancia a la ruta de sefalizacion secundaria, nuestros resultados mostraron
incremento en la inmunoreactividad de ERK1/2, lo que sugiere fuertemente que el
Cd induce la activacién de ERK1/2 en estados de resistencia a insulina. EI Cd puede
activar la via de las MAPK (JNK, p38 y ERK) de manera secundaria a la generacion
de ROS y en respuesta a su incremento (Chen, Liu, and Huang 2008; Nemmiche
2016; Thévenod 2009). Ademas, ERK se activa también mediante senales
inflamatorias fosforilando a otras cinasas y factores transcripcionales. La activaciéon
de ERK1/2 se ha caracterizado como un evento clave en la sefalizacion de la
insulina y la diabetes, desempenando un papel importante en la captacién y el
metabolismo de la glucosa en el higado y en musculo esquelético, regula la
secrecion y produccion de insulina a nivel transcripcional, y en la traduccion. ERK
tiene una actividad bimodal ya que principalmente induce crecimiento, proliferacion
y diferenciacién celular, sin embargo, cuando es inducida por inflamacién exacerba
la produccion de acidos grasos libres y citoquinas proinflamatorias, lo que conduce
a una mayor inflamacioén y resistencia a la insulina (Nandipati, Subramanian, and
Agrawal 2017).

A pesar de existir otros nodos importantes en la via de senalizacion de
insulina para el desarrollo de resistencia a insulina; la inactivacion de IRS parece

ser la clave en los mecanismos moleculares de la resistencia a insulina, en este
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sentido, se conoce que existen multiples reguladores que modulan la actividad de
IRS en condiciones patoldgicas, entre los que se encuentran GSK3(, PKCB6, IKK,
p38 y JNK, sin embargo, parecen ser los ultimos 3 los mas importantes ya que
fosforilan a IRS en serina 307 inhibiendo su capacidad de sefalizacion rio abajo,
esto principalmente en condiciones de inflamacion y estrés oxidativo, lo que
proporciona una idea mecanicista plausible entre la inflamacion y/o el estrés
oxidativo generado por la exposicion a Cd y el desarrollo de resistencia a la insulina
(Petersen and Shulman 2018).

La propagacion de la seial en diversas vias de sefalizacion como el estrés
oxidativo y la inflamacion depende principalmente MAPK. Las MAPK’s estan
compuestas por tres grupos principales: JNK, ERK y p38 que son importantes
mediadores de la transduccion de sefales, como la sobrevivencia, proliferacion
celular, la diferenciacion y la apoptosis (Kyriakis and Avruch 2012). La sobre
activacion de las vias de senalizacion de p38 y JNK parecen ser el vinculo entre la
inflamacion, el estrés oxidativo y la resistencia a insulina. Nuestros resultados
evidencian incremento de JNK y p38 después de la exposicién a Cd (Fig. 16), sin
embargo, la administracion crénica de insulina no genera dicho efecto, lo cual
proporciona evidencia de que estos cambios son por la exposicién al metal y no por
la hiperinsulinemia generada. No obstante, todavia existe debate acerca de la
presencia de MAPKs como causa o el resultado de la resistencia a insulina. Se sabe
que la activacion de p38 se produce en respuesta a la hiperglucemia y en la diabetes
(Kyriakis and Avruch 2012; Nandipati, Subramanian, and Agrawal 2017). Por su
parte JNK es una de las moléculas mas investigadas en los modelos de obesidad y
de resistencia a la insulina, y los estudios han llevado a un nuevo paradigma de
como el exceso de la proteina puede causar resistencia a la hormona (Arthur and
Ley 2013; Solinas and Becattini 2017).

En general las p38-MAPK responden a una amplia gama de estimulos
extracelulares como; citocinas proinflamatorias, los factores de crecimiento y
principalmente el estrés oxidativo. La induccion de p38 ha sido descrita en varias

vias (Kyriakis and Avruch 2012), dentro de las cuales se incluyen como las mas
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potentes IL-1B3, NF-kB y ROS. Asimismo, es probable que la activacion de p38
promueva la transduccion de sefales de mTORC1 (Tsai, Chao, and Lin 2016), el
cual también encontramos incrementado tras la exposicion a Cd. Ademas, se sabe
que JNK, es un importante transductor de senales que conduce a la respuesta
fisiologica de varios estresores celulares, como dafio genotoxico, estrés oxidativo,
estrés del reticulo endoplasmico, acidos grasos saturados de cadena larga,
citoquinas inflamatorias y subproductos microbianos (Kyriakis and Avruch 2012;
Solinas and Becattini 2017). Se han propuesto varios mecanismos del papel de JNK
en la generacion de la resistencia a insulina, sin embargo, al parecer la fosforilacion
inhibitoria directa de los IRS1 por JNK es el principal inductor de resistencia a
insulina (Solinas and Becattini 2017). Tanto la activacién de p38 y JNK han sido
estudiados tras la exposicion a Cd y la mayor parte de los resultados han
evidenciado que el incremento de las MAPK son mediados por una mayor
produccion de ROS (Chen, Liu, and Huang 2008; Thévenod 2009; Thévenod and
Lee 2013), por lo que mas adelante se discutira el papel que tiene tanto el estrés
oxidativo como la inflamacion por la exposiciéon a Cd en el desarrollo de resistencia

a insulina.

Uno de los mecanismos mas recientes de resistencia hepatica a insulina,
propone que la acumulacion de diacilglicerol (DAG) promueve la translocacion y
activacion de la proteina quinasa C-¢ (PKCe) (Roura-Guiberna et al. 2019), que
fosforila Rl en su residuo de treonina 1160 desestabilizando su configuracion y, por
lo tanto, inhibiendo la actividad de receptor (Petersen et al. 2016). El mecanismo de
PKCe proporciona una clara explicacion del incremento de la fosforilacion de
residuos de treonina y la disminucion de residuos de tirosina del receptor a insulina
mostrado por la exposicion a Cd. Los grupos expuestos a Cd, pero no a insulina
exdégena incrementaron la expresion de PKCe (Fig. 10). Ademas, evidenciamos la
co-localizacién de PKCe con el receptor a insulina (datos no mostrados), estos
resultados son muy importantes ya que a nuestro conocimiento este es el primer
trabajo que asocia este mecanismo de resistencia a insulina con la exposicién al
metal. El mecanismo PKCe-RI propone que la acumulacion de lipidos hepaticos son

una de las principales causas de resistencia hepatica a la insulina, en este sentido
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ya hemos demostrado como el Cd altera el lipidoma hepatico caracterizado por
incremento de TG hepaticos, asociado a resistencia a insulina (Sarmiento-Ortega et
al. 2017; Trevifio et al. 2015). A pesar de que el mecanismo de resistencia a insulina
por PKCe es muy novedoso y poco estudiado, nuestro trabajo se centra
principalmente el estudio de otros mecanismos de resistencia como la inflamacién

y el estrés oxidativo, por lo que nos enfocamos en el estudio de estos.

En el hepatocito, el Cd forma complejos con pequefios péptidos y proteinas
a través de grupos sulfhidrilo, incluido el glutatién y las metalotioneinas (MT) como
principal fuente de proteccién, excrecién y redistribucion contra el metal. En este
contexto la tolerancia a un estado de hepatotoxicidad crénica por Cd depende de
los niveles de MT y GSH, que funcionan como la primer defensa celular contra el
metal (Klaassen, Liu, and Diwan 2009). Bajo condiciones de cronicidad, el GSH
participa en la respuesta antioxidante. Nuestros resultados confirmaron que la
exposicion a Cd incrementé de manera importante a las MT y a GSH en respuesta
al metal y al ambiente prooxidante, ya que el grupo insulina no mostré dicho
incremento. Ademas, se ha demostrado que ante una exposiciéon a Cd, ocurre una
deplecion de GSH con un incremento de su especie oxidada, GSSG (Figueiredo-
Pereira, Yakushin, and Cohen 1998; lkediobi et al. 2004; Karmakar et al. 1999).
Nuestros resultados muestraron que mientras que el glutation oxidado se mantiene
incrementado (Tabla 1), la concentracion de GSH total se incrementa como
respuesta a estos estimulos oxidantes. Ademas, el incremento del ratio GSSG/GSH
indicé un ambiente celular prooxidante para los grupos expuestos al metal. Es
interesante que en el grupo insulina no presente este incremento de GSH total a
pesar de que disminuye la disponibilidad de GSH por el incremento de los niveles

de GSSG, observandose también un ambiente fuertemente prooxidante.

Ademas, la maquinaria antioxidante enzimatica coordinada también juega un
papel importante durante el mantenimiento de los procesos de estrés oxidativo. La
mayor parte del sistema enzimatico antioxidante no mostré cambios
estadisticamente significativos en nuestros grupos experimentales, por lo que la

novo sintesis de GSH y la subsecuente formacion del complejo Cd-GSH, amortigua
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la actividad de estas enzimas, a pesar de que se ha reportado que el Cd tienen la
capacidad de inhibir la actividad de la maquinaria enzimatica (Galazyn-Sidorczuk et
al. 2012; Ulusu et al. 2003). Cabe destacar que el incremento en la activad de SOD
sugiere una mayor produccién de H202, el cual puede ser rapidamente catabolizado
mediante la actividad de GPX y la CAT, sin embargo, al no existir cambios
estadisticamente significativos, se puede hipotetizar en su desvié a la generacién

de especies reactivas de oxigeno.

Las ROS a menudo estan implicadas en la toxicologia de Cd. Se ha sugerido
que los mecanismos de toxicidad involucran el agotamiento del glutation y los
grupos sulfhidrilo, inactivacién de enzimas antioxidantes dependientes de Zn,
modificacion de la cadena trasportadora de electrones y en la actividad de NADPH
oxidasas. Lo que resulta en una mayor produccién de ROS, como ion superoxido,
peréxido de hidrégeno y radicales hidroxilos. Las ROS a su vez pueden generar
lipoperoxidacion lipidica (LPO) (J. Liu, Qu, and Kadiiska 2009). Como evidenciamos
se presenta un incremento significativo de ROS en nuestros grupos experimentales
expuestos a Cd, sin embargo, solamente se incrementaron significativamente en el

grupo 32 ppm (Fig.12).

Aunque el destino final de las ROS puede ser la LPO, se sabe que también
actuan como segundos mensajeros que activan diferentes vias de sefalizacién, por
lo que podemos asociar su incremento a la exposicidn al metal, con el subsecuente
desarrollo de resistencia a insulina. Es probable que los mecanismos precisos
varien de tejido a tejido, no obstante, se ha informado que el incremento de ROS
impulsa a JNK'y p38, contribuyendo al desarrollo de resistencia a la insulina, siendo
probablemente el mecanismo de la inhibicién del IRS el vinculo entre las ROS y la
resistencia a insulina. Mecanismos similares a la activacion de MAPK por ROS, se
han descrito para las vias de senalizacion durante procesos inflamacion (Nathan
and Ding 2010).

La inflamacion se caracteriza por una serie de eventos complejos que pueden
ser causados por diferentes tipos de lesién tisular. Bajo condiciones normales, la

respuesta inflamatoria desaparece cuando se elimina el estimulo, y luego se
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establece un estado en equilibrio altamente activo y bien regulado (inflamacion
aguda). Sin embargo, durante un estimulo persistente de baja intensidad, se genera
una respuesta prolongada y excesiva en los tejidos diana. En la cual la inflamacién
no logra un estado estable de reparacion, manteniendo una inflamacion continua,
cronica y de bajo grado (Nathan and Ding 2010). Mientras que la respuesta
inflamatoria caracteristica de las lesiones agudas disminuye en unos dias, la
inflamacion crénica se caracteriza por niveles elevados de citoquinas

proinflamatorias en respuesta a factores de estrés fisiol6gicos y ambientales.

En este sentido, evidenciamos que la exposicion a Cd incrementd las
principales citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-1B8) (Fig. 13). Por lo que
observamos una induccion de inflamacién sistémica, probablemente no resolutiva,
en la que se incrementan tanto citocinas proinflamatorias como antiinflamatorias (IL-
10y IL-1ra). El incremento sérico de IL-1B y TNF-a, condiciona la activacion de NF-
KB, que tiene como principal funcion la regulacion de la respuesta
inflamatoria, ademas de mediar la induccion de genes proinflamatorios como: TNF-
a, IL-6, IL-1B e IL-10 entre otros (T. Liu et al. 2017), lo que establece una inflamacion
constante. No obstante, los resultados de la cuantificacion de la expresion de NF-
kB (Fig.14), muestran que si bien existe un incremento ante la exposicion de ambas
concentraciones de Cd (Fig.14B), éste es citoplasmatico y no se observa

translocacioén nuclear.

Los resultados obtenidos podrian explicarse con relacién a la respuesta anti-
inflamatoria (AIR), la cual esta controlada en gran medida por IL-10. El efecto anti-
inflamatorio de la IL-10 en macréfagos se manifiesta como la inhibicién
transcripcional de aproximadamente el 20% de los genes inducidos por factores
inflamatorios (Hutchins, Diez, and Miranda-Saavedra 2013). Esta dinamica de la
homeostasis inflamatoria fue evidenciada por la presencia de una inflamacion
cronica no resolutiva por exposicion a Cd, explicando el incremento de citocinas

proinflamatorias (TNF-q, IL-6, IL-1B) y al mismo tiempo incremento de IL-10.

Ademas de evidenciar el incremento sérico de biomarcadores de inflamacion,

también demostramos el desarrollo de estos a nivel hepatico (Fig.15). En higado,
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se incrementé la concentraciéon de IL-6, IL-1B, IL-1ra, TGF-B después de la
exposicion a Cd. En este sentido la mayoria de los estudios in vitro, demuestran que
Cd estimula a lineas celulares de macrofagos y hepatocitos incrementando sus
niveles de TNF-a, sin embargo, en estos estudios el estimulo es agudo, y el
incremento se observa alrededor de las 24 horas (Arroyo et al. 2013; Olszowski et
al. 2012). También, se ha propuesto que la hepatotoxicidad por Cd implica una
isquemia que lesiona a las células endoteliales estableciendo un proceso
inflamatorio el cual activa a las células Kupffer y la infiltracion de neutrdfilos. Las
células de Kupffer que endocitan el complejo Cd-MT lo pueden degradar, liberando
al metal, el cual puede ser recapturado por los hepatocitos. Alternativamente, el Cd
puede activar en las células de Kupffer la liberacion de diferentes interleucinas
inflamatorias, que estimulan la produccion de ROS y MT en los hepatocitos
(Klaassen et al., 2009; J. Liu et al., 2009; Saboli¢, Breljak, Skarica, & Herak-
Kramberger, 2010). Asimismo, se ha evidenciado que los mediadores inflamatorios
aumentan la expresién de moléculas de adhesion, iniciandose una cascada de
respuestas celulares y humorales que conducen a inflamacion y dafo hepatico
secundario al dafio que genera propiamente la exposicién a Cd (Olszowski et al.
2012).

Tanto TNF-a como IL-1B estimulan la produccién de moléculas de adhesién,
como la molécula de adhesion intercelular 1 (IMAC-1), la molécula de adhesién de
células vasculares-1 (VCAM-1), E-selectina, P-Selectina, f2-integrina Mac-1 en el
higado, que reclutan, la adhieren y activan células inflamatorias circulantes (Arroyo
et al. 2013; Olszowski et al. 2012). Estas se acumulan en los sinusoides y se
adhieren al endotelio, siendo mediado por E-selectin, Mac-1 e ICAM-1. Todo lo
anterior como un mecanismo para propiciar un ambiente inflamatorio autorregulado
y estimulado de manera constante, crénica y de baja intensidad por Cd. A largo
plazo, esta respuesta en tejidos diana genera un estado estable de reparacién con

inflamacién no resolutiva.

Aunque existen algunos otros mecanismos de dafio hepatico por la

exposicién a Cd, parece ser el estrés oxidativo el “dano primario” a nivel hepatico
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como respuesta a la inactivacion de grupos sulfidrilo (MT y GSH), el dafio a nivel
mitocondrial y la inactivacion de algunas enzimas antioxidantes. Seguido de un
“dano secundario”, iniciado por la activacion de células de Kupffer, ya sea directa o
indirectamente a través de células endoteliales y parenquimatosas lesionadas, las
células activadas liberan mediadores (por ejemplo, citocinas, quimiocinas,
moléculas de adhesion) que de manera redundante inducen una cascada de
respuestas celular y humoral que involucran a los hepatocitos, células de Kupffer,
células endoteliales y leucocitos circulantes, generando un ambiente proinflamatorio

(Das and Al-Naemi 2019; Rikans and Yamano 2000). Estos mecanismos se detallan
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FIGURA 35. Mecanismo propuesto de hepatotoxicidad a inducida por cadmio. A) La lesion primaria resulta de la unién del Cd a grupos
sulfhidrilo en proteinas criticas, produciendo estrés oxidativo y colapso del potencial de la membrana mitocondrial. El dafio al endotelio

85



vascular interrumpe la microcirculacion y la isquemia resultante causa dafio a los hepatocitos. B) La lesion secundaria se inicia por la
activacion de Células de Kupffer, ya sea directa o indirectamente a través de células endoteliales y parenquimatosas lesionadas. Las células
de Kupffer activadas liberan mediadores (por ejemplo, citocinas, quimiocinas, moléculas de adhesion) que inducen una cascada de
respuestas celulares y humorales que involucran a los hepatocitos, Células de Kupffer, células endoteliales y leucocitos circulantes. El dafio
secundario es causado por mediadores citotdxicos (p. Ej., Oxigeno reactivo o nitrégeno especies, lipidos bioactivos, enzimas hidroliticas)
producidas principalmente por células de Kupffer y leucocitos que han sido reclutados en el sitio de lesion. Imagen tomada y modificada
de Rikans and Yamano 2000.

A pesar de que la bibliografia concuerda que es el estrés oxidativo es el
primer dafio en la lesién inducida por Cd, la inflamacion también esta estrechamente
relacionada en el curso temporal de la fisiopatologia, ya que uno puede ser inducido
por el otro, y viceversa. Asimismo, las ROS generadas indirectamente por las
células inflamatorias (ademas del estrés oxidativo directo) también pueden inducir
y amplificar cascadas de sefalizacion que aumentan la expresién de genes
proinflamatorios. La activacién inducida por ROS de enzimas que facilitan la
fosforilacidon conduce a la activacion de factores de transcripcién, que a su vez
desencadenan la generacion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias (Das and
Al-Naemi 2019; Rikans and Yamano 2000), el resumen de estos mecanismos se
presentan en la Figura 36. Por tanto, tanto el estrés oxidativo como la inflamacion
estan implicados simultaneamente en la patogénesis de la toxicidad inducida por
Cd.
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FIGURA 36. Interdependencia del estrés oxidativo y la inflamacion inducida por cadmio. La respuesta primaria a la presencia de cadmio
da como resultado estrés oxidativo o inflamacion que puede conducir a la otra como respuesta secundaria. Los eventos clave incluyen
defensa antioxidante debilitada, produccion elevada de ROS, NF-kB activado y liberacién de citocinas. (Tomado y modificado de Das and
Al-Naemi 2019).

Teniendo en cuenta todos estos resultados, evidenciamos que la exposicion
de Cd induce resistencia a insulina, modifica la via de senalizacion de insulina,
incrementa p38 y JNK cinasas que redundan sobre la resistencia a la hormona. Al
mismo tiempo, la exposicion a cadmio genera estrés oxidativo e inflamacién, por lo
que el uso de un compuesto antioxidante y de uno antinflamatorio, son herramientas
que nos ayudan a dilucidar los mecanismos involucrados, la temporalidad, y la

importancia de estos en el desarrollo de resistencia a insulina.

Efecto de la Curcumina sobre el estrés oxidativo y la resistencia a
insulina.

La curcumina es un compuesto polifenol hidrofébico que se concentra
naturalmente en el rizoma de la hierba Curcuma longa, comunmente conocida como

curcuma. La curcumina es una (-dicetona bis-a, B-insaturada y la fraccidon B-diceto
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presenta a una tautomeria ceto-endlica (Fig. 37) (Garcia-Nifio and Pedraza-
Chaverri 2014). La curcumina puede participar en muchas reacciones redox debido
a la presencia de un doble enlace conjugado en su estructura quimica. Por lo que
la molécula puede donar un electrén y estabilizar su estructura, de esta forma actua
como un quelante directo de ROS, este efecto es descrito contra una variedad
importante de ROS, incluyendo Oz, H202 y HO- (Garcia-Nifio and Pedraza-Chaverri
2014).

Curcumina

ﬁ‘r"'Hf i =C\_]“' /1__:_ , Hj:\:lo

Forma Bis- Ceto Forma Enol

3

FIGURA 37. Tautomerismo ceto-enol de curcumina.

Después de haber evaluado la curva dosis-respuesta con diferentes
concentraciones de curcumina. Se usé como una herramienta metodolégica como
antioxidante, y para evaluar su efecto sobre el desarrollo de resistencia a insulina.
Anteriormente se ha discutido que el Cd no pose quimica redox, pero indirectamente
puede inducir estrés oxidativo (Lopez et al. 2006). Tras la administracion de
curcumina se redujo de manera significativa la concentracion de ROS y LPO,

exhibiendo de esta manera su potente papel antioxidante (Tabla 2).

Ademas, la actividad de la defensa antioxidante enzimatica (CAT, SOD, GT,
GR y Gpx) se reguldé de manera negativa en los grupos experimentales tras el uso
de la curcumina (Tabla 2). En la bibliografia se establece que tras administrar dosis
de 50 y 250 mg/kg por 5 dias, disminuyen a nivel hepatico, las principales enzimas
antioxidantes (Eybl, Kotyzova, and Bludovska 2004; Mohajeri, Rezaee, and
Sahebkar 2017; Na Ayutthaya and Tarasub 2008). Ademas, con la administracién
de estas dosis, la concentracion de GSH se incrementa, mientras que, el GSSG
disminuye, y el indice redox mejora al mismo tiempo que el ambiente prooxidante
exhibido por la exposicidn a Cd. Esta evidencia puede ser la suma de los diversos
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mecanismos celulares generados por la curcumina, tales como su actividad de

scavenger de ROS, quelante de Cd e inductor secundario de antioxidantes.

Nuestra evidencia muestra que, al disminuir el estrés oxidativo también
disminuye la concentracion de las MAPKs en todos los grupos experimentales. Esta
reduccion fue mayor para p38 que para JNK (Fig. 20). Se ha descrito que, si bien la
activacion de p38 y JNK se da por estimulos proinflamatorios, p38 ademas es
estimulada por ROS (Arthur and Ley 2013; Kyriakis and Avruch 2012). Debido a que
el incremento de las ROS desencadena la disociacion de tiorredoxina (TRX) del
complejo TRX-ASK1, que promueve la autofosforilacion de ASK1 y su activacion,
asi ASK1 forma un alto complejo con otras proteinas, incluidas TRAF2 y TRAFG,
que posteriormente activa p38. Con relacion a lo anterior, podemos sugerir que al
reducir de manera importante las ROS, se reduce en mayor proporcion p38 y no
JNK.

Al reducir el estrés oxidativo, la fosforilacion del Rl no presenté cambios, no
obstante, la expresion de la fosforilacion en serina de IRS se redujo de manera
significativa acompafado de la expresién de mTOR y S6K1 (Fig. 21, 22, 23). Lo que
indicaria que, al mejorar el ambiente redox se mejora la autorregulacion negativa de
la via de sefializacion de insulina, y por ende, la resistencia a la hormona. La
fosforilacidon de IRS-Ser se genera principalmente por JNK y p38, por lo que la
reduccion de IRS-Ser después de disminuir el estrés oxidativo podria deberse en
gran medida a la reduccidon de estas cinasas, ya que diversos estudios también
asocian la reduccion de estas MAPK con la mejora de la sensibilidad a insulina,
aunado a la disminucion de marcadores de estrés oxidativo (Panzhinskiy et al. 2014;
Maithilikarpagaselvi et al. 2016; Ghorbani, Hekmatdoost, and Mirmiran 2014; Zaheri
et al. 2019).

Conjuntamente con la mejora en la sensibilidad a insulina y la reduccion de
la resistencia, disminuye la glucosa en plasma a través de varios mecanismos que
incluyen la activacion de las enzimas glucoliticas, el aumento de la actividad de la
glucoquinasa hepatica (GK), el contenido de glucogeno, la regulacion negativa de

las enzimas gluconeogénicas mediante la inhibiciébn de la glucosa-6-fosfatasa
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(G6Pase) (Jiménez-Osorio, Monroy, and Alavez 2016; Poolsup et al. 2019). Sin
embargo, a pesar de la reduccion en el estrés oxidativo y mejora en la seializacion
de insulina, no se logré mejorar la tolerancia a glucosa en los grupos de exposicion
a Cd (Fig. 24). Es importante tener en cuenta que la homeostasis de la glucosa no
siempre se logra en este tipo de modelos experimentales después del tratamiento
con antioxidantes (Jiménez-Osorio, Monroy, and Alavez 2016). Por ello es
importante considerar el tiempo de administracion, las dosis y el vehiculo empleado
que son factores criticos para lograr un efecto significativo sobre concentracion
plasmatica de glucosa. A pesar de esto, existen estudios clinicos y experimentales
que evidencian una asociacion directa entre la reduccion de ROS y la mejora en la
tolerancia a glucosa, asi como la reduccion de hiperinsulinemia (Chuengsamarn et
al. 2012; Jiménez-Osorio, Monroy, and Alavez 2016; Maithilikarpagaselvi et al.
2016; Poolsup et al. 2019; Thota et al. 2018; Zaheri et al. 2019).

Adicionalmente, demostramos que al disminuir el estrés oxidativo se logro
una reduccion en la concentracion de insulina posprandial en los grupos expuestos
a Cd (Fig. 25). Asimismo, los indices de resistencia a insulina (Fig. 26) disminuyeron
conjuntamente al estrés oxidativo observandose mejoras importantes en el indice
HOMA-IR y LIRI. Dicho efecto ya se ha demostrado en la literatura tanto en ensayos
experimentales de diabetes genética, por consumo de fructuosa y por aplicacion de
STZ, asi como ensayos clinicos (Chuengsamarn et al. 2012; Jiménez-Osorio,
Monroy, and Alavez 2016; Maithilikarpagaselvi et al. 2016; Poolsup et al. 2019;
Thota et al. 2018; Zaheri et al. 2019).

A pesar de que, ya se ha evidenciado a la curcumina como antidiabético, en
nuestro conocimiento no existe evidencia bibliografica que evalué su efecto en
relacion a la toxicidad del Cd y el desarrollo de resistencia a insulina por exposiciéon
al metal. Por lo que, en base a nuestros resultados la curcumina, puede mejorar la
resistencia a insulina a través de tres mecanismos diferentes; (i) mejorar la via de
sefalizacion de la insulina, (ii) inhibir la inflamacion e (iii) inhibir el estrés oxidativo.
Como se ha expuesto, después de la intoxicacion con Cd se induce primariamente
estrés oxidativo y secundariamente inflamacién vinculados entre si, por lo que al

hacer uso de curcumina como antioxidante y por su mecanismo de accion podemos
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pensar que se elimina el inductor de dafio primario (estrés oxidativo) y al disminuir
el estrés se disminuye la inflamacion (datos no mostrados), acompanado de una
reduccion en las MAPK (principalmente p38) y mejorando de la sefalizacién de

insulina, y por consiguiente se evita el desarrollo de resistencia a insulina.

e, Insulina
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FIGURA 38. Posible mecanismo de accion de los efectos celulares por la exposicion a cadmio (flechas negras) y el posible efecto del
tratamiento de curcumina (Flechas rojas), sobre via de sefializacion de insulina. Tomado y modificado de Yoon, 2017.

Efecto de la Prednisona sobre la inflamacioén y la resistencia a insulina.

Cortisol Prednisona

FIGURA 39. Comparacion de la estructura del cortisol el corticoesteroide endégeno mds importante con prednisona un antiinflamatorio

esteroideo.
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El cortisol y los corticosteroides actuan mediante su union al receptor de
glucocorticoides intracelular (GR), que luego se transloca al nucleo celular donde el
complejo receptor-ligando se une a elementos especificos de respuesta a
glucocorticoides en el ADN, activando genes que median la respuesta
principalmente antiinflamatoria. Los efectos de los corticosteroides sobre la
inflamacion y el sistema inmune se atribuyen a multiples genes y vias de
senalizacion. Las potentes cualidades antiinflamatorias e inmunosupresoras de los
corticosteroides los han convertido en agentes importantes en la terapia de diversas
enfermedades (Ehrchen, Roth, and Barczyk-Kahlert 2019). Es por ello que en el
presente trabajo utilizamos a la Prednisona como herramienta metodolégica, y no
como tratamiento, para dilucidar el papel que juega la inflamacion sobre el desarrollo
de resistencia a insulina por exposicion a Cd. La figura 39, representa la estructura

molecular de la prednisona comparada con el cortisol.

Es importante mencionar que, la prednisona se convierte en prednisolona en
el higado, esta ultima es la forma activa del farmaco, sin embargo, sigue un
mecanismo de accién comun para todos los glucocorticoides. Los glucocorticoides
atraviesan la membrana plasmatica para formar un complejo con el GR citosdlico y
ser transportado al nucleo en un proceso estrictamente regulado (Cruz-Topete and
Cidlowski 2014; Ronchetti et al. 2018).

Tras la formacién del complejo GC-GR, este se transloca al nucleo para

permitir o reprimir la transcripcion de genes diana por varios mecanismos:

1. La unidn a elementos sensibles a glucocorticoides (GRE) positivos da como
resultado una mayor transcripcion génica, en un proceso conocido como
"transactivacién”. Mientras que la union a GRE negativos dar como resultado
la supresién de la transcripcion del gen diana.

2. El complejo monomérico GC/GR puede inhibir la transcripcion de genes
independientemente de la union del ADN mediante la interaccion directa con
otros factores de transcripcion como NF-kB/AP-1 o co-activadores nucleares.

3. El complejo GC/GR puede interactuar con el ADN (uniéndose a un GRE)

simultaneamente con otro factor de transcripcion, que se conoce como
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regulacion compuesta que puede tener efectos de activacion o represion
(Cruz-Topete and Cidlowski 2014; Ronchetti et al. 2018).

En el primer mecanismo la union de GR activado a GRE positivo da como resultado
la activacion génica de IL-10, IL-1ar, MKP-1, entre otros y reprimiendo la
transcripcion uniéndose a GRE negativos (nGRE) resultando en la represion de
genes proinflamatorios como NF-kB, TNF-q, IL-6, IL-1, IL-8, CXCL-1, COX-2, MCP-
1, entre otros (Ronchetti et al. 2018).

En base a esto, evidenciamos que la administracion de Prednisona muestra
una incuestionable accion antiinflamatoria que se refleja en los resultados sérico, al
reducir la concentracion de las principales citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-13
e IL-6) asociado al incremento de la citocina antinflamatoria (IL-1ra) (Fig. 29). Estos
resultados sugieren que la Prednisona logra disminuir la inflamacion sistémica
generada por el Cd. Los estudios clinicos para evaluar los efectos antiinflamatorios
de la Prednisona son limitados y se enfocan principalmente a enfermedades como
asma, artritis, lepra y algunas otras enfermedades inflamatorias cronicas, en donde
el uso de este glucocorticoide tiene buen efecto antinflamatorio, disminuyendo
principalmente la concentracion de TNF-q, IL-6 e IL-1[3, ademas de incrementar la
concentracion de IL-10 y TGF-[3 sérico, (Andersson et al. 2005; Holland and Taylor
1991; Negera et al. 2018). A pesar del buen uso en la practica clinica de la
Prednisona, existen muy pocas evidencias que apuntan que este farmaco tiene un
buen efecto para disminuir la inflamacién generada por la exposicion a Cd (Bolognin
et al. 2009).

También evidenciamos que, tras el uso de la Prednisona la inflamacién
hepatica se redujo notablemente, disminuyendo la expresion de NF-kB en los
grupos experimentales, principalmente en los expuestos a Cd (Fig. 31). La inhibicion
de NF-kB se da por la interaccion del glucocorticoide con la molécula p53, que
reprime a NF-kB via GR, como un segundo mecanismo de accion gendmico de los
glucocorticoides (Cruz-Topete and Cidlowski 2014; Ronchetti et al. 2018). Aunado
a esto, TNF-q, IL-1B y IL6 también disminuyeron considerablemente en todos los

grupos experimentales. Respecto a las citocinas antiinflamatorias, IL-10 se mantuvo
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incrementada en todos los grupos, pero se redujo en el grupo 32 ppm, mismo efecto
mostrado en el caso del IL-1ar, ademas contrariamente a lo reportado en la
literatura, el tratamiento con el glucocorticoide redujo la concentracién de TGF- en
todos los grupos experimentales (Fig. 31). Como ya hemos mencionado no existen
trabajos con los que se puedan contrastar nuestros resultados con relacién al efecto
antinflamatorio de la Prednisona tras la exposicién a Cd, sin embargo, algunos
reportes indican una accion protectora del farmaco ante la toxicidad suprarrenal
generada por el metal, sin que se explique el mecanismo por el cual se genera la

proteccion de la glandula (Selypes, Lorencz, and Serényi 1986).

Aunque la mayoria de los mecanismos gendmicos implicados en la diafonia
entre las vias de sefalizacion de los glucocorticoides y las MAPK son bien
conocidos, los mecanismos de interferencia con la sefializacion MAPK son menos
claros y no implican sintesis de proteinas, sino que estan respaldados por la
interaccion directa de GR con algunos componentes de las vias de sefalizaciéon de
las MAPK modulando sus vias de transduccion de sefiales. Las acciones no
gendmicas por lo tanto son independientes del receptor (intercalacién inespecifica
en membranas plasmaticas) o dependientes del receptor (mediado por el GR
citosélico o por un GR unido a la membrana (mGR) (Ayroldi et al. 2012; Cruz-Topete
and Cidlowski 2014; Czock et al. 2005). Este proceso ocurre a través de
interacciones de GR unidas a membrana o GR citosdlicas con cinasas, tales como
ERK, JNK, y p38, pero hasta la fecha, el mecanismo detallado y las implicaciones
bioldgicas de los efectos no gendmicos de GR no se han dilucidado completamente
(Ayroldi et al. 2012; Cruz-Topete and Cidlowski 2014; Czock et al. 2005). A demas
del mecanismo no gendmico, es claro que al disminuir las citocinas proinflamatorias
se disminuyen las vias de sefalizacidon que involucran a las MAPK y por tanto una
disminucién de estas, sin embargo, independientemente del mecanismo por el cual
los GC regulan a las MAPK, evidenciamos que al disminuir la inflamacién en
nuestros modelos experimentales disminuye tanto p38 como JNK, pero de manera

mas evidente la concentracion de JNK en los grupos expuestos a Cd (Fig. 32).
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Tomando en cuenta la importancia que tienen p38 y JNK para el desarrollo
de resistencia a insulina, evaluamos la tolerancia a glucosa y su respuesta insulinica
en los grupos experimentales después de la administracion de Prednisona.
Evidenciamos que al disminuir la inflamacion se incremento el area bajo la curva de
la tolerancia a glucosa en el grupo control y el grupo insulina; pero se disminuye en
el grupo 32 ppm (Fig. 33A-B). Lo observado esta muy bien descrito en la literatura
y no son atribuibles al descenso de la inflamacion, sino como efectos metabdlicos
generados por los glucocorticoides. Debido a que, los glucocorticoides promueven
la gluconeogénesis hepatica y reducen la captacion de glucosa en el musculo
esquelético y el tejido adiposo blanco. Estos efectos son criticos para la adaptacion
metabdlica durante el estrés, como el ayuno y la inflamacién, cuando la glucosa en
plasma necesita ser preservada, ya que es la fuente primaria de energia para
diversos tejidos (Ronchetti et al. 2018; Willms, Schumm-Draeger, and Siegmund
2016).

Al mismo tiempo, tras el uso del glucocorticoide disminuyé la respuesta de
insulina durante la PTOG, en ambos grupos experimentales expuestos a Cd (Fig.
33C-D). En este sentido la insulina, ejerce efectos fisiolégicamente opuestos, al
inhibir la gluconeogénesis hepatica y promover la utilizacion de glucosa por el
musculo esquelético y tejido adiposo. Por lo tanto, los glucocorticoides antagonizan
las acciones de insulina. Estos eventos son criticos durante el estrés, que a corto
plazo no afecta o incluso mejora la tolerancia a la glucosa, como se puede observar
principalmente en el grupo 32 ppm (Kuo et al. 2015; Willms, Schumm-Draeger, and
Siegmund 2016).
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Figura 40. Posible mecanismo de accion de los efectos celulares por la exposicion a cadmio (flechas negras) y el posible efecto del
tratamiento de prednisona (Flechas rojas), sobre la inflamacion y el desarrollo de resistencia a insulina.

Por ultimo, evidenciamos que, al regular el ambiente proinflamatorio, tanto el
indice HOMA-IR como el LIRI disminuyeron significativamente en los grupos
expuestos a Cd (Fig. 34), lo cual proporciona la evidencia de que la inflamacion
juega un papel critico en el desarrollo de resistencia a insulina. Ya que, al regular la
inflamacion, disminuyen las MAPKs (principalmente JNK) y por consiguiente la
resistencia a insulina. Nuestros resultados sugieren fuertemente que dicha mejora
esta vinculada a la regulacion de JNK y consiguiente fosforilacion de IRS, lo que
trae consigo la mejora a nivel celular de la sefializacion de insulina, efectos que se
resumen en la figura 40. A pesar de que ya se ha descrito la interrelacién que existe
entre la inflamacion y el estrés oxidativo, el uso del glucocorticoide mejoro la
inflamacion por la exposicion a Cd, pero no tiene efecto significativo sobre el estrés
oxidativo (datos no mostrados), lo que indica que el mayor efecto causal en el
desarrollo de resistencia a insulina es la inflamacion, ya sea directa o indirectamente

(estrés oxidativo) por la exposicion al metal (Fig. 41).
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Figura 41. Resumen de los eventos implicados en el desarrollo de resistencia a insulina por exposicion a cadmio. A) El cadmio induce de
manera primaria estrés oxidativo y de manera secundaria inflamacion, pero ambos tienen una interrelacion entre si lo que induce
resistencia a insulina. B) Al disminuir el estrés oxidativo, se disminuye también la inflamacidn y por tanto la resistencia a insulina. C) Al
disminuir la inflamacion no se presenta efecto sobre el estrés oxidativo, pero si sobre la resistencia a insulina.

Conclusiones:

e La exposicion a cadmio induce estrés oxidativo, inflamacion, cambios en la
via de sefalizacion a insulina, lo que genera resistencia hepatica a insulina.

e La resistencia hepatica a insulina inducida por la exposicion a cadmio se
genera tanto por la concentracion LOAEL como NOAEL.

e La resistencia hepatica a insulina inducida por la exposicion a cadmio es
mediada principalmente por las MAPK’s p38 y JNK.

e Al disminuir el estrés oxidativo, p38 se regula negativamente, lo que
disminuye la inflamacion y la resistencia hepatica a insulina.

e Al disminuir la inflamacién, JNK se regula negativamente, mejorando la
sefnalizacion de insulina y se reduce la resistencia hepatica a insulina.

¢ Tanto la inflamacién como el estrés oxidativo por exposicion a cadmio tienen
un rol central en el desarrollo de resistencia hepatica a insulina, sin embargo,

la inflamacion tiene mayor relevancia en el desarrollo de esta.
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