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Abreviaturas  
 

ACC  Acetil CoA Carboxilasa 

AGPAT  Acilglicerol-fosfato acil transferasa 

AGL  Ácidos grasos libres 

AG  Ácidos grasos 

Akt  Proteína quinasa B 

apoB100 Apolipoproteína B 100 

ATSDR Agencia para sustancias tóxicas y el Registro de enfermedades 

ambientales 

AMPK   Quinasa activada con monofosfato de adenosina 

CAT  Catalasa 

Cd  Cadmio 

Cd-MT Complejo cadmio metalotioneína 

Cu  Cobre 

CT  Colesterol total 

ChREBP Proteína de unión a elementos de respuesta de carbohidratos 

DG  Diacilglicerol acil transferasa 

DNL  Lipogénesis de Novo 

DMT1  Transportadores de metales divalentes 

DM2  Diabetes mellitus tipo 2 

ERK  Cinasa regulada por señales extracelulares 

FAS  Sintasa de ácidos grasos  

Fe  Hiero 

FoxO1 Proteína de la caja de forkhead O1  

G3P  Gliceraldehído 3-fosfato 



GLUT2 Transportador de glucosa tipo 2 

GSH  Glutatión 

GST  Glutatión S transferasa 

HDL  Lipoproteína de alta densidad 

LDL  Lipoproteína de baja densidad 

LXR   Receptor del hígado X 

HOMA-IR Modelo de evaluación de la homeostasis de Resistencia a Insulina 

IARC  Agencia Internacional para investigación en Cáncer 

JNK   Cinasa Jun N-terminal 

LOAEL  Nivel más bajo de efecto adverso observado  

LPA  Ácido lisofosfatídico 

NAFLD Enfermedad de hígado graso no alcohólico 

Ni  Níquel 

NOAEL Nivel de efecto adverso no observado 

MAPK  Proteína de actividad mitógena cinasa 

mGPAT Glicerol-fosfato acil transferasa mitocondrial 

MT  Metalotioneína 

MTP  Proteína de transferencia de triglicéridos microsomales 

Mn  Magnesio 

PA   Ácido fosfatídico 

PAP  Fosfatidato fosfatasa  

PI3K  Fosfoinositol 3-quinasa 

PKA  Proteína quinasa A 

PKB  Proteína quinasa B 

PL  Fosfolípidos  

RE  Retículo endoplásmico 

RI  Resistencia a insulina 

SOD  Superóxido dismutasa 



SREBP1c Proteína de unión al elemento regulador de esteroles 1c 

TG  Triglicéridos 

VLDL   Lipoproteína de muy baja densidad  

Zn  Zinc 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1.- Introducción  

  
El cadmio (Cd) es un metal tóxico, y ha sido considerado como uno de los 5 

mayores contaminantes por la Agencia para sustancias Tóxicas y el Registro de 

enfermedades ambientales [ATSDR, 2012]; su incremento y distribución en el 

ambiente está potenciado tanto por la erosión natural, como por la actividad 

humana. La población en general, se encuentra expuesta al metal por consumo de 

agua y alimentos contaminados, así como por la inhalación de contaminantes y 

gases provenientes de exhalaciones volcánicas y quema de combustibles fósiles; 

sin embargo, la principal fuente no ocupacional de exposición al metal es el 

consumo de cigarro que incrementa significativamente la cantidad de metal 

presente en el organismo [Martelli et al., 2006; Klaassen et al., 2009]. Exposiciones 

en modelos animales, como en el humano han mostrado tener efectos adversos o 

tóxicos en diferentes órganos y tejidos. Dentro de los más afectados se encuentran 

el hígado, riñón, pulmones, intestino, sistema nervioso central, ovarios, testículo y 

páncreas [Waalkes and Rhem, 1992; Shimada et al., 2000]. 

Reportes previos han puesto de manifiesto que una de las consecuencias de 

la intoxicación por Cd es la presencia de hiperglicemias, las cuales han sido 

asociadas a la disminución de la tolerancia a los carbohidratos con incremento en 

la insulino resistencia por alteraciones en la secreción de insulina e incluso daño 

pancreático  [Han et al., 2003; Lei et al., 2007; Edwards and Prozialeck, 2009; Chang 

et al., 2013; Treviño et al., 2015], aunado a esto se tienen reportes que ante la 

exposición al metal, se presentan alteraciones en el metabolismo lipídico 

presentándose dislipidemias. Sin embargo, no existen reportes hasta la fecha del 

papel del cadmio sobre la vía de señalización de insulina y su relación con la 

lipogénesis en el tejido hepático, en el estado conocido como resistencia a insulina. 

Por lo que en el presente trabajo nos enfocamos a estudiar el efecto del Cd en 

relación al desarrollo de resistencia a insulina por modificaciones o alteraciones en 

la cascada de señalización, y su relación con la lipogénesis hepática, y las posibles 

alteraciones bioquímicas de carbohidratos por una exposición crónica al metal; tanto 

a nivel periférico (sérico), como a nivel tisular (hepático). 



2.- Marco teórico 

 

  2.1. Resistencia a insulina  
 

Aunque la insulina comúnmente se asociada con la regulación de 

carbohidratos, también tiene efecto sobre el metabolismo de lípidos. Los 

hepatocitos responden a la hormona, inhibiendo la gluconeogénesis y produciendo 

una síntesis de novo lipídica. Bajo condiciones fisiológicas, la ingesta de 

carbohidratos produce liberación de insulina, sin embargo, en  estados de 

resistencia a la insulina, síndrome metabólico, obesidad y diabetes melliuts tipo 2 

(DM2), la insulina no es capaz de suprimir la producción de glucosa hepática, 

mientras que, paradójicamente la inducción de la lipogénesis hepática es sostenida, 

contribuyendo, tanto a estados hiperglucémicos como hiperlipémicos, [Haas et al., 

2012; Yecies et al., 2011]. 

La resistencia a la insulina es un concepto bioquímico-molecular que se 

traduce en una menor eficiencia de la acción biológica de la insulina. Durante el 

post-prandio, la secreción de insulina desencadena en tejidos como músculo, 

hígado y adiposo, una serie de respuestas que permiten la captación, obtención 

energética y el resguardo de la glucosa en forma de glucógeno.  

 

2.2. Relación Resistencia a insulina y lipogénesis hepática  
 

En 1992, se propuso una interpretación diferente de cómo el paradigma de 

la resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, hiperglucemia e hipertrigliceridemia 

pueden estar interrelacionados. Sugiriéndose  que, en lugar de una patología 

centrada en el metabolismo de la glucosa, quizás la patogénesis de la resistencia a 

la insulina se entiende mejor como una desregulación del metabolismo de los 

lípidos, una parte integral de este argumento original es el aumento de las tasas de 

lipogénesis hepática [McGarry, 1992].  



Si bien este punto de vista se centró en los tejidos periféricos, se acepta que 

la resistencia a la insulina se asocia con alteraciones en el metabolismo de los 

lípidos hepáticos [Korenblat et al., 2008; Li et al., 2010, Shulman et al., 2010, Moore, 

2012, Hijmans et al., 2013]. Bajo esta hipótesis, el círculo vicioso propuesto sigue 

siendo centrado en procesos de hiperinsulinemia que conducen al aumento de 

lipogénesis de novo (DNL, por sus siglas en inglés), la cual induce una mayor 

resistencia a la insulina [Williams et al., 2013], con fracaso en la supresión de 

gluconeogénesis, e hiperglucemias sostenidas, las cuales estimulan más secreción 

de insulina de las células β pancreáticas. Esta es una visión muy simplificada del 

proceso, ya que los mecanismos moleculares involucrados en los múltiples tejidos 

asociados a la homeostasis de glucosa y lípidos son complejos y poco entendidos 

y parecen desempeñar un papel en el desarrollo de la DM2 [Galadari et al., 2013].  

Por otro lado, el receptor de insulina también colabora con la activación de 

una cascada  señalización de cinasas divergentes dentro del citosol, implicando a 

fosfoinositol-3 quinasa (PI3K) y proteína quinasa B (PKB) (Guo, 2014). Como 

resultado, la proteína forkhead box O1 (FoxO1) es fosforilada, evitando su 

translocación al núcleo y la transcripción de sus genes diana, específicamente los 

implicados en la gluconeogénesis [Jitrapakdee, 2012]. Por otra parte, por la proteína 

de unión al elemento regulador de esteroles 1c (SREBP1c) factor de transcripción 

es activado lo cual redunda en la transcripción de genes lipogénicos [Ferré and 

Foufelle, 2010].  

En individuos sanos la insulina estimula la lipogénesis y suprime la 

gluconeogénesis. En contraste con los sujetos resistentes a insulina, en el que se 

la señalización de insulina permanece estimulando la lipogénesis, pero no suprime 

la gluconeogénesis [Li et al., 2008]; Este fenómeno es conocido como resistencia 

selectiva a la insulina, y explica las principales características de la DM2, 

hiperglucemia, hiperinsulinemia, la hipertrigliceridemia, y su coexistencia en 

lipodistrofia, esteatosis hepática y problemas cardiovasculares [Li et al., 2008; Garg, 

2000; Semple al., 2009].  



Bajo el esquema de resistencia selectiva a la insulina, la señalización del 

receptor de insulina a través del sustrato de receptor de insulina (IRS)/PI3K/PKB/ 

FoxO1 para suprimir la gluconeogénesis es disfuncional, pero se mantiene la 

señalización a través de SREBP1c. Sin embargo, en estudios dirigidos en ratones 

con inhibición del receptor de insulina específicos del hígado (LIRKO) se desarrolla 

una resistencia severa a la insulina, pero carecen de esteatosis hepática, lo que 

sugiere vías de señalización divergentes en la estimulación de la lipogénesis y la 

inhibición de la gluconeogénesis [Li et al., 2008]. Esto sugiere que la divergencia en 

la señalización de insulina puede ser río abajo de PI3K/PKB. En humanos, las 

mutaciones en el receptor de insulina conducen a un fenotipo similar al de los 

ratones LIRKO, con severa resistencia a la insulina, hiperinsulinemia e 

hiperglucemia, pero no niveles elevados de Trigliceridos (TG) séricos [Semple et al., 

2009]. Sin embargo, las mutaciones en PKB en seres humanos llevan a la 

resistencia a la insulina en términos de fracaso para suprimir la gluconeogénesis, 

pero con elevación de DNL hepática, con esteatosis hepática asociada e 

hipertrigliceridemia [Semple et al., 2009]. Considerando a este conjunto de 

fenómenos bioquímicos como “la paradoja de los lípidos”. 

 

2.3. Teorías acerca de la lipogénesis hepática en resistencia a insulina  
 

2.3.1 Localización anatómica de los procesos metabólicos en el hígado 
 

Recientemente se ha propuesto una teoría de localización anatómica para 

explicar la sensibilidad mantenida de la DNL hepática a la estimulación de insulina 

en presencia de resistencia a la insulina, cuando falta la supresión de la 

gluconeogénesis hepática [Hijmans et al., 2013]. En ésta propuesta, la glucosa y el 

metabolismo de las grasas están "localizados" a lo largo del eje peri central de las 

unidades funcionales del hígado; los acinos [Katz, 1992; Jungermann and 

Keitzmann, 1996]. Para entender esto, se delimita la anatomía del flujo sanguíneo 

hepático, con la sangre que fluye desde la vena portal y la arteriola hepática en los 

límites del acino hepático, a lo largo de los sinusoides para salir por las venas 



centrales de los acinos [Esquema 1; Ishibashi et al., 2009]. Las células alrededor de 

las venas porta se describen como periportales, y las que rodean la vena central 

como pericentrales [Jungermann and Keitzmann, 1996; Ishibashi et al., 2009]. Esta 

alternativa a la vía de señalización intracelular dicotómica de la resistencia selectiva 

a la insulina abarca a la DNL pericentral, la resistencia a la insulina periportal y la 

falta de supresión de gluconeogénesis [Hijmans et al., 2013].  

Para apoyar esta perspectiva de un eje portocentral de la resistencia a la 

insulina, existen pruebas en relación a la progresión de la enfermedad hepática 

grasa no alcohólica. Aunque los estudios sobre la localizacion de esteatosis 

hepática son limitados, en ratones genéticamente obesos [Wiegman et al., 2003, 

Hijmans et al., 2013], y en humanos, con depósitos de TG en áreas pericentrales, 

se ha descrito dicha progresión la cual involucra células intermedias y luego 

hepatocitos periportales a medida que avanza la enfermedad [Chalasani et al., 

2008; Hijmans et al., 2013]. Esto lleva a la hipótesis de que hay una captación 

preferencial de ácidos grasos libres (AGL) por hepatocitos periportales más que por 

parte de los pericentrales, a través de un mecanismo conocido como de "primer 

paso” [Hijmans et al., 2013]. Estos AGL se liberan del tejido adiposo bajo la acción 

de la lipasa sensible a  hormona, exponiéndose a hepatocitos por circulación 

periportal inicialmente, y después el propio flujo hepático los expone a las células 

pericentrales [Bass, 1990]. Sin embargo, al producirse una resistencia a la insulina 

de distribución zonal, habrá mayores tasas de lipogénesis en hepatocitos 

periportales, así como en hepatocitos pericentrales. Por lo que esta teoría sigue 

siendo una propuesta para explicar en parte el tan complejo mecanismo de 

formación lipídica en resistencia a insulina hepática.  



 

 

Esquema 1. El acino hepático y la localización de la DNL y gluconeogénesis. (A) Citoarquitectura simple del 
parénquima hepático. Los lóbulos hepáticos consisten en acinos hexagonales con una vena central y tríadas 
portales en las interfaces de los acinos. (B) Una sección transversal del tejido hepático a lo largo del eje 
portocentral, demuestra la localización propuesta de los procesos metabólicos, con la zona pericentral como 
el sitio principal de la lipogénesis de novo (DNL) y la zona periportal como el sitio principal para la 
gluconeogénesis. Las células endoteliales forman las paredes de la sinusoide que también contiene 
macrófagos conocidos como células de Kupffer. Según lo indicado por las flechas, la sangre fluye desde el área 
portal a través de la sinusoide hacia la vénula hepática. La bilis fluye en la dirección opuesta de los hepatocitos 
a través de los conductos biliares. Tomado y modificado de Sanders  et al., 2016. 
 

2.3.2 Lipogénesis hepática independiente de insulina 
  

Se discute y se proporciona evidencias que clarifica el entorno de la paradoja 

lipídica, basados en la observación de que el hígado de pacientes con DM2 siguen 

sintetizando activamente los triglicéridos a pesar de ser resistentes a los efectos de 

la insulina, en base a la síntesis de triglicéridos y de ácidos grasos (AG) preformados 

en independencia de la señalización hepática de insulina [Vatner et al., 2015].  
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Estos investigadores desarrollaron un  método de espectrometría de masa 

en tándem acoplado a cromatografía líquida, para medir las tasas de esterificación 

de AG in vivo variando niveles de estos en el plasma afectando sus tasas de 

esterificación hepática en modelos LIRKO resistentes a insulina y de baja expresión 

del receptor de la hormona en el tejido, encontrando que la tasa de transformación 

de AG a triglicéridos, dependen principalmente del flujo de AG preformados, lo cual 

se produce independientemente de la acción de la insulina en hígado [Vatner et al., 

2015].  

 

2.4. Lipogénesis hepática. 
 

La lipogénesis hepática de novo es una vía biosintética fundamental en el 

hígado, que contribuye al almacenado y secreción de  lípidos por los hepatocitos 

[Jensen-Urstad and Semenkovich, 2012]. Este proceso es una extensión de las 

complejas redes metabólicas hepáticas, y se propicia por sustratos derivados 

principalmente de la glucólisis y el metabolismo de los hidratos de carbono. Es 

importante destacar que esto conduce a una acumulación de productos DNL, 

cadenas de acilos grasos ligadas a la coenzima A, que se pueden incorporar a una 

gran diversidad de especies lipídicas. Estos lípidos pueden entonces tener otras 

funciones metabólicas, que a su vez son nocivas en casos DNL elevada. Se ha 

sugerido que el aumento de DNL contribuye a la patogénesis de la enfermedad de 

hígado graso no alcohólico [Donnelly et al., 2005], una enfermedad metabólica con 

alta prevalencia, relacionada con el desarrollo de la DM2. La DNL también se 

incrementa en condiciones de resistencia a la insulina [Ameer et al., 2014]. Esto es 

especialmente importante, ya que la evidencia reciente sugiere que la prediabetes, 

un estado de glucemia ligeramente elevada, ha aumentado significativamente de 

11.6%  (2003) a 35.3% (2011) en adultos de Inglaterra [Mainous et al., 2014]. Por lo 

tanto, puede ser crucial para comprender y asignar el espectro completo de 

trastornos metabólicos asociados con la resistencia a la insulina, incluyendo las 

tasas de DNL. 



La DNL es la síntesis de cadenas de AG a partir de subunidades acetil-CoA 

producidas durante la glicolisis [Smith and Tsai, 2007] y pueden sufrir posterior 

condensación a cadenas de glicerol [Coleman and Lee, 2004]. El mecanismo de 

reacción comienza con la producción de malonil-CoA a partir de un precursor de 

acetil-CoA, bajo la actividad catalítica regulada de acetil-CoA carboxilasa (ACC) 

[Bianchi et al., 1990]. El malonil-CoA mediante diferente reacciones, que involucran 

al complejo multienzimático de la ácido graso sintasa tipo I (FAS) y otra molécula 

sustrato de acetil-CoA [Smith, 1994], producen acil coA, la incorporación de 

precursores marcados con isótopos estables de tritio a partir de 3H2O en hígado de 

seres humanos y de rata se exhiben como el producto principal DNL al pamitato. 

[Foster and Bloom, 1963]. 

Si bien, la glucolisis proporciona acetil-CoA como el principal sustrato para la 

DNL, existen intermediarios como el gliceraldehído que es posteriormente 

fosforilado por trioquinasa para producir gliceraldehído 3-fosfato (G3P) [Mayes, 

1993]. Durante la síntesis de novo de triacilglicerol se da la acilación de glicerol-3-

fosfato, generando ácido lisofosfatídico (LPA). Este paso es catalizado por glicerol-

fosfato acil transferasa (GPAT) [Coleman and Lee, 2004]. El LPA es acilado 

adicionalmente por otro acil-CoA, bajo la catálisis de acilglicerol-fosfato acil 

transferasa (AGPAT) [Aguado and Campbell, 1998], produciendo ácido fosfatídico 

(PA). Ésta es desfosforilada por la acción de Fosfatidato fosfatasa (PAP) para 

generar diacilglicerol (DG). Se utiliza una acil-CoA final para acilar el DG a un TG, 

por medio de la actividad catalítica de la diacilglicerol acil transferasa (DGAT), para 

así dar paso a la formación final de triacilgliceridos. [Shi and Cheng, 2008]. Este 

proceso se resume en el esquema 2. 



 

Esquema 2. Vías metabólicas para la síntesis de ácidos grasos y Triglicéridos. La glucosa absorbida por la 
célula se convierte en piruvato a través de la glucólisis. El piruvato se convierte además en acetil-CoA y entra 
en el ciclo de ácido tricarboxílico (TCA) (producción de energía). El exceso de acetil-CoA convertido en citrato 
puede salir de las mitocondrias y se convierte en el sustrato de las enzimas lipogénicas. Las principales enzimas 
implicadas incluyen a la acetil-CoA Carboxilasa (ACC) y la Sintasa de ácidos grasos (FAS). Las principales 
enzimas implicadas en la esterificación y producción de Tracilglicerol (TG) incluye a la Glicerol-3-fosfato acil 
trasnferasa mitocondrila (mGPAT) y a la Diacil glicerol acil transferasa (DGAT). Tomado y modificado de Wang 
et al., 2015. 

 

Una vez que se han sintetizados los TG, tienen que ser transportados hacia 

el exterior del hígado por medio de lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL). Las 

VLDL son complejos que contienen tanto lípidos como proteínas, y sirven como 

vehículo de exportación lipídica de hepatocitos durante la DNL. Estas se componen 

de una monocapa externa de fosfolípidos (PLs) y colesterol no esterificado 

primordialmente, y en su núcleo de lípidos neutros (principalmente TGs) [Olofsson 

et al., 2000; Sundaram and Yao, 2010]. En la superficie de las VLDLs se encuentra 

apolipoproteína B 100 (apoB100) que es esencial en el montaje y producción de 

VLDL [Sparks, Sparks and Adeli, 2012]. Varias fuentes indican que la DNL puede 

conducir a un aumento del tamaño de VLDL (aproximadamente 130 nm) pero no al 
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número de partículas de VLDL segregadas [Grefhorst et al., 2002; Choi and 

Ginsberg, 2011].  

La producción de VLDL es un proceso de dos etapas con una translocación 

inicial de apoB100 a través de la membrana del retículo endoplásmico (ER) 

[Rustaeus et al., 1999]. Durante este proceso interactúa con la proteína de 

transferencia de triglicéridos microsomales (MTP), que ayuda a la lipidación parcial 

del polipéptido apoB100 naciente, inhibiendo su degradación [Sparks et al., 2012]. 

Esta apoB100 parcialmente lipidica es la VLDL primordial, o pre-VLDL, que 

posteriormente forma la partícula VLDL propia de la segunda fase de biogénesis 

[Rustaeus et al., 1999].  Esto ocurre mediante una lipidación posterior de apoB100. 

En este proceso la mayor parte de la lipidación se produce a través de la fusión con 

gotitas de lípidos neutros en el lumen ER [Wang et al., 2007]. La producción y 

maduración de VLDL se resume en el esquema 3. 

Esquema 3. Formación y maduración de VLDL.  Una vez formada la VLDL en el Retículo endoplásmico (RE), 
gracias a la lipidacion de la Apoproteina B100 (apoB100) por la proteína de transferencia de triglicéridos 
microsomales (MTP).  Desde el ER las VLDL son transportadas a la cis-Golgi por vesículas de transporte 
especializado VLDL (Sar1/CopII). Dentro del Golgi, la apoB100 es glicosilada y fosforilada. Las partículas de 
VLDL son segregadas a partir de hepatocitos en el espacio de Disse por fusión de vesículas secretoras con la 
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membrana sinusoidal. A partir de aquí, las VLDL fluyen hacia la circulación. Adaptado y modificado de Olofsson 
et al., 2007 

 

2.5. Regulación de la lipogénesis hepática  
 

La  vía lipogénica está dada por una doble regulación: la transcripción de 

enzimas integrantes de la síntesis de AG y la regulación alostérica de la ACC. La 

DNL particularmente, tiene dos principales vías de activación: SREBP1c, y por la 

proteína de unión a elementos de respuesta de carbohidratos (ChREBP). Estas dos 

vías se activan por medio de la señalización por insulina y el aumento de las 

concentraciones de glucosa, respectivamente; Ambos inducidos por la ingesta de 

alimentos [Kawano and Cohen, 2013; Oosterveer and Schoonjans, 2014]. 

En el contexto de la DNL, la actividad de SREBP1c es regulado por la 

insulina, aunque su mecanismo aún no es completamente elucidado. Sin embargo, 

se conoce que la activación de SREBP1c ocurre a través de dos vías principales rio 

abajo del receptor de insulina, ambas implican la ruta PI3K/PKB, aunque una es 

resultado de la fosforilación en el SREBP1c naciente, y la otra resulta de la 

activación del receptor hepático X (LXR), predominantemente la isoforma LXRα en 

el hígado (Esquema 4) [Kawano and Cohen, 2013]. La acción de la insulina a través 

de esta vía de PI3K/PKB promueve así la fosforilación naciente de SREBP1c en el 

Aparato de Golgi, llevando a una acumulación de la forma madura de SREBP1c en 

núcleo [Hegarty et al., 2005]. SREBP1c a su vez activa DNL a través de la 

transcripción de varios genes implicados en la síntesis de AG, incluyendo FAS y 

ACC [Magaña et al., 1996; 1997]. (Figura 3) 

ChREBP, en contraste con SREBP1c, se activa por el aumento postprandial 

de glucosa en hepatocitos. La tasa de glucólisis en éstas células aumenta debido al 

equilibrio citosólico - plasmático de glucosa a través de la proteína de la familia del 

transportador de glucosa independiente de la insulina, GLUT2 [Mueckler y Thorens, 

2013]. La activación de ChREBP parece ser estimulada por una serie de moléculas 

generadas durante la glicólisis, aunque el mecanismo exacto no está claro; se ha 

sugerido que la regulación principal de ChREBP es a través de la desfosforilación 



de Ser196 y otros sitios de fosforilación de la proteína quinasa A (PKA) o quinasa 

activada con monofosfato de adenosina (AMPK), lo que conduce a la disociación de 

la proteína en el citosol, la translocación a  núcleo y activación de genes que 

contienen el elemento de respuesta a los carbohidratos (ChoRE) [Uyeda and Repa, 

2006]. Sin embargo, los cambios en el estado de fosforilación pueden no ser el único 

mecanismo de regulación. El resultado de esta ruta aún no definida es la regulación 

positiva de genes que contienen el ChoRE, incluyendo aquellos genes que codifican 

proteínas integrales de la vía DNL tales como FAS, ACC y también piruvato quinasa, 

que proporciona el precursor de acetil CoA como sustrato lipogénico a través de la 

actividad de la piruvato deshidrogenasa [Ma et al., 2005]. (Esquema 4) 

 

Esquema 4. Regulación de la lipogénesis de novo por LXR-α, SREBP1c y Chrebp. La activación del receptor de 
insulina conduce a la fosforilación del sustrato 1 del receptor a insulina (IRS1), que posteriormente activa la 
fosfoinositol 3-quinasa (PI3K), a cinasa dependiente de fosfoinositido (PDK1), diana del complejo 1 de 
rapamicina  de mamífero(mTORC1), la cual activa a la proteína ribosómica S6 quinasa 1 (S6K1), que conduce 
a la localización nuclear del receptor X del hígado α (LXRα), así de manera directa o indirecta mTORC1 ayuda 
a la maduración de SREBP1c desde RE hasta Golgi, promoviendo su translocación a núcleo. Por otro lado, la 
vía glicolítica Produce intermediarios que conducen a la desfosforilación de ChREBP y disocian a la proteína 
citosólica,  conduciendo a ChREBP nuclear y la posterior transcripción de sus genes lipogénicos diana. Lineas 

continuas  (vía directa), líneas discontinuas (vía indirecta). (Tomado y modificado de Sanders  et al., 2016.).  
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2.6. Fisiopatología de resistencia a insulina   
 

La resistencia a insulina es un síndrome heterogéneo caracterizado por 

anormalidades en el metabolismo de carbohidratos y lípidos. Las causas de estas 

patologías son multifactoriales e incluyen tanto elementos genéticos y ambientales 

que afectan la función de las células beta y tejidos (músculo, hígado, tejido adiposo, 

páncreas) sensibles a la insulina. Aunque existe un considerable debate en cuanto 

a las contribuciones relativas de la disfunción de las células beta y la reducción de 

la sensibilidad a la insulina en la patogénesis de la diabetes, se acepta en general 

que estos dos factores juegan un papel importante. Sin embargo, los mecanismos 

que controlan la interacción de estos dos trastornos no son claros. Un número de 

factores ambientales han sido relacionados y sugeridos como posibles factores de 

riesgo para el desarrollo de resistencia a la insulina y la disfunción de las células 

beta; entre los principales se encuentran: el envejecimiento, el sedentarismo, la 

obesidad, el consumo de alcohol, el tabaquismo. [Ozougwu et al., 2013]. Sin 

embargo en la última década, un número de estudios han demostrado los efectos 

nocivos de los contaminantes de metales pesados y el desarrollo de patologías 

metabólicas. También hay informes de que la contaminación ambiental, causada 

por estos contaminantes del aire, suelo y agua, es un factor de riesgo importante 

para la enfermedad de hígado graso aunque la mayoría de estos datos se 

obtuvieron a partir de modelos animales o en estudios in vitro, cada vez hay más 

interés en cómo la exposición a sustancias ambientales pueden contribuir al 

desarrollo de diabetes que está dada principalmente por la presencia de resistencia 

a insulina, estudios epidemiológicos y experimentales muestran que la exposición 

contaminante ambiental de cadmio (Cd), está asociada con la hiperglucemia, 

diabetes  y resistencia a  insulina.  

2.7. Cadmio como factor de riesgo para el desarrollo de resistencia a insulina  
 

Numerosos estudios a corto plazo y largo plazo en  modelos in vivo  de exposición 

a Cd han demostrado  causar hiperglucemia e interrumpir la homeostasis de la 



glucosa en los animales de experimentación, mostrando efectos diabetogenicos  

[Edwards and Prozialeck, 2009; Lei et al., 2007]. Sin embargo, los resultados de 

estudios poblacionales sobre el cadmio y el riesgo de desarrollo de diabetes, 

síndrome metabólico y resistencia a insulina debido a que la mayor parte de estos 

estudios encuentran relación entre niveles séricos de cadmio con el desarrollo de 

dichas patologías en trabajadores ocupacionales expuestos al metal, que por otro 

lado, diversos trabajos no encontraron una relación estadísticamente significativa 

[Feng et al., 2015; Liu et al., 2015; Menke et al., 2016; Son et al., 2015; 

Swaddiwudhipong et al., 2010a; Swaddiwudhipong et al. 2010b]. El mecanismo 

exacto de acción de interrupción inducida por Cd sobre la homeostasis de la glucosa 

y lípidos es desconocido, sin embargo está claro la asociación que tiene la 

exposición de cadmio con el desarrollo de patologías metabólicas.  

2.8.  Generalidades del cadmio 
 

El Cd forma parte del grupo 12 de la tabla periódica, pertenece a los metales 

de transición y su valencia es de 2, de número atómico 48 y masa atómica de 112.4 

g/mol, comparte características con zinc (Zn) y mercurio en sus propiedades 

químicas y físicas, de hecho, el Cd se aisló primero y se identificó como una 

impureza en carbonatos de Zn (por ejemplo, ZnCO3 (s)). El cadmio se presenta como 

un metal divalente de color blanco azulado que es suave y maleable. Así mismo, 

este metal tiene una configuración electrónica d10 estable ([Kr] 4d105s2) y puede 

existir en el estado de oxidación +1, pero se encuentra casi exclusivamente con 

valencia +2, en el entorno natural. El punto de fusión es 321,07 ° C, mientras que el 

punto de ebullición corresponde a 767°C, con una densidad igual a 8.65 g/cm, a 

20°C. Sus vapores son 3.88 veces más pesados que el aire, ya que la presión de 

vapor es relativamente alta, pasa fácilmente a este estado (gaseoso), oxidándose 

rápidamente a óxido de Cd que permanece en el aire. Cuando en la atmósfera hay 

gases o vapores reactivos, como el bióxido de carbono o de azufre, vapor de agua, 

trióxido de azufre o ácido clorhídrico, el óxido de Cd reacciona con ellos y produce 

respectivamente carbonato, sulfito, sulfato, hidróxido y cloruro de Cd, [ATSDR, 

2008; 2012; IARC 2008; Williams, 2002].   



 

2.9.  Fuentes de exposición a cadmio 

2.9.1 Fuentes naturales 

 

El Cd se encuentra ampliamente distribuido en la corteza terrestre en una 

concentración promedio de 0.1 mg/kg; que es aproximadamente 650 veces menor 

que su vecino del grupo 12, el Zn; sin embargo, en las rocas sedimentarias su 

concentración es más elevada, normalmente asociándose a sulfuros de Zn con 

niveles promedio de 500 mg/Kg [Irving and Williams, 1948].  Gracias a la erosión, 

los ríos y principalmente los océanos reciben al Cd movilizado de la corteza terrestre 

y el flujo atmosférico. La forma predominante de Cd en el océano se encuentra en 

la fase disuelta con concentraciones que van de 1 a 1000 pmol/kg. [González et al., 

1997], asociado a este hecho, las descargas de desechos biológicos por la industria 

hacen a la flora y fauna marina un blanco principal de contaminación de grandes 

cantidades de Cd, por lo que su ingesta en el humano es una condición “natural”, 

siendo los de mayor aporte: el pescado, crustáceos y mariscos [González et al., 

1997]. El estimado mundial de emisiones de Cd a la atmósfera sugieren que de los 

~1,400 toneladas al año liberadas, un 60% del total puede atribuirse a emisiones 

volcánicas [Nriagu, 1990] 

 

2.9.2. Fuentes Ocupacionales 
 

El hombre colabora con un promedio de ~2,983 toneladas por año, 

contaminando primordialmente suelos de cultivo, propiciando la aparición del metal 

en la dieta del humano y animales de consumo [Nriagu, 1988]. Esta contaminación 

con Cd se produce indirectamente a través del procesamiento de minerales no 

ferrosos, la combustión de combustibles fósiles, la incineración de basura y 

directamente a través de la fabricación, uso y eliminación de productos que 

contienen Cd. La liberación del Cd al ambiente está ligada al procesamiento de 

minerales primarios ricos en cobre, plomo y principalmente Zn, de forma que los 



niveles de producción son en gran medida independientes de la demanda mundial 

de Cd. [Chizhikov et al., 1966; Nriagu, 1980] 

La fabricación de baterías recargables (níquel-cadmio, Ni-Cd) sigue siendo 

la principal aplicación industrial de Cd. Esta batería goza de uso generalizado 

porque, en comparación con otras tecnologías recargables, el Ni-Cd puede; 1) 

soportar una descarga profunda sin dañar, 2) tolerar ciclos de recarga-descarga 

durante su vida útil. [Nriagu, 1980].  

Otra fuente no ocupacional de suma importancia, es el tabaquismo; en este 

producto de consumo el metal se inhala principalmente como óxido de cadmio. La 

acumulación de Cd en las plantas de tabaco puede variar ampliamente: las 

concentraciones medias son 1-2 mg/g de peso seco o 0.5-1 mg por cigarrillo. La 

concentración de Cd en los fumadores, es 4-5 veces mayor en la sangre en 

comparación con los no fumadores [Jarup et al., 1998; Elinder et al., 1983].  

Dadas las condiciones de contaminación del ambiente por el xenobiótico, es 

inminente su presencia en alimentos de diversa naturaleza, y por lo tanto la 

presencia en el humano. Los alimentos son la fuente de exposición más importante 

al metal en personas no expuestas de forma ocupacional. Aunque, el consumo de 

alimentos es en general menos eficiente que el consumo de agua o la exposición al 

aire contaminado, en los diversos alimentos el metal se une a péptidos y proteínas 

de bajo y alto peso molecular, lo cual facilita su absorción, encontrándose en un 

amplio intervalo de concentraciones. Sin embargo, los productos marinos los que 

contienen mayor cantidad de Cd/g de tejido, seguidos de vísceras de mamíferos y 

carne de aves, cereales, así como en vegetales. Los alimentos con menor contenido 

son el huevo y la leche [González et al., 1997; ATSDR, 2012; IARC, 2008]. 

 

2.10. Vías de entrada del Cd al organismo 
 

El Cd puede acceder al organismo a través de pulmones, piel y tracto 

gastrointestinal (GI). La vía dérmica se ha descrito como una forma de 

contaminación, la piel bajo ciertas circunstancias es un órgano que se ha descrito 

se encuentra ampliamente expuesto, trabajos in vitro ha demostrado mejores 



efectos del metal; sin embargo, in vivo la exposición es extremadamente baja. La 

absorción per cutánea de cloruro de Cd presente en agua y suelo, se ha demostrado 

a través de la piel humana utilizando muestras de piel de cadáver, sin embargo, el 

resultado  no excede el 0.6%. Por lo tanto, esta vía de entrada puede ser motivo de 

preocupación sólo en situaciones en las que, soluciones concentradas estén en 

contacto con la piel durante varias horas en inclusive días o meses. [Wester et al., 

1992] 

Por otro lado, la absorción de Cd por pulmones es más efectiva que en el 

intestino. Después de la exposición por inhalación, la absorción de los compuestos 

Cd varía en dependencia de sus propiedades físico-químicas, el sitio de depósito 

en los pulmones y el tamaño de partícula [Misra et al., 1996]. Las partículas grandes, 

como los polvos (> 10 um de diámetro) tienden a depositarse en las vías 

respiratorias superiores, mientras que partículas pequeñas, tales como el humo de 

cigarrillo o de combustibles fósiles (aproximadamente 0.1 mm de diámetro) penetran 

en los alvéolos, que son el sitio principal de absorción. Entre 50-100% de Cd 

presente en los alvéolos se transfieren a la sangre.  

En la población humana, la cantidad promedio de Cd absorbida por los 

pulmones no es mayor que ~0.2 µg por día basado en la suposición de que hasta 

el 50% del Cd retenido es absorbido [Morgan et al., 1997]. El Cd inhalado se 

disuelve parcialmente en el recubrimiento del tracto respiratorio, en el cual se puede 

encontrar al Cd en partículas, o como ion libre o en complejos proteicos para ser 

secretados unidos al glutatión [Blum et al., 2014]. El glutatión es un antioxidante 

propio de la respuesta celular, actuando como un quelante del metal y otros 

xenobióticos. En principio el cadmio puede ser absorbido de forma transcelular, vía 

canales, transportadores y endocitosis, o de forma paracelular. Así mismo, el 

transporte transcelular de Cd libre se ha asociado a transportadores de metales 

divalentes tipo 1 (DMT1), así como a trasportadores de Fe y Zn, como es el caso de 

ZIP8. Adicionalmente, el flujo de Cd de manera paracelular, es un tanto más limitado 

ya que su absorción por esta vía implica disrupción de uniones adherentes, lo cual 

lleva a la pérdida del tejido o a inflamación severa [Jumarie, 2002; Napolitano et al., 

2012]. 



En este mismo sentido el tracto GI es una ruta continuamente expuesta en 

los humanos. El consumo de bajas concentraciones de CdCl2 (5 mg/kg de peso), 

ha mostrado incrementos en la proliferación celular e inflamación, mientras que 

concentraciones de exposición mayores a los 80 mg/kg de peso disminuye el 

número de células y causa disfunción del sistema inmune [Kundu et al., 2009; Blum 

et al., 2014]. El mecanismo completo de absorción del metal en el intestino 

permanece sin ser dilucidado, sin embargo, se conoce que Cd puede competir con 

metales esenciales como el hierro y su la deficiencia, el cadmio este puede ser mejor 

absorbido en el GI, los sitios anatómicos asociados a la mayor absorción son 

principalmente el íleon y el duodeno [Brako et al., 2003; Ohrvik et al., 2013]. Esto 

puede ser explicado debido a la correlación entre el incremento de la absorción 

intestinal del metal y la expresión de DMT1, el cual precisamente es inducido por la 

disminución de Fe sérico o de reserva, y que por mecanismos compensatorios el 

intestino expresa un mayor número de transportadores DMT1 [Zoller et al., 2001].  

Otras proteínas que parecen ser buenos candidatos para la absorción de Cd 

a nivel de duodeno son las proteínas transportadoras de zinc en su isoforma 14 

(ZIP14), la cual tiene la facultad de transportar al Cd con alta afinidad [Girijashanker 

et al., 2008], y los canales TRPV6 selectivos de Ca [Kovacs et al., 2011].  Además 

de la absorción de Cd, este metal puede ser absorbido en forma de complejos entre 

el Cd con péptidos y proteínas ricas en cisteínas, como Cd-MT (Cd-Metalotioneina), 

Cd-fitoquelatinas (Cd-PC) y Cd-glutatión (Cd-GSH), las cuales pueden ser 

absorbidas de forma intacta por los enterocitos, posiblemente por transcitosis 

[Langelueddecke et al., 2014].  

 

2.11. Distribución 
 

Toda vez que el Cd es absorbido por la barrera intestinal, entra al flujo 

sanguíneo. El cadmio en sangre puede estar unido tanto a proteínas séricas y 

eritrocitarias. Los principales órganos en donde el cadmio se acumula son el hígado 

y los riñones, representando conjuntamente alrededor del 50-75% de cadmio 

corporal [Nordberg and Kjellström, 1979]. La concentración y la acumulación más 



alta en tejido, en exposiciones crónicas se da en riñones. Secundariamente el 

depósito del metal se da en músculo y hueso en concentraciones relativamente 

superiores, con respecto a los que se encuentran en testículo y bazo. 

Adicionalmente se conoce que, el cadmio tiene una vida media biológica muy larga 

en los tejidos, que ha sido estimado en más de diez años para la mayoría de ellos 

[Tsuchiya, 1976; Nordberg, 2004].  

En circulación el cadmio se une principalmente a albúmina, metalotioneínas, 

así como a proteínas de alto y bajo peso molecular que contengan tioles; la 

proporción plasmática de cada una de ellas dependerá del tiempo y del tipo de 

exposición. Durante una fase temprana, la unión de Cd se da con proteínas de 

pesos de entre los 40 – 60 kDa (mayoritariamente, albúmina) [Trisak et al., 1990], 

mientras que en las fases tardías de una exposición este metal se encuentra 

primordialmente unido a proteínas de bajo peso molecular como MT’s y glutatión, 

[Erk and Raspor, 1998] 

 

2.12. Cadmio en páncreas 
 

La presencia de complejos proteicos con Cd en circulación, no sólo afectan 

las funciones hepáticas y renales si no que, otros órganos y tejidos son expuestos 

y también lo pueden recapturar, aunque en menor medida, tal es el caso de corazón, 

sistema linfático, neuronas, cerebro, pulmones y páncreas. Siendo éste último un 

órgano poco estudiado ante los efectos crónicos de la exposición a Cd [Nordberg, 

2004]. 

La glándula endócrina o islotes de Langerhans del páncreas constituyen del 

1 al 2% de su volumen total. Las distintas células endócrinas que componen al islote 

producen y secretan diferentes hormonas: las células beta (β) secretan insulina, las 

células alfa (α) glucagón, las células delta (δ) somatostatina, las células PP 

polipéptido pancreático, y las células épsilon (ε) que secretan ghrelina. La absorción 

y distribución de Cd en páncreas es poco entendido, no existe evidencia 

contundente del trasporte del mismo al órgano, debido a que los estudios al respecto 

son limitados. Sin embargo la participación de transportadores de metales 



divalentes tipo 1 (DMT1) se ha podido demostrar en páncreas, sin embargo, se ha 

observado que el mecanismo de captura en otros órganos también involucra a 

transportadores de Zn, como ZIP14, ZIP8, y canales de calcio voltaje dependiente 

(VGCC, por sus siglas en inglés), que se encuentran altamente expresados tanto 

en las células α, como en las β pancreáticas. Una vez transportado el metal al 

interior de las células pancreáticas, actúa como un potente inductor de MT’s. En 

páncreas, la homeostasis del Zn y Ca se ve alterada por la presencia de Cd, dicho 

aumento influye directamente en la dinámica de secreción de insulina y por lo tanto 

en la homeostasis de glucosa.  Existe una dinámica directamente proporcional entre 

la cantidad de MT en páncreas y la inhibición en la secreción de insulina. [Waalkes 

et al., 1992; Schwartz and Reis, 2000].  

En modelos animales, se ha observado que ante exposiciones sub-crónicas 

a Cd (0.5-2.0 mg/kg/día), propician destrucción de islotes pancreáticos, 

relacionándose con eventos de necrosis y apoptosis en páncreas [Prozialeck and 

Edwars, 2010; Chang et al., 2013]. La disminución en la secreción de insulina por 

efectos del Cd se ha tratado de explicar de diferentes formas, una de las teorías con 

mayor aceptación refiere que al acumularse el metal en la células -pancreáticas, 

puede difundir hacia las vesículas de preproinsulina, e incluso en las que contienen 

insulina, desplazando al Zn de los enlaces disulfuro que unen a las fracciones 

peptídicas de la hormona. Este cambio estructural produce una insulina no 

funcional, afectando la regulación de los niveles séricos de glucosa. Dicha hipótesis 

fue comprobada al lograr la cristalización del complejo insulina-Cd y retar dicho 

complejo a un modelo animal insulino requiriente en el cual no presentó acción 

biológica positiva en relación a la regulación de la glucosa [Treviño et al, 2015]. 

Así mismo  Treviño en 2015 [Tesis Doctoral] ante exposiciones sub-crónicas 

del metal en modelos murinos (2mg /kg/día) durante 3, 4 y 5 meses, observó que 

las células β mostraron una dinámica antioxidante importante en cuanto al manejo 

de los agentes agresores incrementando la concentración de GSH y MT; 

adicionalmente la actividad de las enzimas SOD, CAT y GST se incrementó 

dependiente del tiempo de exposición, evitando de esta manera la senescencia y 



muerte del tejido, el cual inducia la respuesta MAPK de p38, JNK y ERK 1/2, en 

donde esta última fue la de mayor relevancia ya que se encuentra íntimamente 

relacionada con la sobrevivencia celular, conllevando en la hiperplasia no maligna 

de las células β. 

2.13. Cadmio en hígado 
 

El hígado es un importante órgano metabólico para el manejo in vivo del Cd, 

pero se sabe poco sobre los transportadores metálicos y los mecanismos 

moleculares implicados en la captación del metal. En trabajos con hepatocitos 

aislados y líneas celulares de hígado humano se han demostrado dos posibles vías 

de captación: una es para la forma libre (iónica) de Cd (Cd2+) y la otra para la forma 

complejada de Cd2+ [Pham et al., 2004]. El Cd2+ es más probable que sea absorbido 

por los mismos transportadores metálicos que las células del hígado usan para 

adquirir metales fisiológicamente esenciales, especialmente Fe2+, Zn2+, Mn2+  y 

Cu2+. Entre este tipo de transportadores se encuentra el DMT-1, que se expresa 

débilmente en el hígado [Gunshin et al., 1997; Fujishiro et al., 2009]. Los 

transportadores metálicos de la familia de proteínas similares a Zrt/Irt, tales como 

ZIP8 y ZIP14 [Girijashanke et al., 2008, Fujishiro et al., 2009] también se expresan 

en el hígado, y pueden movilizar al metal. Adicionalmente, existen informes que han 

postulado la captación de Cd2+ por canales de calcio dependientes del voltaje en las 

células hepáticas [Hughes et al., 1993]. Complementariamente, algunos estudios in 

vitro han demostrado que el complejo Cd-MT puede acceder a las células del hígado 

por endocitosis mediada por receptores [Hao et al., 2007].  

Recientemente Sabolić et al., en 2010 demostraron que el complejo Cd-MT 

no es movilizado por hepatocitos de rata in vivo por el mecanismo antes mencionado 

[Sabolić et al., 2010]; dicho fenómeno es mediado por las células de Kupffer, que 

endocitan al Cd-MT, lo que podría conducir a la liberación de diversas citoquinas 

pro-inflamatorias, incluyendo la interleucina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral-

a (TNF-α). Sin embargo, hasta ahora no se ha identificado ningún mecanismo 

molecular concreto para este proceso. Por lo tanto, no se sabe mucho sobre la 

absorción de Cd por el hígado, aunque es bien conocido que el tejido hepático lo 



almacena. El Cd en hígado de humanos varía entre 1.5 - 8 mg/g peso seco 

dependiendo de edad, sexo, exposición ambiental, etc., que es 10-20 veces más 

bajo que en el riñón [Elinder et al., 1976; Satarug et al., 2002; Vuori et al. 1979]. 

Esta diferencia es sorprendente teniendo en cuenta que el hígado es el primer 

órgano al que se dirige después de la captación oral a Cd. 

Tomando en cuenta que el Cd es hepatotóxico después de una exposición 

crónica, el daño es menos prominente que el renal [Friberg, 1950; Nomiyama et al., 

1979; Stowe et al., 1972]. La inducción de MT y GSH sirven como 

hepatoprotectores, por lo que sólo se han reportado ligeras alteraciones 

morfológicas y funcionales, asociadas con la exposición crónica a Cd, estas 

proteínas quelan (y por lo tanto inactivan) al Cd, evitando el estrés oxidativo 

[Habeebu et al., 200; Zahir et al., 1999]. Por otra parte, los complejos Cd-MT y Cd-

GSH pueden ser liberados a la circulación y a la bilis [Dudley et al., 1985; Chan et 

al., 1993]. Liu et al., 2009, cuestionaron el papel de la formación de ROS en la 

hepatotoxicidad crónica (y carcinogénesis), durante la exposición a largo plazo a Cd 

a dosis bajas, concluyendo que los mecanismos adaptativos, incluyendo la 

inducción de MT, GSH, y antioxidantes celulares podrían disminuir el estrés 

oxidativo inducido por Cd. En resumen, el hígado tiene una gran capacidad de 

reserva e inducción de sistemas antioxidantes, además de poseer mecanismos 

capaces de excretar complejos de Cd luminalmente en la bilis y basolateralmente a 

la circulación. Esto puede explicar el menor contenido de Cd del hígado en 

comparación con el riñón (el cual es limitado en dicho proceso), además de explicar 

por qué la hepatotoxicidad ligada a Cd no se ha informado en los seres humanos. 

Sin embargo, no se pueden excluir que las alteraciones sutiles de la función 

hepática, que se pueden producir durante la exposición crónica a Cd, y que no 

pueden ser detectadas por biomarcadores hepáticos.  

2.14. Cadmio,  Resistencia a insulina y lípidos  
 

Diversos estudios en animales han demostrado que el Cd puede disminuir la 

función exocrina y endócrina del páncreas. En ratas y ratones la presencia del metal 

ha mostrado daño a las células β pancreáticas, reducción en la tolerancia a glucosa, 



supresión de la secreción de insulina y efectos diabetógenos [Lei et al., 2007; Chang 

et al., 2013]. Así mismo, en fumadores se ha asociado el desarrollo de 

hiperglicemias o diabetes mellitus con el incremento de los niveles de Cd sanguíneo, 

respecto a los pacientes no fumadores [Afridi et al., 2008; Chen et al., 2009]. El 

mismo efecto ha sido observado en investigaciones epidemiológicas de 

trabajadores expuestos a aerosoles o polvos del metal [Lei et al., 2006; 2007].   

Por otra parte, Treviño en 2015; mediante el uso de modelos matemáticos, 

determino como el Índice HOMA-IR mostró resistencia a insulina periférica, como 

una situación de multiresistencia en los tejidos insulino-dependientes e 

independientes (principalmente hígado). Así mismo, la exposición crónica a cadmio 

evidenció un cambio en la expresión de la insulina, lo cual correlacionó con los 

indicadores matemáticos de generación de la hormona y la pérdida de la función de 

las células β, sin embargo el uso de modelos matemáticos tiene su limitaciones, y 

aunque se pone de manifiesto la presencia de resistencia a insulina, no se conoce 

a nivel molecular como se encuentra su vía de señalización [Treviño et al., 2015]. 

La exposición a cadmio se ha asociado también con alteraciones en la 

concentración de lípidos séricos y tisulares, en los que se incluyen AGL, TG, 

fosfolípidos y colesterol total (CT), en modelos experimentales agudos y crónicos 

[Alvarez et al., 2007; Larregle et al. 2008; Murugavel et al., 2007,b; Olisekodiaka et 

Al. 2012; Rogalska et al. 2009; Treviño et al., 2015]. Estudios recientes en nuestro 

laboratorio se ha encontrado la existencia de dislipidemias en ratas expuestas a 

intoxicaciones crónicas a Cd,  las cuales están caracterizadas por una 

hipercolesterolemia progresiva respecto al tiempo de exposición, e 

hipertrigliceridemia sostenida a lo largo del estudio, asociadas con la disminución 

progresiva de HDL-col, con cambios en su fenotipo y composición lipídica y un 

incremento proporcional de las fracciones LDL-col y VLDL-col [Sarmiento-Ortega et 

al., 2016]. 

 

 

 



3.- Planteamiento del problema 
 

La prevalencia de la resistencia a insulina como uno de los primeros eventos 

involucrados en patologías crónico degenerativas como la DM2 se presenta en el 

23.7% de la población mundial; esta puede variar ampliamente en diferentes 

poblaciones, llegando en las México-Americanas a ser de hasta el 58.3%. Por lo 

que, se han asociado diversos factores de riesgo en el curso temporal del desarrollo 

de la resistencia a insulina, en donde la exposición a contaminantes ambientales 

como el cadmio es poco estudiada, comprendida y contemplada por los organismos 

internacionales. Una de las principales consecuencias de la resistencia insulina es 

el hígado graso no alcohólico, que resulta por el incremento constante de los niveles 

de triglicéridos séricos y hepáticos; ya que este órgano es el encargado de la 

síntesis de novo lipídica; sin embargo, se desconoce si existe una desregularización 

en las vías de señalización lipogénicas en estados de resistencia a insulina ante la 

exposición oral y crónica de cadmio. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4.- Justificación  
 

Patologías como la resistencia a insulina (RI), dislipidemias y disglucemias cobran 

un alto impacto a la sociedad, a través de la pérdida de la salud y calidad de vida. 

La RI es punto clave y convergente en la mayoría de enfermedades crónicas 

degenerativas como síndrome metabólico, hígado graso no alcohólico, 

enfermedades cardiovasculares y DM2. 

Debido a que la etiología de la RI es un conjunto de diferentes factores, dentro de 

los cuales nuestro grupo de trabajo ha mostrado evidencias de como la exposición 

a Cd está involucrada, a través de disglucemia, dislipidemia e hiperinsulinemia, la 

comprensión del mecanismo o mecanismos por los cuales se desarrolla RI, y como 

esta se halla íntimamente ligada a la paradoja lipogénica se vuelve de suma de 

importancia 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

5.- Objetivo General   

 

Evaluar el desarrollo de RI hepática y su relación en la ruta lipogénica en ratas 

Wistar expuestas a Cd en agua de consumo.  

 

6.- Objetivos particulares  
 

En tejido hepático de ratas Wistar de los grupos experimentales expuestos a Cd:  

1.- Evaluar el curso temporal del desarrollo de resistencia a insulina. 

2.- Evaluar las proteínas afectadas en la ruta de señalización de insulina 

involucradas en la lipogénesis. 

3.- Monitorear el comportamiento de los factores de transcripción que regulan la 

lipogénesis. 

4.- Establecer el curso-temporal de la desregulación lipogénica hepática. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7.- Diseño experimental 
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8.- Materiales y Métodos  
 

Animales 

Se emplearon 120 ratas de la cepa Wistar con un periodo de destete de 15 

días y con un peso de 50 a 70 g. Los animales fueron obtenidos del Bioterio “Claude 

Bernard” de la Benemérita Universidad Autónoma de Puebla. Los animales se 

pesaron continuamente hasta que alcanzaron 100 g lo que equivalió 

aproximadamente a 15 días de acondicionamiento, se mantuvieron bajo 

condiciones controladas con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas y temperatura de 

19 – 26°C, en jaulas de polipropileno con una cama de aserrín con disponibilidad 

de alimento y agua “Ad libitum”. Todos los procedimientos efectuados siguieron las 

normas de acuerdo a la “Guía para el Cuidado y uso de Animales de Laboratorio” 

de México y aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de 

Animales. 

Conformación de grupos 

Las 120 ratas se dividieron aleatoriamente en los siguientes grupos; un grupo 

control (n=30), un grupo expuesto a CdCl2 en agua de consumo a una concentración 

de 15 ppm (n=30), un grupo expuesto a CdCl2 en agua de consumo a una 

concentración de 32.5 ppm (n=30) y por último un cuarto grupo insulina, al cual se 

le aplico insulina diaria de la marca “Glargina” que es un análogo de una insulina 

humana de larga duración a una dosis de 4U/kg de peso del animal por vía 

subcutánea. Estas condiciones fueron continuas durante 0, 15, 30, 45 y 60 días 

después del periodo de acondicionamiento. 

Zoometría (Peso, talla, índice de masa corporal y porcentaje de grasa) 

Los animales de experimentación fueron monitoreados semanalmente 

respecto de sus medidas corporales. El peso fue medido con una balanza digital 

tarada con una caja de policarbonato y aserrín. La talla se midió con ayuda de una 

cinta métrica flexible, esta fue tomada de la base de la cola a la punta de la nariz. 

El índice de masa corporal (IMC), se calculó con la fórmula: peso/talla2. El 



porcentaje de grasa fue determinado con base al Índice de Lee % de grasa corporal 

= [(Peso (0.33) en g)/talla en cm] ×100 [Rogers and Webb, 1980]. 

 Obtención de las muestras  

Muestras sanguíneas  

Un total de 5 animales de cada subgrupo fueron sacrificados a los 0, 15, 30, 45 y 60 

días después de los diferentes tratamientos. Un día antes de terminar la exposición,  

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 vía 

intraperitoneal con ketamina+xilazina (0.2 ml/100g). Bajo anestesia, se extrajo 

sangre  (200 µl) a través de punción cardíaca a los 0, 30, 60 y 90 min, las muestras 

se centrifugaron a 10000 rpm durante 10 minutos, el suero se separó y fue 

congelado a -70°C hasta su análisis. Los animales se dejaron recuperar por dos 

días. 

Tejido hepático 

Un día después de haber terminado la exposición, se suspendió el alimento 

de 4 a 5 horas, posteriormente los animales se anestesiaron con ketamina+xilazina 

(0.2 ml/100g)  vía intraperitoneal, bajo anestesia se obtuvieron 5 mL de sangre  por 

medio de punción cardiaca y se recolectaron en tubos con pro-coagulante, 

centrifugando los tubos a 8000 r.p.m. durante 10 minutos. El suero fue separado y 

almacenado a -70°C hasta su análisis.  Inmediatamente después de la obtención de 

la muestra sanguínea, se realizó una perfusión cardiaca para lavar los tejidos con 

solución salina isotónica y se procedió a realizar la biopsia de tejido hepático, el cual 

fue guardado a -70°C. 

Ensayos séricos  

La cuantificación de glucosa, triglicéridos, colesterol total y sus fracciones 

lipoproteicas de alta y baja densidad (HDL y LDL) fueron analizadas en un 

espectrofotómetro automatizado AutoKemII con reactivos de la marca Spinreact, 

según las indicaciones del productor (Ver Anexos 4 y 5). Los niveles de lipoproteínas 



de muy baja densidad VLDL, fueron obtenidas por la siguiente ecuación VLDL= CT 

– (HDL + LDL) [Warnick et al., 1990]. 

La concentración de insulina sérica fue determinada por inmunoensayo de 

ELISA (Diagnóstica Internacional, Mex) (Anexo 6), el complejo antígeno anticuerpo 

se midio a una longitud de onda de 415 nm en un lector automatizado Stat fax 2600 

(Winerlab, Arg) la concentración de insulina fue obtenida a partir de una curva 

estándar con un rango 0 – 20 µU/mL. Tanto glucosa como insulina fueron 

cuantificadas a los tiempos 0 minutos (ayuno de 6 horas de los animales de 

experimentación), 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 respuesta 

pancreática. 

La concentración de la apolipoproteína B (ApoB) se cuantificó a través de kit 

comercial (BioSystems) (Anexo 7) y se analizó con un equipo BTS-350 (Biosystem, 

Applied analizador). La concentración de AGL se determinó de acuerdo con el 

método descrito por Brunk y Swanson 1981 (Anexo 8), el análisis se realizó en un 

espectrofotómetro modelo Lambda EZ150 PerkinElmer a una longitud de onda de 

620 nm. 

Modelos Matemáticos de  resistencia a insulina. 

Resistencia a insulina periférica. 

El efecto de la exposición a cadmio en relación a la resistencia a insulina fue 

valorado por los índices HOMA-IR  (Cacho et al., 2008) y fue obtenido por la 

siguiente formula: 

𝐻𝑂𝑀𝐴 − 𝐼𝑅 =
glucosa basal (

mg
dL

) ∗  insulina basal (
µU
mL

)

2430
 

 

 

 



Resistencia a hepática a insulina. 

La resistencia a insulina es independiente en cada tejido; por lo que el efecto 

crónico de la exposición a Cd fue estudiado en el tejido hepático, estudiado por 

modelos matemáticos específicos. En hígado se analizó la resistencia por el índice 

de insulino resistencia hepática (LIRI por Vangipurapu et al., 2011) calculado por la 

siguiente formula: 

LIRI = −0.091 + [(log 1 AUC Insulina 0 − 90 min (
µU

mL
)) ∗ 0.4] + [log 1 índice de Lee ∗ 0.346] − [log 1 HDLc (

mg

dL
) ∗ 0.408]

+ [log 1 IMC ∗ 0.435] 

Ensayos Tisulares 

100 mg del tejido hepático se homogenizo en 800 μL de SSI y se procedió a 

la determinación de TG siguiendo el protocolo descrito en el kit comercial (Anexo 

9), para la determinación de AGL se sigio la técnica Brunk y Swanson 1981 ya 

mencionada, después de una extracción de lípidos en 100 mg de tejido mediante la 

tecina de Folch en 1956 (Anexo 10). La concentración de Glucógeno se determinó 

mediante la técnica descrita por Bennett en 2007 (Anexo 11).  

Estudios Histológicos 

Los tejidos obtenidos tras la hepatotectomía se fijaron en formalina buferada 

a pH de 7.4 al 4%. Paso seguido se procedió a la deshidratación de las muestras 

eliminando gradualmente el agua de los tejidos por medio de lavados con xilol y 

alcohol y finalmente se realiza la impregnación con parafina hasta la completa 

inclusión del tejido, tomando en cuenta la orientación del tejido. Los tejidos fueron 

cortados en un micrótomo Leica RM2125 a un grosor de 5 µm y colocados en 

portaobjetos previamente embebidos en poli-L-lisina al 0.1%, resguardándose hasta 

su uso para las diferentes técnicas utilizadas (Anexo 12). 

Inmunohistoquímica 

Las laminillas con los tejidos se rotularon adecuadamente, se desparafinaron 

con calor seco en una estufa de 58–60°C, enseguida se llevó a cabo la hidratación, 

las muestras se sumergieron en xilol, para quitar el exceso de parafina (5 min), 



nuevamente xilol (15 lavados), posteriormente alcohol 50%-xilol 50% (15 lavados), 

alcohol absoluto (15 lavados), alcohol absoluto (15 lavados), alcohol al 96% (15 

lavados), y por último, se lava con agua destilada (3 lavados) y se mantuvo en 

hidratación en buffer de fosfatos (PBS 0.1M). Se procedió a la recuperación 

antigénica, la cual se realizó con Diva Decloaker de BioCare dilución 1:10 a 60°C 

por 30 min. Se prosiguió con la inactivación de la peroxidasa endógena. Las 

laminillas con las muestras, se les agregó H2O2 al 0.3 %, incubándolo durante 10 

min. Se retiró el H2O2 y se realizaron tres lavados con agua destilada. Se realizo el 

bloqueo con una solución de albúmina bovina libre de inmunoglobulinas al 2% en 

solución salina isotónica en frío. Después de lavar se colocó el anticuerpo primario 

diluido en albúmina libre de inmunoglobulina al 1%, por toda la noche, 

posteriormente se lavó el exceso del Ac primario y se colocó el anticuerpo 

secundario acoplado a peroxidasa en las mismas condiciones de dilución por 2 

horas, se lavó el exceso y se procedió al revelado con diaminobencidina (DAB). 

Para realizar el contraste de coloración de las muestras, se realizó el siguiente 

procedimiento: 1 baño en hematoxilina (tinción de núcleo); al término, se enjuagaron 

3 veces en agua corriente hasta quitar el exceso de hematoxilina. Después, se 

realizaron 10 lavados en carbonato de litio, para un mejor contraste y más brillo y 

nitidez en la coloración de los núcleos. Luego, se llevó a cabo el proceso de 

deshidratación de las muestras de la siguiente manera: alcohol al 96% (15 lavados), 

alcohol al 96% (15 lavados), alcohol absoluto (15 lavados), alcohol absoluto (15 

lavados), alcohol 50%-xilol 50% (15 lavados), xilol (15 lavados), xilol (15 lavados). 

En este último, se dejaron las laminillas listas para ser inmersas en resina sintética 

y cubiertos con cubreobjetos. Este protocolo fue aplicado para: SREBP1-c (sc-

8984, Santa Cruz Biotechnology), ChREBP (sc-8984, Santa Cruz Biotechnology) y 

LXR-α (sc-34386, Santa Cruz Biotechnology). Las fotografías obtenidas fueron 

analizadas por el programa ImageJ, previa trasformación a escalas de grises y 

posterior análisis de pixeles en la zona de interés. Previamente se construyeron 

curvas de calibración de pixeles para cada tejido con marca positiva.  (Anexo 13). 

 



 Inmunofluorescencia 

Las laminillas con tejidos se rotularon adecuadamente, se desparafinaron 

con calor seco en una estufa de 58 – 60°C. Se llevó a cabo la desparafinación, 

sumergiendo las muestras en xilol, para quitar el exceso de parafina (5 min), 

enseguida nuevamente xilol (15 lavados), posteriormente alcohol 50%-xilol 50% (15 

lavados), alcohol absoluto (15 lavados), alcohol absoluto (15 lavados), alcohol al 

96% (15 lavados), y por último, se lavó con agua destilada (3 lavados) y se mantuvo 

en hidratación en buffer de fosfatos (PBS 0.1M). Se procedió a la recuperación 

antigénica, la cual se realizó con una solución Diva Decloaker de BioCare dilución 

1:10 a 60°C por 30 min y se deja enfriar. Se realizó el bloqueo con una solución de 

albúmina al 2% en solución salina isotónica en frío. Se lavó y se colocó el anticuerpo 

primario diluido en albúmina libre de inmunoglobulina al 1%, por toda la noche, 

posteriormente se lavó el exceso del Ac primario y se colocó el anticuerpo 

secundario acoplado al flourocromo en las mismas condiciones de dilución, 

únicamente por 2 horas, siempre en oscuridad, para teñir los núcleos se utilizó DAPI 

y se protegen con vecta shield. Este protocolo fue aplicado para: RI-pY1361 

(Abcam, ab60946), RI-pT1375 (Abcam, ab192657), Akt-pS473 (sc-101629, Santa 

Cruz Biotechnology) ERK1/2-pThr202/Tyr204 (sc-16982, Santa Cruz 

Biotechnology), ACC-α (sc-26817, Santa Cruz Biotechnology), FAS (sc-20140, 

Santa Cruz Biotechnology), DGAT2 (sc-66859, Santa Cruz Biotechnology), GPAM 

(sc-162674, Santa Cruz Biotechnology). Las fotografías obtenidas fueron 

analizadas por el programa ImageJ, de acuerdo a su previa trasformación a escalas 

de grises y posterior análisis de pixeles en la zona de interés; previamente se 

construyeron curvas de calibración de pixeles para cada tejido con marca positiva. 

(Anexo 14). 

Análisis Estadístico 

Los resultados cuantitativos obtenidos son expresados como la media ± el 

error estándar de la media (EEM). El análisis estadístico fue realizado con ayuda 

del programa Origin versión 7.0, con el cual se realizó una comparación entre 

grupos control y grupos problema de cada uno de los tiempos de exposición a Cd 



(0, 15, 30, 45 y 60 días respectivamente), por medio del estadístico ANOVA de una 

vía y posterior análisis de Bonferroni. Un nivel de significancia menor del 0.05 

(p≤0.05) fue considerado significativamente diferente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9. – Resultados 
 

Tolerancia a la glucosa e índices de resistencia a insulina  

 

El monitoreo del primer cohorte a 15 días de exposición en los diferentes 

grupos, (Figura 1A) mostró que durante la prueba de tolerancia oral a la glucosa 

(TOG), los niveles basales de glucosa incrementaron para los grupos insulina (18%) 

y los expuestos con 32 ppm de Cd (20%).  Así mismo al minuto 90 del análisis de 

TOG se observaron nuevamente incrementos significativos para el grupo insulina 

(12%)  y 32 ppm (15%). La respuesta insulínica por su parte (Figura 1B), incrementó 

en el grupo insulina al tiempo 0 minutos en 41%,  al minuto 30 en 25% con respecto 

al grupo control; mientras que los grupos expuestos a Cd en las dos 

concentraciones (15 y 32 ppm) exhibieron pendientes negativas desde el 0’ hasta 

el 30’. El grupo con 32 ppm de Cd a los 30’ mostró una disminución estadísticamente 

significativos del 36%, el resto de la curva fue similar en todos los grupos 

experimentales comparados con el control. Durante este periodo no se presentaron 

cambios significativos para los índices de resistencia HOMA-IR y LIRI 

respectivamente (Figura 1Cy 1D).  

Para el tiempo cohorte de 30 días de exposición, los grupos insulina, 15 y 32 

ppm de Cd mostraron incrementos significativos de la concentración de glucosa 

basal (Figura 2A) que correspondieron a 17%, 26% y 15%, respectivamente; al 

minuto 30 de la post carga los animales expuestos a Cd exhibieron incrementos 

para los grupos con 15ppm (25%) y 32 ppm (30%). Para el monitoreo a los 60 y 90 

minutos, se observaron incrementos en los grupos: insulina (35% y 18%), 15 ppm 

(29% y 11%) y 32 ppm (53% y 48%), comparado contra el grupo control. Por su 

parte, la curva de respuesta de insulina (Figura 2B), mostró un incremento 

significativo (82%) en ayuno (punto basal); al minuto 30, el grupo 32 ppm mantuvo 

dicho incremento en la respuesta insulínica (55%); al minuto 60, el incremento 

observado fue significativo en los grupos experimentales de insulina (73%), 15 ppm 



 

Figura 1.- Tolerancia a la glucosa y Resistencia a la Insulina a los 15 días de exposición.  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. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p ≤ 0.05 por ANOVA de una vía con análisis post hoc 

de Bonferroni. 

(172%) y 32 ppm (214%); por ultimo al minuto 90 del monitoreo, los grupos insulina, 

y Cd 15ppm y 32 ppm se mantuvieron incrementados en 108%, 230% y 276%, 

respectivamente. Mientras que el indicador de resistencia HOMA-IR (Figura 2C), 

mostró incrementos significativos del 62% (insulina), 69% (15ppm) y 122% (32 ppm)  

respecto del grupo control; por su parte el índice de resistencia hepática a insulina 

(LIRI; Figura 2D), incrementó significativamente sólo en los grupos administrados 

con Cd 15 ppm (160%) y 32 ppm (157%) respecto al grupo control. 

Al día 45 de exposición (Figura 3A) los grupos experimentales mostraron 

incrementos significativos en la concentración de la glucosa en ayuno que 

correspondieron a 36% (insulina), 34% (15 ppm) y 19% (32 ppm). Posterior a la 

carga de glucosa, los incrementos de glucosa observados fueron al minuto 30 en el 

grupo insulina (41%), 15 ppm (64%) y 32 ppm (24%); finalmente a los minutos 60 y 
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90 los animales mostraron incrementos del orden de 23% y 50%, 29% y 38%, 19% 

y 34% para los grupos insulina, 15 ppm y 32 ppm, respectivamente en relación al 

grupo control. Por su parte la concentración de insulina (Figura 3B) en ayuno 

mostró un incremento sólo en el grupo de 32 ppm en 81%, grupo en el cual se 

mantiene elevada el resto de la post-carga de glucosa, a los 30’ (38%), 60’ (41%) y 

90’ (105%). Mientras que, los grupos insulina y con 15 ppm de Cd mostraron 

únicamente tendencias a incrementar a los tiempos 30 y 60 minutos, mientras que 

al minuto 90 se mostraron incrementados en un 40% (insulina) y 93% (15 ppm). 

 

Figura 2.- Tolerancia a la glucosa y Resistencia a la Insulina a los 30 días de exposición.  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. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p ≤ 0.05 por ANOVA de una vía con análisis post hoc 

de Bonferroni. 
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Debido a esto, el análisis de resistencia a insulina por el índice HOMA-IR 

(Figura 3C) mostró aumentos significativos en los diferentes grupos 

correspondiendo a 39% en el grupo insulina, a 84% en el grupo 15 ppm y 124% en 

el grupo 32 ppm, mientras que  el índice LIRI (Figura 3D) incrementó 

significativamente en un 63%, 125% y 108%, respectivamente. 

 

Figura 3.- Tolerancia a la glucosa y Resistencia a la Insulina a los 45 días de exposición.  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. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p ≤ 0.05 por ANOVA de una vía con análisis post hoc 

de Bonferroni. 

 

En el último tiempo de experimentación 45 dias (Figura 4A), se observaron 

incrementos en la concentración basal de glucosa de 20% (insulina), 25% (15 ppm) 

y 40% (32 ppm) para los diferentes grupos experimentales, mismos que se 

mantuvieron durante toda la curva en el caso de los grupos expuestos a cadmio, en 

15 ppm correspondiendo a 34%, 42% y 53%,  mientras que para 32 ppm 

correspondieron a 38%, 48% y 81%, a los minutos 30, 60 y 90 respectivamente. En 
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el grupo administrado con insulina el incremento se observó únicamente a los 60 

(20%) y 90 (64%) minutos. Con respecto a la respuesta endógena de insulina, se 

observaron incrementos similares tanto en condiciones basales, como en el post 

prandio (Figura 4B), donde  los cambios más importantes fueron en los grupos 

expuestos, los que correspondieron a 49%, 39%, 26% y 22% en los animales 

expuestos a 15 ppm y en los expuestos a 32 ppm fueron de 71%, 65%, 56% y 53% 

a los minutos 0, 30, 60 y 90. Por último, el grupo insulina tuvo incrementos de 26%, 

18%, 20%, 35%  respectivamente.  El índice HOMA-IR (Figura 4C) mostró 

incrementos para los grupos insulina (61%), 15 ppm (86%) y 32 ppm (130%). Por 

último, el índice LIRI (Figura 4D) sólo mostró incrementos significativos respecto al 

grupo control en los grupos expuestos a cadmio con 15 ppm (133%) y 32 ppm 

(216%). 

 

Figura 4.- Tolerancia a la glucosa y Resistencia a la Insulina a los 60 días de exposición.  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. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p ≤ 0.05 por ANOVA de una vía con análisis post hoc 

de Bonferroni. 
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Señalización de insulina  

Una vez que fue puesta en evidencia la resistencia a insulina con marcadores 

séricos y matemáticos, el siguiente paso fue evaluar su efecto en la vía de 

señalización de insulina en tejido hepático, tomando como antecedente la 

hiperinsulinemia persistente en los diferentes grupos experimentales. Por medio de 

inmunofluorescencia se analizó la inmunoreactividad del receptor de insulina 

fosforilado en tirosina por análisis densitométrico (Figura 5). En el tiempo cohorte 

de 15 días, se observaron incrementos significativos que correspondieron al 65% 

para el grupo insulina, 98% para el grupo 15 ppm y 128% para el grupo 32.5 ppm. 

A los 30 días de experimentación, se observó únicamente el incremento en el grupo 

insulina (35%), mientras los grupos expuestos a Cd no mostraron diferencia con 

respecto del control. El análisis de los 45 días, demostró una inmunoreactividad 

significativa en el grupo insulina (55%); sin cambios en el grupo 15 ppm y una 

disminución para grupo 32 ppm de 21% (p ≤ 0.05). Por último el análisis a los 60 

días mostró que sólo el grupo insulina se mantiene hiperfosforilado en un 24%, 

mientras que por el contrario los grupos expuestos a 15 ppm y 32 ppm se 

encontraron hipofosforilados en un 20% y 21%, respectivamente.  

El siguiente paso después de la fosforilacion en residuos tirosina es la 

fosforilacion de residuos treonina del receptor de insulina, cuya expresión fue 

evaluada  (Figura 6). Los diferentes grupos a 15 días del protocolo experimental no 

se observaron diferencias significativas respecto del control. Mientras que a los 30 

días, el grupo insulina exhibió un decremento del 19%, y por el contrario los grupos 

expuestos a 15 ppm y 32 ppm incrementaron significativamente en 21% y 30% 

respectivamente. Resultados similares se muestran a los 45 días del análisis, donde 

el grupo insulina no muestra cambios, pero los expuestos a 15 ppm y 32 ppm 

mantienen incrementos en la inmunoreactiviad del orden de 29% y 45%, 

respectivamente. Por último, a los 60 días se mantiene dicho incremento que 

correspondiendo  al 26% (15 ppm) y 45% (32 ppm) respecto al grupo control.  

 



 

 

Figura 5.- Inmunofluorescencia al Receptor de Insulina Fosforilado en Tirosina. En la parte superior se 
muestran cortes de tejido hepático (5μm) de la inmunorreacción al receptor de insulina fosforilado en tirosina 
1361 (RIpY) de los grupos experimentales. En la parte inferior se muestra el análisis densitométrico de las 
fotomicrografías, las barras muestran el promedio de 45 campos diferentes. (*) Indica diferencia significativa 
con respecto al grupo control p ≤ 0.05 por ANOVA de una vía con análisis post hoc de Bonferroni. 
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Figura 6.- Inmunofluorescencia al Receptor de Insulina Fosforilado en Treonina. En la parte superior se 
muestran cortes de tejido hepático (5μm) de la inmunoreacción al receptor de insulina fosforilado en treonina 
1375 (RIpT de los grupos experimentales. En la parte inferior se muestra el análisis densitométrico de las 
fotomicrografías, las barras muestran el promedio de 45 campos diferentes. (*) Indica diferencia significativa 
con respecto al grupo control p ≤ 0.05 por ANOVA de una vía con análisis post hoc de Bonferroni. 
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Siguiendo la cascada de fosforilación del receptor a insulina, una proteína 

clave en la vía de señalización es Akt. Al evaluar la fosforilacion de Akt en su residuo 

de serina 473 por medio de inmunofluorescencia (Figura 7) durante los periodos de 

exposición, el análisis densitométrico de la inmunoreactividad de Akt S473, no 

mostró cambios significativos a los 15, 30, y 45 días en ninguno de los grupos 

experimentales; sin embargo, a los 60 días de tratamientos los grupos expuestos a 

15 y 32 ppm con Cd exhibieron decrementos significativos que correspondieron al 

13% y 21% respectivamente en comparación con el grupo control.  

 

Otra proteína clave en la vía de señalización de insulina independiente de la 

vía de Akt es ERK1/2 (Figura 8), una MAP cinasa importante en la conducta 

bioquímica de los hepatocitos. Su evaluación demostró incrementos en su 

inmunoreactividad desde los 15 días de exposición para el grupo insulina (20%), 15 

ppm (38%) y 32 ppm (51%); manteniéndose constante a los 30, 60 y 90 días en el 

grupo insulina (26%, 26% y 20%), 15 ppm (47%, 40% y 33%) y 32 ppm (59%, 51% 

y 45%), con respecto a su control.  

 



 

 

Figura 7.- Inmunofluorescencia de AKT S473. En la parte superior se muestran cortes de tejido hepático (5μm) 
de la inmunorreacción a Akt p-S 473 de los grupos experimentales. En la parte inferior se muestra el análisis 
densitométrico de las fotomicrografías, las barras muestran el promedio de 45 campos diferentes. (*) Indica 
diferencia significativa con respecto al grupo control p ≤ 0.05 por ANOVA de una vía con análisis post hoc de 
Bonferroni. 
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Figura 8.- Inmunofluorescencia de ERK1/2. En la parte superior se muestran cortes de tejido hepático (5μm) 
de la inmunorreacción a ERK1/2 de los grupos experimentales. En la parte inferior se muestra el análisis 
densitométrico de las fotomicrografías, las barras muestran el promedio de 45 campos diferentes. (*) Indica 
diferencia significativa con respecto al grupo control p ≤ 0.05 por ANOVA de una vía con análisis post hoc de 
Bonferroni. 
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Factores de transcripción asociados a lipogénesis hepática en resistencia a 

insulina. 

La relación entre la resistencia a insulina y la lipogénesis hepática involucra 

los factores de transcripción responsables de la síntesis hepática de lípidos siendo 

SREBP1c como el factor de transcripción maestro de la lipogénesis. Por lo tanto, 

por medio de inmunohistoquímica evaluamos la presencia de SREBP1c en cortes 

de tejido hepático de los grupos control y los experimentales (Figura 9). El análisis 

densitométrico mostró incrementos significativos en el tiempo cohorte de 15 y 30 

días, para el grupo insulina 103% y 113%, grupo 15 ppm de 86% y 91% y para el 

grupo 32 ppm del 100% y 88%. A los 45 días de experimentación sólo los grupos 

insulina y 15 ppm mostraron incrementos estadísticamente significativos que 

correspondieron a 91% y 54%, respectivamente. Por último el análisis a los 60 días, 

el incremento de SREBP1c se presentó en un 72%, 65% y 75% para los grupos 

insulina, 15 ppm y 32 ppm, respectivamente 

. El análisis antes mencionado expresa mayoritariamente la marca del factor 

de transcripción a nivel citoplasmático. Sin embargo, a los 60 días de 

experimentación (Figura 10) se observó una importante presencia de marca 

nuclear, en dependencia del grupo experimental, siendo 32 ppm el cual muestra 

una completa positividad de marca nuclear de SREBP1c (denotado con flechas 

amarillas). 

 

 

 

 



 

 

Figura 9.- Inmunohistoquimica de SREBP1c. En la parte superior se muestran cortes de tejido hepático (5μm) 
que muestran la inmunorreacción a Proteína de unión al elemento regulador de esteroles (SREBP1c) de los 
grupos experimentales. En la parte inferior se muestra el análisis densitométrico de las fotomicrografías, las 
barras muestran el promedio de 45 campos diferentes. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo 
control p ≤ 0.05 por ANOVA de una vía con análisis post hoc de Bonferroni. 
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Figura 10.- Inmunohistoquímica de SREBP1c a los 60 días de exposición. En la parte superior se muestran 
cortes de tejido hepático (5μm) que muestran la inmunorreacción a Proteína de unión al elemento regulador 
de esteroles (SREBP1c) tanto su localización citoplasmática como nuclear de los grupos experimentales. Flecha 
negra muestra marca nuclear negativa. Flecha amarilla marca nuclear positiva. 

 

Otro factor de transcripción lipogénico importante es LXR-α, la Figura 11 

muestra el panel de fotomicrografías de los grupos de estudio y tiempos de análisis, 

en los resultados no se encontraron cambios en su expresión según el análisis 

densitométrico (datos no mostrados).  

Así mismo, se analizó el factor de transcripción ChREBP, este es un factor 

independiente de la señalización de insulina, pero totalmente dependiente de la 

concentración de glucosa, su análisis inmunohistoquímico se muestra en la Figura 

12. A 15 días de experimentación el análisis densitométrico mostró incremento sólo 

en el grupo administrado con insulina (30%), y una tendencia a incrementar en el 

grupo 15 ppm. A los 30 días del análisis todos los grupos mostraron incrementos 

significativos, grupo insulina (50%), grupo 15 ppm (65%) y grupo 32 ppm (30%). A 

45 días de tratamientos se observó que en los diferentes grupos experimentales 

permanecieron incrementados los niveles de inmunoreactividad  para ChREBP, 

Control Insulina

32 ppm15 ppm



correspondiendo al 80%, 38% y 29% en los grupos insulina, 15 ppm y 32 ppm, 

respectivamente. Por último, el análisis del tiempo cohorte correspondiente a 60 

días, únicamente el grupo insulina exhibió significativamente un aumento del 63% 

en la inmunoreactividad, con respecto a su grupo control.  

 

Figura 11.- Inmunohistoquimica de LXR-α. Se muestran cortes de tejido hepático (5μm) que muestran la 
inmunorreacción a Receptor X Hepático por sus siglas en inglés (LXR) 
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Figura 12 Inmunohistoquimica de ChREBP. En la parte superior se muestran cortes de tejido hepático (5μm) 
de la inmunorreacción de la Proteína de unión al elemento de respuesta a Carbohidratos de los grupos 
experimentales. En la parte inferior se muestra el análisis densitométrico de las fotomicrografías, las barras 
muestran el promedio de 45 campos diferentes. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control 
p ≤ 0.05 por ANOVA de una vía con análisis post hoc de Bonferroni. 
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Enzimas lipogénicas  

 

Una vez analizados los factores de transcripción lipogénicos, el siguiente 

paso fue evaluar por medio de inmunofluorescencia la expresión de las principales 

enzimas lipogénicas. La primera enzima evaluada fue la ACC-α (Figura 13). Los 

resultados mostraron que a los 15, 30, 45 y 60 días del proceso de experimentación, 

el análisis densitométrico presentó un incremento significativo en los grupos insulina 

(22%, 25%, 31% y 23%), 15 ppm (29%, 32%, 35% y 34%) y 32 ppm (36%, 38%, 

45% y 35%). 

 

 Siguiendo la ruta lipogénica se analizó la enzima FAS (Figura 14); la cual a 

15 y 30 días de tratamientos no presentó cambios significativos con respecto a 

nuestro grupo control. Sin embargo, a los 45 días del análisis tanto el grupo insulina, 

como el grupo 32 ppm incrementaron significativamente en un 16% y 26%, 

respectivamente. A los 60 días el incremento se presentó en todos los grupos 

experimentales siendo un 15% para el grupo Insulina, 13%  para el grupo 15 ppm y 

20% para el grupo 32 ppm.  

 

Otra enzima importante en la lipogénesis de triglicéridos a partir de glucosa 

es la mGPAT (Figura 15), el análisis de su expresión en tejido hepático mostró que 

a los 15 días sólo los grupos expuestos a cadmio mostraron incrementos 

significativos con respecto del grupo control, en un 23% tanto para el grupo 15 ppm 

como para el grupo 32 ppm. El análisis para el tiempo cohorte 30 días demostró que 

todos los grupos experimentales incrementaron significativamente, 21% (insulina), 

40% (15 ppm) y 41% (32 ppm). A los 60 días de exposición el grupo insulina exhibió 

un máximo de inmunoreactividad (31%), mientras que en los grupos cadmio la 

densitometría mostró que para 15ppm correspondió a 22% y para 32 ppm 15%. Por 

último a 60 días, únicamente el grupo insulina se mantuvo incrementado en un 24%, 



mientras que los grupos expuestos a cadmio no presentan cambios 

estadísticamente significados respecto al grupo control.  

 

Finalmente, la expresión de la DGAT2 una enzima clave para la esterificación 

de triglicéridos (Figura 16), desde los primeros 15 días de exposición mostró un 

claro incremento en la inmunoreactividad, correspondiendo a 11%, 26% y 44% para 

los grupos insulina, 15 ppm y 32 ppm, respectivamente. El análisis consecutivo del 

tiempo 30 días exhibió aumentos para los grupos insulina (17%), 15 ppm (49%) y 

32 ppm (78%), mientras que al tiempo 45 días fue de 22% (insulina), 52% (15 ppm) 

y 82% (32 ppm);  finalmente, a los 60 días el incremento correspondió a 51%, 76% 

y 94% en los grupos insulina, 15 ppm y 32 ppm respectivamente, comparando 

contra su grupo control. 

 

 

 



 

 

Figura 13.- Inmunofluorescencia de ACC-α. En la parte superior se muestran cortes de tejido hepático (5μm) 
de la inmunorreacción a Acetil CoA Carboxilasa de los grupos experimentales. En la parte inferior se muestra 
el análisis densitométrico de las fotomicrografías, las barras muestran el promedio de 45 campos diferentes. 
(*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p ≤ 0.05 por ANOVA de una vía con análisis post 
hoc de Bonferroni. 
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Figura 14.- Inmunofluorescencia de FAS. En la parte superior se muestran cortes de tejido hepático (5μm) de 
la inmunorreacción a Sintasa de Ácidos Grasos de los grupos experimentales. En la parte inferior se muestra el 
análisis densitométrico de las fotomicrografías, las barras muestran el promedio de 45 campos diferentes. (*) 
Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p ≤ 0.05 por ANOVA de una vía con análisis post 
hoc de Bonferroni. 
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Figura 15.- Inmunofluorescencia de mGPAT. En la parte superior se muestran cortes de tejido hepático (5μm) 
de la inmunorreacción a la Glicerol Fostato Acil transferasa mitocondrial de los grupos experimentales. En la 
parte inferior se muestra el análisis densitométrico de las fotomicrografías, las barras muestran el promedio 
de 45 campos diferentes. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p ≤ 0.05 por ANOVA 
de una vía con análisis post hoc de Bonferroni. 
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Figura 16.- Inmunofluorescencia de DGAT2. En la parte superior se muestran cortes de tejido hepático (5μm) 
de la inmunorreacción a la Diacil Glicerol Acil transferasa de los grupos experimentales. En la parte inferior se 
muestra el análisis densitométrico de las fotomicrografías, las barras muestran el promedio de 45 campos 
diferentes. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p ≤ 0.05 por ANOVA de una vía con 
análisis post hoc de Bonferroni. 
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Metabolitos séricos y hepáticos 

 

Toda vez que fue evaluada la vía de señalización de insulina, los factores de 

transcripción lipogénicos y la expresión de las principales enzimas encargadas de 

la síntesis de lípidos a nivel hepático, fue evaluada la dinámica sérica - hepática de 

la movilización  y resguardo de lípidos, así como el resguardo de glucógeno, 

involucrados en los procesos de resistencia a insulina. La dinámica sérica de lípidos 

en los grupos experimentales al cohorte de 15 días (Figura 17A), mostró una 

disminución significativa en la concentración de TG (30%) y de VLDL (34%) el grupo 

insulina. Sin embargo, en todos los grupos experimentales incrementó la 

concentración de AGL en  33%, 50% y 70% para los grupos insulina, 15 ppm y 32 

ppm.  Mientras que en tejido hepático (Figura 17B), se observan decrementos 

importantes en las concentraciones de glucógeno de 23% y 46% en los grupos 15 

ppm y 32 ppm expuestos a Cd. Por su parte la concentración de TG no mostró 

cambios estadísticamente significativos, sin embargo igual que al nivel sérico, la 

concentración de AG hepáticos se encontró incrementada en los grupos insulina y 

32 ppm en 42.9% y 19.8% respectivamente. 

Al día 30 de exposición, la concentración de TG y de VLDL séricos (Figura 

18A) se mantuvo por debajo del control en el grupo insulina.  Sin embargo, los 

grupos expuestos a cadmio mostraron incrementos estadísticamente significativos 

de 7% (15 ppm) y 18% (32 ppm) para TG y de 7% (15 ppm) y 19% (32 ppm) para 

VLDL, mientras que para apoB y AGL, únicamente el grupo 32 ppm incrementó 

significativo en un 87% y 26%, respectivamente. A nivel hepático (Figura 18B), fue 

evidente el decremento en la concentración de glucógeno tisular en 54% y 45% para 

los grupos 15 ppm y 32 ppm, aunque en el grupo insulina no fue estadísticamente 

significativo, presentándose incremento en TG hepáticos en los grupos 15 ppm 

(39%) y 32 ppm (107%), en AG tisulares la disminución fue significativa 

correspondiendo a 31%, 26% y 20% para los grupos insulina, 15 ppm y 32 ppm 

respectivamente, comparando con su grupo control.  



 

 

Figura 17.- Concentración de Metabolitos a 15 días de exposición.  A) Mediciones Séricas. B) Mediciones Hepáticas. 

Triglicéridos (TG), Lipoproteína de muy baja de densidad (VLDL), Apolipoproteina B (ApoB), Ácidos Grasos Libres (AGL).  

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 vía con análisis post hoc de Bonferroni. 
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Figura 18.- Concentración de Metabolitos a 30 días de exposición.  A) Mediciones Séricas. B) mediciones Hepáticas. 

Triglicéridos (TG), Lipoproteína de muy baja de densidad (VLDL), Apolipoproteina B (ApoB), Ácidos Grasos Libres (AGL).  

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 vía con análisis post hoc de Bonferroni. 
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Para los 45 días experimentales a nivel sérico (Figura 19A), todos los grupos 

exhibieron incrementos significativos en la concentración de TG y VLDL  

correspondiendo a 25% y 26%  en el grupo insulina, 32% y 34% en el grupo 15 ppm,  

35% y 38%  en el grupo 32 ppm. La concentración de apoB y AGL sólo se 

incrementó estadísticamente en los grupos expuestos a cadmio, 64 y 41%  en el 

grupo 15 ppm y 63% y 71% en el grupo 32 ppm, respecto de su control. Por su parte 

a nivel tisular (Figura 19B), el decremento de glucógeno mantuvo en todos los 

grupos experimentales presentado concentraciones del 63% (insulina), 62% (15 

ppm), y 81% (32 ppm); Por el contrario la concentración de TG hepáticos se 

mantuvo incrementada en los grupos 15 ppm y 32 ppm en 48% y 65%, 

respectivamente La concentración de AG hepáticos no mostró diferencias 

significativas en ningún grupo respecto al grupo control.  

 

En el tiempo cohorte final  a 60 días (Figura 20A), la concentración de TG 

séricos se mantuvo incrementada en todos los grupos; 27%, 31% y 44% (insulina, 

15 ppm y 32 ppm), en el mismo sentido se comportó la concentración de VLDL para 

los grupos Insulina (30%), 15 ppm (32%) y 32 ppm (44%). En cuanto respecta a la 

concentración de apoB y AGL en los grupos expuestos a cadmio, incrementaron en 

85% y 55% (15 ppm), 184% y 85% (32 ppm). A nivel hepático (Figura 20B), se 

mantuvo disminuida la concentración de glucógeno de los grupos insulina (45%), 15 

ppm (58%) y 32 ppm (64%). Y por el contrario se pudo evidenciar el incremento en 

la concentración de TG hepáticos, que correspondió a 25%, 41% y 76% para los 

grupos insulina, 15 ppm y 32 ppm respectivamente comparado con el grupo control. 

Por último, las concentraciones de AGL de los diferentes grupos aunque muestran 

tendencias a incrementar no fueron estadísticamente significativos respecto al 

grupo control. 

 

 

 

 



 

 

Figura 19.- Concentración de Metabolitos a 45 días de exposición.  A) Mediciones Séricas. B) mediciones Hepáticas. 

Triglicéridos (TG), Lipoproteína de muy baja de densidad (VLDL), Apolipoproteina B (ApoB), Ácidos Grasos Libres (AGL).  

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 vía con análisis post hoc de Bonferroni. 
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Figura 20.- Concentración de Metabolitos a 60 días de exposición.  A) Mediciones Séricas. B) mediciones Hepáticas. 

Triglicéridos (TG), Lipoproteína de muy baja de densidad (VLDL), Apolipoproteina B (ApoB), Ácidos Grasos Libres (AGL).  

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 vía con análisis post hoc de Bonferroni. 
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10.- Discusión de resultados. 
 

En diversos estudios se ha mostrado que la exposición a Cd puede ser causa 

de hiperglicemia en animales, los mecanismos propuestos para explicar la 

hiperglucemia por Cd incluyen al transportador de glucosa tipo 4 (GLUT 4), cuya 

expresión se ve afectada negativamente ante la exposición al metal [Han et al., 

2003]; así mismo, se ha demostrado que Cd induce vías gluconeogénicas por 

activación de sus enzimas clave [Chapatwala et al., 1980; 1982; Merali and Singhal, 

1980]. Otros resultados sugieren que Cd produce daño a las células β, produciendo 

una disminución en la liberación de insulina [Chang et al., 2013; Edwards and 

Prozialeck, 2009]. Sin embargo, el mecanismo o los mecanismos por los cuales el 

Cd induce el desarrollo de estados hiperglucémicos no son completamente 

comprendidos aún.  

En el presente trabajo, al exponer a ratas macho de la cepa Wistar a dos 

concentraciones diferentes de Cd, una con dosis a nivel de efecto adverso no 

observado (NOAEL; 15 ppm ), y otra en el nivel más bajo de efecto adverso 

observado (LOAEL; 32 ppm) para ratas Wistar, según lo reportado por la ATSDR 

[ATSDR, 2012], en agua de beber, mostraron cuadros de hiperglicemia en ayuno 

así como en el postprandio al ser sometidas a una carga de glucosa, las cuales 

fueron tanto tiempo como dosis dependiente de la concentración de cadmio 

expuesto. Estas condiciones de hiperglicemia tanto en ayuno como en postprandio 

se consideran estados pre-diabéticos y se relacionan fuertemente con resistencia a 

insulina.  Además los animales expuestos a Cd, mostraron incrementos marcados 

en los niveles de insulina en ayuno, así como en la respuesta post-carga de glucosa. 

Las hiperinsulinemias observadas fueron mayores en los grupos expuestos a Cd, 

que en el grupo control positivo al cual se le generó un exceso de la hormona 

administrando 4 UI/día de insulina de lenta acción por vía intraperitoneal (dosis 

NOAEL) reportada previamente [Stammberger, 2002]. Estos resultados ponen en 

evidencia una hiperreactividad en la secreción de insulina de las células β 

pancreáticas inducido por los grupos expuestos a Cd. Aunque la relación entre Cd 

y la insulina sigue siendo un tema bajo discusión, en el presente trabajo es claro 



que la exposición de Cd produjo incrementos en la secreción de la hormona. El 

aumento progresivo en los niveles de insulina puede ser parte de un mecanismo de 

adaptación por el tejido pancreático 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 está vinculada a resistencia a la insulina in vivo, en 

donde esta hormona estimula a células diana, restaurando simultáneamente la 

capacidad de respuesta de la célula a las dosis posteriores de la hormona [Shanik 

et al., 2008]. 

 Algunos mecanismos han sido propuestos para explicar estados 

hiperinsulinémicos incluyendo alteraciones en el receptor de insulina [Bratusch-

Marrain et al., 1986; Gavin et al., 1974; Seino et al., 1989]. Esta hipótesis postula 

que  existe una disminución de afinidad el receptor de insulina a la hormona por 

fenómenos de ocupación, esto es conocido como una cooperación "negativa" [Rizza 

et al., 1985]. Durante este proceso se produce una reducción en el número de 

receptores en la superficie celular, debido a que éstos se internalizan y se degradan 

cuando son ocupados por la hormona [Ahmed et al., 2000; Bratusch-Marrain et al., 

1986; Koopmans et al., 1996], además se propone que el mecanismo anterior es 

una manera de controlar la cascada de señalización evocada por insulina cuando 

existe un exceso en la concentración de la hormona. [Rome et al., 2004] 

Independientemente de la causa que lleva a una hiperinsulinemia, la 

hiperfunción sostenida de las células β puede conducir a una alteración en su propia 

capacidad para regular su tasa de secreción de insulina [DeFronzo, 2004]. En este 

sentido, Treviño y cols., en 2015 evaluaron la funcionalidad de las células β  

pancreáticas utilizando el índice HOMA-β%, el cual mostró una disminución 

asociada a la exposición a Cd, siendo consistente con otros informes en donde se 

muestra una función pancreática deteriorada después de la exposición  de cadmio 

en animales [Edwards and Prozialeck., 2009; Lei et al., 2007]. Corroborando que 

una hiperinsulinemia en presencia de hiperglucemia persistente es indicativo de 

alteración en la función pancreática. Ya se ha informado que existe una 

dependencia del tiempo y concentración en la exposición a Cd, ya que se puede 



presentar un doble mecanismo en relación de la secreción insulínica: a) altos niveles 

de Cd resultan en una disminución de la liberación de insulina; b) mientras que bajos 

niveles de exposición producen una tasa incrementada de liberación de la hormona 

[Edwards and Prozialeck., 2009; Hectors et al., 2011].  

Debido a los cambios compensatorios en la secreción de la hormona, se han 

desarrollado estrategias que evalúan de manera no invasiva la actividad de la 

hormona en los diferentes tejidos, como lo son los modelos matemáticos. El uso de 

modelos matemáticos ayuda a valorar de manera eficiente la sensibilidad o 

resistencia a la insulina en pacientes. Muchos de estos modelos han sido validados 

en roedores como un enfoque para estudiar los fenotipos humanos y la respuesta a 

tratamientos terapéuticos [Chung et al., 2012; Muniyappa et al., 2009; Wallace et 

al., 2004]. En este estudio se evaluó la insulino-resistencia usando el índice HOMA-

IR [Matsuda and DeFronzo; 1999], el cual presenta una buena correlación con la 

pérdida de la insulino sensibilidad in vivo [Sarafidis et al., 2007]. De acuerdo con el 

cálculo de  este índice durante los tiempos de exposición,  las ratas expuestas a Cd 

presentan resistencia a la insulina desde el primer mes de exposición. 

 Interesantemente el mayor grado de insulinoresistencia lo presentó el grupo 

expuesto a 32 ppm. Resultados similares de resistencia a insulina fueron 

observados entre los grupos administrados con 15 ppm de Cd (dosis por definición 

no toxica) y el grupo administrado con insulina exógena. El aumento de este índice 

se ha correlacionado fuertemente con el desarrollo de hiperglucemia en modelos 

animales. 

Adicionalmente al HOMA-IR, también fue calculado un índice específico para 

la evaluación de resistencia hepática a insulina; el índice LIRI [Vangipurapu et al., 

2011]. Los resultados mostraron que la exposición a Cd incrementa notablemente 

la resistencia en este tejido de manera dependiente a la duración de la exposición 

al metal. Sin embargo, en algunos tiempos de cohorte no existen diferencias entre 

las dos concentraciones de Cd, sugiriendo fuertemente que el tejido hepático es 

susceptible de desarrollar resistencia a insulina independientemente de la dosis 

expuesta, ya sea LOAEL o NOAEL, esto pude ser causado por la ruta de exposición 



de Cd a la cual sometimos a los animales, ya que la absorción por la vía portal del 

Cd tiene como primer órgano blanco al hígado desarrollando resistencia desde el 

primer mes de exposición. Aunado a la resistencia a insulina hepática, la exposición 

a Cd desarrolla baja sensibilidad a la insulina, como lo sugieren anteriores estudios 

de larga exposición realizados en nuestro grupo de trabajo [Treviño et al., 2015]. En 

el presente trabajo, nuestro modelo experimental de exposición a Cd presenta 

desde los primeros 15 días una baja sensibilidad (datos no mostrados), asociados 

al incremento de resistencia a insulina.  

In vivo, tanto la sensibilidad como la resistencia a la insulina se regula por 

factores como la obesidad, y se altera de forma más rápida por los cambios en los 

hábitos alimenticios y la actividad física [Barnard and Youngren, 1992]. Estos 

factores de riesgo se ven potenciados por la interacción de numerosos factores, 

tanto genéticos como ambientales. Tanto la pérdida de la sensibilidad a la insulina 

tisular de forma aguda como crónica puede ocurrir a través de múltiples vías, a 

través de las cuales los mediadores celulares de la señalización de insulina pueden 

ser alterados, interacciones proteicas, rutas de interacción fosforilativa y otras 

modificaciones en la regulación de la expresión genética son algunos de los 

mecanismos involucrados. El decremento de la sensibilidad  se asocia con una 

reducción en la captación de glucosa por el tejido hepático y su consecuente 

desarrollo de resistencia a insulina, induciendo cambios en las vías de señalización 

que favorecen la lipogénesis y la gluconeogénesis [Fabbrini et al., 2009; Lim et al., 

2011; Petersen et al., 2010], cambios que fueron observados en los animales 

expuestos a Cd y de los cuales se hablará más adelante. 

En la resistencia a la insulina, la capacidad de la insulina para iniciar las 

cascadas de fosforilación río abajo que regulan la actividad de segundos 

mensajeros se encuentran disminuidas [Pirola et al 2004; White, 2003]. La actividad 

enzimática y la fosforilación de quinasas y sustratos en estas vías de señalización 

se reducen, como se ha demostrado en biopsias musculares de sujetos 

insulinoresistantes [Sesti 2001]. Sin embargo, el sitio (s) de la perturbación inicial en 

la transducción de la señal sigue siendo poco claro. Existe evidencia significativa 



que sugiere que la regulación del receptor de insulina en condiciones agudas y 

crónicas contribuye a la alteración en la sensibilidad a la insulina y la homeostasis 

de la glucosa. 

 El receptor a insulina (RI) se sintetiza como un pre-pro receptor, del cual se 

escinde un péptido señal de 30 aminoácidos. El pro-receptor se procesa 

posteriormente, sometiéndose a glicosilación, plegamiento y dimerización. En el 

aparato de Golgi, las cadenas dimerizadas de aminoácidos se escinden a 

continuación en subunidades α y β. Estos péptidos se unen a continuación mediante 

enlaces disulfuro para formar un receptor holoheterotetramérico que consiste en dos 

componentes idénticos, las subunidades α extracelulares que se unen a la insulina 

y dos subunidades β con dominios transmembranales idénticas que tienen actividad 

tirosina quinasa intracelular [Seino et al, 1989]. 

Se han notificado alteraciones en la función del RI en tejidos de humanos y 

animales resistentes a la insulina, así como una autofosforilación reducida para el 

RI estimulado por insulina in vivo, así como en biopsias de tejido y en trabajos in 

vitro. Además, se ha demostrado una capacidad reducida para la fosforilación de 

tirosina del sustrato del receptor de insulina (IRS, por sus siglas en inglés), en RI 

aislados de sujetos resistentes a insulina y modelos animales [Gual et al., 2005]. Así 

mismo,  se ha reportado que ante la exposición a Cd se reduce significativamente 

(aproximadamente 50%) el número total de receptores a insulina, esta disminución 

de los receptores de insulina  podría ser responsable del efecto diabetogénico 

observado en ingestas de larga duración de cadmio [Ficková et al., 2003], tal vez 

por el efecto conocido como cooperación "negativa" del cual se habló anteriormente, 

como pérdida de la sensibilidad a insulina.  

Siguiendo la vía de señalización de insulina río abajo, el primer evento 

después de la unión de insulina a las subunidades α del RI, da lugar a un cambio 

conformacional que induce la autofosforilación de distintos residuos tirosina de las 

subunidades β [Youngren, 2007].  En este sentido, nuestros resultados muestran 

que desde los 15 días de exposición, los grupos experimentales se incrementa la 

fosforilación de la tirosina 1134 del RI, misma que en los grupos expuestos a Cd 



tanto con 15 ppm, como con 32 ppm de Cd muestran una mayor inmunoreactividad, 

inclusive mayor que en el grupo al que se le administro insulina exógena. La 

hiperfosforilación en tirosina del RI está en concordancia con la concentración de 

insulina plasmática, que probablemente al unirse a su receptor propicia esta 

respuesta. Sin embargo, a tiempos mayores de exposición al metal dicha 

fosforilación decrece, siendo dependiente de la dosis de exposición. Dicho efecto 

no se observa en el grupo control positivo administrado con insulina exógena. Los 

resultados observados en los grupos expuestos a Cd podrían explicarse bajo el 

precepto de que la insulina producida por los animales expuestos a Cd se vuelve no 

funcional, por lo que aunque existan concentraciones elevadas de la hormona, la 

unión al receptor sea ineficiente, conllevando a la disminución en la fosforilación en 

residuos de tirosina. Dicha hipótesis también ha sido abordada en nuestro grupo de 

investigación, en el cual se puso de manifiesto la interacción de Cd con insulina, y 

como dicha interacción hace disfuncional a la hormona, ya que en modelos animales 

dependientes de insulina, después de una carga de glucosa oral, esta insulina-Cd 

no fue capaz de reducir los niveles séricos de glucosa [Treviño, 2015], por lo tanto 

el cadmio al ocupar los sitios de unión de Zn por desplazamiento, puede ocasionar 

la agregación de las moléculas de insulina e inclusive su cristalización, lo que 

probablemente vuelve no funcional a la hormona, al menos para hacer eficiente la 

absorción de glucosa en los tejidos dependientes de insulina, contribuyendo al 

desarrollo de resistencia a la hormona en modelos in vivo. 

Consecutivamente a la autofosforilación de los residuos tirosina, se ha 

observado y descrito un lento aumento en la fosforilación de residuos de serina y 

treonina, presumiblemente a través de la activación de las proteínas serina-treonina 

quinasas, que son distintas al del RI. Las consecuencias funcionales de estas 

fosforilaciónes son inciertas, sin embargo se han propuesto como un mecanismo de 

retroalimentación negativo de la vía de señalización [Pilch, 1994; Tavaretj et al., 

1991; Pilfay and Siddle, 1991], por lo que el cambio de la dinámica de fosforilación 

fue investigado en los grupos experimentales. Nuestros resultados muestran que 

ante la exposición a Cd se ve incrementada la fosforilación del receptor en sus 

residuos treonina, observándose una interesante dinámica entre este incremento de 



fosforilación sobre treoninas, con la reducción en la fosforilación de tirosinas y 

viceversa. La concentración de 32 ppm de Cd mostró la mayor inmunoreacción en 

treonina, misma que no ocurre en nuestro grupo administrado con insulina exógena. 

Este comportamiento en el caso del grupo administrado con insulina podría deberse 

a la actividad de diferentes fosfatasas, como son las que integran a la familia de las 

proteínas supresoras de la señalización de citocinas (SOCS) [Youngren, 2007] y las 

proteínas tirosina fosfatasas (PTP), de la cual la PTP1B es la fosfatasa más 

estudiada, y la que se ha relacionado con el desarrollo de la resistencia a insulina y 

diabetes [Johnson et al., 2002]. 

Los siguientes pasos de la vía de señalización de insulina continúan con una 

serie de fosforilaciónes sobre diferentes cinasas; IRS, PDK-1, PI3K y finalmente la 

fosforilación en Akt-1, la cual es fosforilada por PDK-1, en su asa de activación en 

la treonina 308 (T308), un evento que sólo estimula la activación parcial de Akt que 

lleva a la activación de mTorc1, que consecutivamente activará a S6K, una cinasa 

clave entre la retroalimentación resistencia a insulina - lipogénesis hepática, de la 

cual se hablara más adelante. 

Sin embargo, para lograr una completa fosforilación de Akt se requiere 

adicionalmente la fosforilación en serina 473 (S473), en su dominio regulador 

[Hassan et al., 2013]; la doble fosforilación treonina/serina es indispensable para la 

activación de diferentes sustratos de rutas convergentes. Akt media numerosas 

funciones celulares como angiogénesis, metabolismo, proliferación y sobrevivencia 

[Hemmings andRestuccia, 2012]. La fosforilación de Akt S473 fue evaluada en el 

presente trabajo y el análisis de nuestros resultados no mostró cambios 

significativos hasta el tiempo más largo de la exposición a Cd, para ambas 

concentraciones, en las que se observa una reducción en su reactividad. En este 

sentido, es bien sabido que el Cd perturba diferentes cascadas de fosforilación, sin 

embargo, aún es incierto si la exposición al metal actúa sobre estas vías de manera 

directa o indirectamente sobre algunas fosfatasas. Algunos trabajos han puesto de 

manifiesto que el Cd puede inhibir una serie de diferentes fosfatasas de la familia  

PPM por interacción directa; sin embargo, no ha mostrado efecto inhibitorio sobre 



la familia de proteínas fosfatasas de dominio PH rica en leucinas (PHLPP) [Chang 

et al., 2013]. Esta última  familia de fosfatasas desfosfororila directamente el motivo 

hidrófobo de Akt S473 (Andreozzi etal., 2011), que ha sido relacionado en 

condiciones de obesidad y resistencia a insulina, lo cual indica que un incremento 

de esta fosfatasa puede estar relacionado con la disminución de la fosforilacion de 

Akt S473 y actuar como una retroalimentación negativa de la vía de señalización de 

insulina, mostrando que el incremento en las concentraciones de PHLPP pueda 

contribuir a resistencia a insulina y afectar su cascada de señalizacion en diversos 

tejidos. Además de esto, se sabe que Cd perturba la cascada de señalización de 

PI3K-Akt, generalmente activando la señalización Akt T308 en varios tipos de 

células (incluyendo hepatocitos), dependiendo de las concentraciones y tiempos de 

exposición [Jing et al., 2012; Thévenod, 2009, Oh et al., 2009], no sólo como una 

respuesta al estrés, sino como una reacción adaptativa para prevenir la muerte 

celular.  

La segunda rama de la vía de señalización de insulina es la ruta de MAPK, 

en ésta la insulina activa la vía de las MAPK a través de dos mecanismos: en el 

primero, la activación del RI en residuos tirosina promoviendo la asociación con el 

adaptador de la  proteína 1 (Shc), la cual une al complejo de la proteína de unión al 

receptor 2 del factor de crecimiento(Grb2)/ Son of Sevenless (SOS); SOS activa a 

Ras, la cual inicia el encendido de la cascada de las MAPK, mediante Ras-Raf-MEK 

y finalmente la activación de las ERK1/2 [Boucher, 2014]. Alternativamente existe 

una vía independiente de Shc pero dependiente de la activación del IRS por la que 

la señalización evocada por insulina es capaz de activar a las MAPKs. En ésta, una 

vez activo el IRS, se une al complejo Grb2/SOS y a partir de este punto se produce 

una secuencia de activación proteica, que es la descrita para Shc (Plancarte, 2008).  

En concordancia a la ruta de señalización secundaria, nuestros resultados 

mostraron incrementos en la inmunoreactividad de ERK1/2 que fueron tiempo y 

dosis dependientes de la exposición y concentración de Cd. Los resultados 

mostrados por los animales expuestos al xenobiótico estuvieron por encima de lo 

mostrado por el grupo administrado con insulina exógena, e inclusive a los 60 días 



de administración mantuvo una correcta fosforilación del RI en residuos tirosina. 

Estos resultados obtenidos sugieren fuertemente que es el Cd y no la señalización 

de insulina es lo que propicia la activación de la vía ERK1/2 en estado de resistencia 

a insulina. Adicionalmente, se conoce que existen otros factores que inducen esta 

cinasa, como  el factor de crecimiento similar a la insulina, la inflamación y el estrés 

oxidativo. En este sentido, se ha descrito que el Cd puede activar la vía de las MAPK 

de manera secundaria a la generación de ROS y en respuesta a su incremento 

[Thévenod, 2009; Liu et al., 2002; Qu et al., 2006; Qu et al., 2007; Chen et al., 2008]. 

De esta manera, el ERK1/2 regula algunos aspectos de la señalización celular sobre 

el crecimiento, proliferación, sobrevivencia, movilidad y muerte celular, en las cuales 

interviene la cinasa S6K como un punto en común con la señalización de PI3K-Akt. 

Algunos datos recientes apoyan un papel de ERK en la protección contra la 

toxicidad de Cd y el aumento de la proliferación celular [Jiang et al., 2009; Souza et 

al., 2009], pero la activación  der ERK por Cd también puede conducir a la muerte 

celular [Martin et al., 2006], por lo tanto el papel de ERK en los efectos de Cd sigue 

siendo enigmático, por lo que se deberían contemplar tanto el umbral de toxicidad 

del metal, como la saturación de las vías antioxidantes.  

Las MAPK se dividen en tres grupos: ERK, p38 y JNK. Generalmente, la 

asociación de JNK activado por Cd conduce a la muerte celular apoptótica, aunque 

se ha demostrado que JNK también tiene un papel antiapoptótico cuando en la 

respuesta al estrés y a la inflamación está mediada por TNF-α [Liu and Lin, 2005]. 

Así mismo, se sabe que JNK contribuye a estados de resistencia a insulina 

inhibiendo directamente al IRS1, el principal efector en la cascada de señalización 

a insulina [Luca and Olesfsky, 2008; Samuel and Shulman, 2012], efecto indirecto 

adicional por el cual la exposición a Cd pudiera estar asociado a estados de 

resistencia a insulina.  

Un punto convergente entre las vías de señalización activadas por insulina, 

tanto por lo vía Ras/ERK como por la vía PI3K-Akt, es la  quinasa ribosomal S6 p70 

(S6K), la cual es una proteína clave en la cascada de señalización de insulina 

[Gomes and Blenis, 2015]. S6K participa en el crecimiento celular mediada por la 



hormona, así como en diferentes aspectos metabólicos y en la regulación de la 

retroalimentación negativa en distintos niveles de dicha cascada,  por ejemplo; 

varios estudios han demostrado que S6K fosforila residuos de serina específicos en 

proteínas IRS, contribuyendo así al desarrollo de resistencia a insulina  [Copps and 

White, 2012; Hancer et al., 2014].  

En la diabetes, la resistencia a la insulina hepática puede ser selectiva; es 

decir, la capacidad de la insulina para inhibir la gluconeogénesis se deteriora, 

mientras que la lipogénesis estimulada por insulina no. La insulina induce una 

lipogénesis de novo mediante la activación del factor de transcripción SREBP-1c a 

través de la  vía de señalización PI3K-Akt [Hegarty et al., 2005K; Leavens et al., 

2009]. En los últimos años se ha sugerido la presencia de vías compensatorias a la  

señalización de la insulina, lo que permite la lipogénesis hepática y la inhibición de 

la  gluconeogénesis en los estados resistentes a la insulina.  El grupo de trabajo de 

Blenis, ha expuesto el papel compensatorio que tienen las vías de señalización 

MAPK-ERK así como PI3K-Akt, así como el nexo que tienen para la homeostasis 

de carbohidratos y lípidos, tanto para el propio metabolismo hepatocelular como 

para otros tejidos involucrados [Gomes and Blenis, 2015; Mendoza et al., 2001]  

Por otro lado, la lipogénesis mediada por los SREBPs que pertenecen a la 

familia de hélice-bucle-hélice cremallera de leucina de los factores de transcripción, 

y que además actúan como reguladores clave de la homeostasis lipídica, son 

sintetizados como proteínas precursoras inactivas que residen en la membrana del 

retículo endoplásmico (ER). La activación de SREBP es dependiente de la proteína 

activadora por escisión (SCAP, por sus siglas en inglés) la cual se encuentra unida 

a SREBP. Cuando los niveles de esteroles son bajos, SCAP acompaña al SREBP 

hacia el aparato de Golgi a través de las proteínas COPII, donde SREBP se escinde 

secuencialmente por los sitios proteasa 1 y 2. La porción N-terminal de SREBP 

(denominado "madura" o SREBP "nuclear") actúa como un factor de transcripción, 

la migración al núcleo en conjunto con elementos de regulación a esterol promueve 

la actividad sobre los promotores de genes diana [Goldstein et al., 2006], para 

incrementar los niveles de esteroles. Se sabe que insulina, a través de la acción de 



Akt regula la maduración, tráfico y previene la degradación de SREBP1c [Krycer et 

al., 2010); sin embargo, el mecanismo exacto aun es desconocido. 

 Algunas evidencias muestran que la principal proteína involucrada para la 

activación y translocación de SREBP1c hacía el núcleo es S6K [Bae et al., 2012; 

Inoue and Sato. 2013; ShumKerstin et al., 2016], misma que es blanco de la 

activación de mTORc1 y ERK1/2, lo cual sugiere que además de insulina existen 

diferentes vías de señalización involucradas con la lipogénesis hepática mediada 

por SREBP1c, en las cuales el Cd podría participar, como lo son: la inflamación y el 

estrés oxidativo. Así mismo, esto podría explicar nuestros resultados donde se 

evalua por primera vez la expresión de SREBP1c ante la exposición con Cd en 

nuestro modelo, y en el cual se observa el incremento de la expresión de SREBP1c 

durante el desarrollo de resistencia a insulina, de manera tiempo y dosis 

dependiente de la exposición al metal; mostrando que el mayor incremento de su 

expresión fue en nuestro grupo control positivo administrado con insulina exógena 

que como ya se explicó anteriormente, es el principal inductor de la expresión de 

SREBP1c y la lipogénesis hepática.   

Con relación de la lipogénesis hepática, el SREBP1c regula de manera 

positiva los genes diana: Srebp1c, Fas, Acc, Acly, Scd1, mGpat; estos genes dan 

paso al incremento proteico de las principales enzimas involucradas en la 

lipogénesis hepática [Wang et al., 2015]. Sin embargo, existen otros reguladores 

positivos para dichas enzimas, se ha reportado que ante  la deleción del gen Srebp-

1c en ratones sólo se redujo la síntesis de ácidos grasos en un 50% [Liang et al., 

2002], ya que en el hígado la lipogénesis se debe principalmente a la disponibilidad 

de carbohidratos. Se sabe que la dieta rica en carbohidratos induce un aumento de 

la DNL hepática que conduce a la hipertrigliceridemia [Schwarz et al., 2003, Parks 

et al. 1999]. Un mayor flujo de glucosa plasmática a los hepatocitos estimula 

también a la lipogénesis hepática, debido a desvíos de rutas metabólicas a través 

de la glucólisis, la cual proporciona una fuente de carbono muy importante para una 

mayor lipogénesis de novo. El incremento de piruvato es el principal producto que 

vincula la glicólisis a la lipogénesis, al mismo tiempo la glucosa induce la expresión 



de las enzimas implicadas en la vía lipogénica, que está mediada principalmente 

por la proteína de unión al elemento sensible al carbohidrato (ChREBP). ChREBP 

contiene varios dominios clave, incluyendo una señal de localización nuclear (NLS) 

cerca del extremo N, dominios de poliprolina, un dominio bHLH/LZ y un dominio de 

tipo cremallera leucina (Ziplike) [Yamashita et al., 2001], y que tiene como genes 

blanco a Lpk, Fas, Acc, Acly and Scd1, compartiendo enzimas lipogénicas como 

Fas, Acc, ACly y Scd1, con SREBP1c.  

Debido a que nuestros animales exhiben resistencia hepática a insulina, 

quisimos evaluar si SREBP1c era el único factor de transcripción lipogénico 

netamente dependiente de insulina o si ChREBP en respuesta a las hiperglicemias 

presentadas ante la exposición de Cd pudieran conducir a un aumento de la 

lipogénesis hepática. En nuestro trabajo experimental se evaluó por primera vez la 

expresión de ChREBP ante la exposición a Cd asociado a un consumo de una dieta 

normocalorica, aspecto relevante de nuestro modelo experimental.  

Nuestros resultados muestran incrementos intermitentes, mostrando al  

grupo 15 ppm de Cd por encima de la inmunoreactividad presentada en el grupo 

con 32 ppm de Cd, lo que vuelve a sugerir que los transtornos metabólicos 

ocasionados por el cadmio son totalmente dependientes de la concentración 

expuesta. Bajo estas condiciones este incremento de ChREBP parece que la 

glucosa no sólo es el  sustrato principal de metabolismo energético, sino que 

también actúa como una molécula de señalización en el  hígado. Al respecto se 

sabe que la activación de este factor de transcripción ha demostrado responder 

principalmente a la glucosa por diferentes mecanismos; durante el ayuno, ChREBP 

puede ser fosforilado por la PKA y AMPK, previniendo su translocación nuclear y 

aumentando su retención citoplasmática, respectivamente [Arden et al., 2012; Ge 

et al., 2012; Kabashima et al., 2003; Kawaguchi et al., 2001].  Bajo condiciones de 

incrementos de glucosa intracelular,  ChREBP es desfosforilado para convertirse en 

una forma activa y translocarse al núcleo para aumentar su unión a su elemento de 

respuesta [Kawaguchi et al., 2001]. ChREBP puede ser regulado por xilulosa-5-

fosfato, que es un intermediario de la ruta activada por las pentosas en altas 



concentraciones de glucosa y activa específicamente a la proteína fosfatasa 2 

(PP2A) para la desfosforilación de ChREBP [Kabashima et al., 2003]. Por lo tanto, 

PP2A juega un papel importante en la activación y translocación de ChREBP al 

núcleo. En este sentido se ha informado que la exposición a Cd puede inhibir la 

actividad de PP2A [Chen et al., 2008; Xu et al., 2016], esto explicaría nuestros 

resultados sobre la expresión de ChREBP en la que la exposición a 32 ppm de Cd 

podría inhibir en mayor grado a la PP2 y por lo tanto, concomitante activar ChREBP. 

Con relación a una exposición de 15 ppm de Cd. la cual inhibiría en menor grado a 

PP2 y produciría una mayor marca de ChREBP; nuestros resultados muestran este 

comportamiento. Similarmente, a lo que ocurre con SREBP1c, la transcripción de 

ChREBP es autorregulada por el mismo factor de transcripción, ya que contienen 

regiones promotoras para auto-controlar su expresión [Ma et al., 2006].  

Previamente, se ha demostrado que los Receptores X del hígado (LXR) se 

unen directamente a la región promotora para activar transcripcionalmente a 

ChREBP y SREBP1c [Cha and Repa, 2007; Mitro et al., 2007]. Los LXR pertenecen 

a la superfamilia de los receptores hormonales nucleares de factores de 

transcripción regulados por los esteroles que se activan mediante la unión de 

ligandos fisiológicos, tales como oxiesteroles [Chen et al., 2007; Janowsk et al., 

1996]. Los genes diana principales de LXR incluyen a aquellos que tienen un papel 

central en el metabolismo del colesterol hepático. LXR, se une a elementos de 

respuesta (LXRE) en regiones promotoras diana, con su socio obligado, receptor de 

ácido 9-cis retinoico (RXR). De las dos isoformas de LXR, LXRα es más abundante 

en tejidos lipogénicos como el hígado, ya que en ratones knockout a LXR-α 

muestran un metabolismo de lípidos hepáticos defectuoso, disminuyendo la 

lipogénesis en un 80%, demostrando lo fundamental del papel de los LXRs sobre la 

lipogénesis hepática [Beaven et al., 2013; Kalaany et al., 2005].  

Debido a la relevancia del factor de transcripción LXR-α, en el presente 

trabajo evaluamos su expresión en nuestros grupos control y experimental, sin hallar 

cambios significativos en ningún grupo experimental en relación del tiempo y la 

concentración de exposición. Los LXRs se asocian a la lipogénesis mediada por 



insulina [Brown, 2005]; sin embargo, sigue estando en debate su mecanismo de 

regulación ya que también se ha informado que esta regulación es independiente 

de insulina [Sun et al., 2015]. Otros ligandos a LXRs fisiológicamente relevantes en 

relación a la lipogénesis (aunque su papel no está bien establecido), son 

oxiesteroles, glucosa y la glucosa-6-fosfato, los cuales pueden unirse directamente 

a LXRs [Mitro et al., 2007]; por lo que cabe pensar que estos eventos se dan en 

tiempos más tardíos de las alteraciones en el metabolismo hepático asociado a 

lípidos y carbohidratos, y por lo tanto, en nuestro modelo no se manifiestan 

incrementos significativos de la expresión y/o activación de LXR-α. 

 Una vez que analizamos el papel de los factores de transcripción lipogénicos 

hepáticos, fueron caracterizados por primera vez el comportamiento de la expresión 

de las principales enzimas lipogénicas ante la exposición de Cadmio. 

 La lipogénesis de novo comienza con la carboxilación de acetil-CoA a 

malonil-CoA. Esta carboxilación dependiente de ATP es catalizada por la acetil-coA 

carboxilasa (ACC) [Tong and Harwood, 2006]. ACC presenta dos isoformas; ACC1 

y ACC2. ACC1 se expresa en tejidos lipogénicos y ACC2 en tejidos oxidativos, 

principalmente hígado y músculo, respectivamente. Estas proteínas se localizan en 

el citosol y son enzimas limitantes de la síntesis de ácidos grasos. La actividad del 

ACC1 está regula a través de una variedad de estímulos [Kim, 1997]. En particular, 

ACC1 es activado alostéricamente por citrato, producto proveniente del ciclo de 

Krebs cuando la vía glucolítica esta favorecida.  ACC no solo es la enzima limitante 

en la biosíntesis de ácidos grasos, también ACC2 produce malonil-CoA, un inhibidor 

alostérico de carnitina palmitoiltransferasa I (CPT-I) que se requiere para el manejo 

de ácido grasos  a nivel mitocondrial y su posterior oxidación [McGarry and Brown, 

1997]; por lo cual, ante un incremento del primer paso de la lipogénesis, la oxidación 

de lípidos se ve inhibida favoreciendo la acumulación de lípidos. Nuestros 

resultados demuestran que ante la exposición a Cd se da un incremento de la 

expresión de la enzima ACC1 en tejido hepático, que es dependiente de la 

concentración y tiempo de exposición al metal. Como ya se mencionó 

anteriormente, esta expresión está dada por el incremento de los dos factores de 



transcripción; SREBP1c y ChREBP. Este trabajo es el primero en poner en 

evidencia la relación de ACC1 o ACC-α y Cd en modelos animales, específicamente 

en tejido hepático, aunque ya que anteriormente se había observado una 

correlación positiva entre la proteína y el mRNA de estas proteínas en levaduras 

ante la exposición de este metal [Rajakumar and Nachiappan, 2016], así como en 

crustáceos [Yang et al., 2013]. 

El Malonil-CoA producido por la ACC es utilizado para la síntesis de ácidos 

grasos. Este mecanismo se lleva a cabo por el complejo multi-enzimático; FAS, el 

cual requiere de malonil-CoA como donante de dos carbonos y NADPH como su 

equivalente reductor (Chirala y Wakil, 2004). El ácido graso predominante producido 

por FAS es el ácido palmítico (C16: 0). Su estructura  ha sido ampliamente estudiada 

(Asturias et al., 2005, Maier et al., 2006), siendo un complejo multifuncional 

compuesto por dos monómeros idénticos, de los cuales sólo la forma dimérica es 

activa, dicho complejo tiene siete actividades enzimáticas diferentes requeridas 

para la síntesis de ácido palmítico. [Chirala et al., 2001]. Los ratones transgénicos 

que carecen de ácido graso sintasa mueren en el útero [Chirala et al., 2003], lo que 

sugiere no sólo la actividad de FAS es importante durante el desarrollo, sino también 

que no existe una vía biosintética alternativa. Se ha reportado que la exposición a 

Cd incrementa la proteína en cultivos de hepatocitos [He et al., 2015], en levaduras 

[Rajakumar and Nachiappan, 2016], en crustáceos [Yang et al., 2013] y el mRNA 

en próstata de ratas [Alvarez et al., 2007]. Sin embargo, este es el primer trabajo 

que investiga el comportamiento de la expresión de FAS en tejido hepático de rata 

Wistar; nuestros resultados mostraron que los animales administrados con insulina 

y expuestos a 32 ppm de Cd en agua de beber aumentan la expresión de la proteína 

al tiempo cohorte de 45 días manteniéndose hasta el final del estudio; mientras que 

el grupo de animales administrados con 15 ppm de Cd mostró dicho incremento 

hasta los 60 días llegando al mismo nivel de los otros grupos experimentales, lo cual 

sugiere fuertemente que posiblemente la actividad de la enzima esta incrementada 

a expensas del nivel de expresión, como se ha mencionado en trabajos similares 

realizados en otros tejidos [Larregle et al., 2008].  



Como se describió anteriormente, la glucosa por sí misma puede inducir la 

síntesis de lípidos, debido a intermediarios generados en rutas metabólicas como 

glicerol 3-fosfato; este sustrato es producido por la reducción del dihidroxiacetona-

3-fosfato, como producto intermedio de la glucólisis por la enzima dihidroxiacetona-

3-fosfato deshidrogenasa, o por la fosforilación de glicerol por gliceroquinasa. La 

acilación de glicerol-3-fosfato representa el primer paso en la biosíntesis de 

glicerolípidos. La reacción es catalizada por acil-CoA: glicerol 3-fosfato 

aciltransferasa (GPAT), resultando en la producción de 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato 

(ácido lisofosfatídico; LPA) [Kent, 1995; Wendel et al., 2009]. Existen dos 

isoenzimas de GPAT, que han sido identificadas y diferenciadas en base a su pH 

óptimo, valor de Km y su localización celular. Particularmente, fue de nuestro interés 

evaluar el comportamiento de la GPAT mitocondrial (mtGPAT) ya que es un blanco 

de SREBP1c [Wang et al., 2015]. La localización de mtGPAT en la membrana 

externa mitocondrial implica que su producto LPA debe ser transportado al retículo 

endoplásmico, donde se localizan las enzimas que culminan la síntesis de TG y la 

mayoría de las enzimas que finalizan la síntesis de glicerofosfolípidos. Nuestros 

resultados muestran que, ante la exposición a Cd los niveles hepáticos de la 

mGPAT se incrementan de manera dosis dependiente durante los primeros 15 y 30 

días de exposición a Cd, lo que esta en concordancia con lo reportado en tejido 

prostático [Alvarez et al., 2007], y en tejido hepático [Larregle et al., 2008], con 

relación al mensajero y proteína, respectivamente. Es probable que durante el 

tiempo de exposición a Cd, el G3P sea el principal sustrato para la formación de 

gliceroles. Este incremento es mayor que el mostrado en el grupo de animales 

administrados con insulina, resultados que se relacionan con el incremento de 

SREBP1c. Sin embargo, en el cohorte temporal de 45 y 60 días, se puede observar 

una disminución importante en los grupos expuestos a Cd, hasta ser equiparable al 

control, mientras que el grupo insulina se mantiene elevada la inmunoreactividad de 

la proteína.  

Con base en estos resultados se podría suponer que hacia la segunda mitad 

del tiempo de exposición al metal, la vía principal de la síntesis de gliceroles está 

dada por sustratos como ácidos grasos, los cuales son sintetizados por ACC, FAS, 



desaturasas (SCD) y elongasas (EVOL). En conjunto, nuestros resultados 

proporcionan suficiente evidencia para sustentar que se está llevando a cabo una 

lipogénesis de novo, independiente al sustrato glicerol 3-fosfato de la vía glucolítica, 

contrario a los tiempos de la primera mitad de exposición donde mGPAT se 

encuentra incrementada. 

Concomitantemente, el LPA proveniente de reacción por mGPAT es acilado 

por una segundo acil-CoA, bajo la catálisis de acilglicerol-fosfato acil transferasa 

(AGPAT), produciendo ácido fosfatídico (PA). La AGPAT es desfosforilada por la 

acción de fosfatasil fosfatídica (PAP) para generar diacilglicerol (DG). En la vía de 

síntesis de DG en la DNL la  ∆9-desaturasa (SCD) actúa tanto sobre palmitato como 

con el  ácido esteárico ambos sintetizados por la FAS, para producir ácido 

pamitoleico y ácido oleico. Posteriormente, las elongasas (Elov) juegan un papel 

crítico en la síntesis de una variedad de ácidos grasos, ya sea actuando sobre 

ácidos grasos producidos endógenamente (a partir de la lipogénesis) o exógenos 

(dietéticos), propiciando así los sustratos para la posterior esterificación de mono 

glicéridos a través  de la Mono glicerol acil transferasa (MGAT). 

La diacilglicerol acil transferasa (DGAT) cataliza la etapa final en la síntesis 

de TG en mamíferos que fusiona la vía del MGAT y la vía del G3P [Coleman 

2004]. Hay dos isoformas de DGAT; DGAT1 y DGAT2 [Cases et al., 1998;  Oelkers 

et al., 1998], aunque ambas enzimas catalizan las mismas reacciones en la síntesis 

de TG con DAG o MAG y acil-CoA como sustratos, se distinguen por sus diferencias 

en las propiedades catalíticas [Cao et al., 2007; Cheng et al., 2008], localización 

subcelular [Stone et al., 2009], y su regulación fisiológica [Meegalla et al., 2002]. 

Cuando se utiliza MAG como sustrato, el producto enzimático principal catalizada 

por DGAT2 es TG. DGAT2 juega mayoritariamente el papel crítico en la síntesis de 

TG en varios tejidos. En el presenta trabajo se puso en evidencia el incremento de 

la expresión de la DGAT2 en tejido hepático ante la exposición a Cd, mostrando que 

el incremento fue dosis y tiempo dependiente, y como en algunas enzimas ya 

mencionadas su incremento está por encima del grupo administrado con insulina 

exógena. Estos datos concuerdan con lo reportado por otros autores después de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3735925/#R9


una exposición a Cd, en los que se han observado tanto incrementos en le mRNA 

de DGAT2 en próstata [Alvarez et al., 2007], así como el incremento de la proteína 

en levaduras  [Rajakumar and Nachiappan, 2016]. 

Por otra parte, se ha reportado que la sobreexpresión de DGAT2 conduce a 

un aumento de los depósitos grasos, mencionados como grandes gotas de lípidos 

citosólicas [Stone et al., 2003]. En este sentido, previamente nuestro grupo de 

investigación ya ha reportado la presencia de esteatosis micro-vesicular en tejido 

hepático ante la exposición de 32 ppm de Cd durante 3, 4 y 5 meses de exposición 

[Sarmiento-Ortega et al., 2016]. Sin embargo, no existen reportes de dicho 

comportamiento durante etapas más tempranas de la exposición al metal. En el 

presente trabajo, mediante la cuantificación directa de triglicéridos en tejido hepático 

observamos su incremento desde los primeros 15 días de exposición, siendo este 

aumento progresivo conforme avanzó el tiempo y la dosis de exposición. Resultados 

que presentan una concordancia con la cuantificación de ácidos grasos en tejido, y 

su posible biotransformación a TG, ya que se observa que la concentración de estos 

Acidos Grasos disminuyen conforme incrementan las concentraciones de TG. 

Debido a estos resultados, se puede suponer que se está llevando a cabo la 

esterificación de TAG por medio de la DGAT2.   

Un mayor almacenamiento de TAG en los tejidos se asocia con un mayor 

nivel de resistencia a la insulina, pero el mecanismo subyacente no está del todo 

claro, aunque en los últimos años se ha establecido que el incremento de TAG 

conlleva a lipotoxicidad, la cual también fomenta un incremento de ceramida 

hepática (derivada de la lipogénesis), misma que inhibe la fosforilación de Akt 

causando resistencia a la insulina [Shi and Cheng, 2008; Summers et al., 1998]. 

Además, el modelo de lipotoxicidad establece que los diacil gliceroles sustratos de 

DGAT, son activadores de la proteína cinasa C (PKC) y que la sobre-activación de 

las isoformas de PKC, incluyendo PKC-β, -α, -δ, -ε y -θ, están vinculadas a la 

resistencia a la insulina hepática, por inactivación de IRS, así como del receptor de 

insulina [DeFronzo, 2010; Ni et al., 2015; Perry et al., 2015; Samuel and Shulman, 

2012; Shi and Cheng, 2008]. En este sentido, Shulman et al., han informado que 



tras la activación de PKC-ε por DAG, éste se transloca inhibiendo actividad de 

receptor a insulina, fosforilandolo en residuos de treonina específicamente Thr1160, 

que se encuentra en el bucle de activación de la cinasa, desestabilizando además 

su configuración activa y lo por tanto, inhibiendo su actividad. Estos datos recientes, 

proporcionan una visión mecanística de la polémica asociación entre los lípidos 

hepáticos y la resistencia a la insulina en dicho tejido [Petersen et al., 2016]. Los 

resultados de Shulman van de la mano con lo que se reporta en el presente trabajo, 

tanto con relación a la importancia de los lípidos hepáticos, como a la resistencia a 

insulina en el órgano con los cambios sobre la dinámica de fosforilación del receptor 

a insulina ante una exposición a Cd. Sin embargo, aún es incierto si el hígado graso 

es causa del desarrollo de la resistencia a la insulina hepática o visceversa, aunque 

los datos sugieren fuertemente que el hígado graso es un reflejo de la magnitud de 

la resistencia desarrollada por el órgano. 

Bajo condiciones de resistencia a insulina, es bien sabido que adicionalmente 

a la alteración en los niveles de carbohidratos, secundariamente se presenta una 

alteración en la dinámica lipídica, repercutiendo en la concentración de las 

lipoproteínas plasmática, consistentes con los disturbios metabólicos relacionados 

con la señalización de glucosa e insulina. La hipercolesterolemia asociada a 

hipertrigliceridemia, con su correspondiente incremento lipoproteico de VLDL y LDL 

y combinado con el decremento de HDL, fue observado en las ratas expuestas a 

Cd. [Larregle et al., 2008; Packard, 2003; Prabu et al., 2013, Sarmiento-Ortega et 

al., 2016, Treviño et al., 2015].  Los estados lipogénicos no sólo promueven la 

acumulación ectópica dentro de hígado, los que causa una esteatosis hepática y 

resistencia a la insulina, si no que aumentan la movilización de triglicéridos mediada 

por las lipoproteínas VLDL.  

 Una vez que se han sintetizados los TG, estos son transportados por las 

VLDL fuera del hígado. Las VLDL son complejos moleculares que contienen tanto 

lípidos como proteínas, y sirven como vehículo de exportación de lípidos desde 

hepatocitos. En su superficie, las VLDLs se caracterizan por tener apolipoproteína 

B 100 (apoB100), que es esencial en el montaje y producción de VLDL [Sparks, 



Sparks and Adeli, 2012]. En condiciones normales este proceso de exportación es 

inhibido por la señalización insulínica, limitando la disponibilidad de ApoB [Hass et 

al., 2013].  

 La ApoB se sintetiza de acuerdo a la necesidad secretoria de VLDL, y el 

resto se degrada, la velocidad de degradación de apoB es estimulada por la acción 

de insulina, al mismo tiempo se suprime la actividad de la proteína transferidora de 

triglicéridos microsomales (MTP) por translocación FoxO1 fuera del núcleo 

[Kamagate et al 2008; Wu et al., 2010]. La sobreexpresión de MTP aumenta el flujo 

de VLDL, pero este aumento depende de la presencia de apoB, así como el exceso 

de reservas de lípidos hepáticos. Sin embargo, en estados de resistencia a la 

insulina, la supresión de la inhibición de MTP no es correcta y por lo tanto afecta la 

degradación de apoB (Kamagate et al 2008; Wu et al., 2010]. El mecanismo descrito 

puede explicar de manera congruente nuestros resultados, ya que se evidenció 

tanto el aumento de la concentración de ApoB (que se da únicamente en los grupos 

expuestos a Cd) en dependencia de la dosis y tiempo de exposición, resultando en 

un inminente incremento de VLDL séricos.  

Diversas fuentes indican que un aumento de la lipogénesis de novo también 

puede afectar el tamaño de VLDL, generando partículas de mayor tamaño y por lo 

tanto de mayor capacidad de transporte de TAG [Grefhorst et al., 2002; Choi and 

Ginsberg, 2011]. En este sentido, previamente hemos reportado un incremento en 

el tamaño de las partículas de VLDL después de la exposición de Cd [Sarmiento-

Ortega et al., 2016]. El aumento en el tamaño en las partículas VLDL, está en 

relación a la capacidad de lipidación producida a través de la fusión de gotas de 

lípidos neutros en citoplasma [Wang et al., 2007], mismas que con anterioridad 

fueron observadas ante una exposición a Cd. [Sarmiento-Ortega et al., 2016]. 

Por otro lado, para caracterizar molecularmente la resistencia a insulina 

hepática, fue evaluado el producto final de la vía glucogénica, cuantificando 

glucógeno hepático. Los resultados demuestran que la exposición a Cd, el nivel de 

glucógeno hepático disminuye desde los primeros 15 días del análisis, siendo dosis 

y tiempo dependiente, como ya se ha reportado anteriormente [Chapatwala et al., 



1980, 1982; Ciciik and Engin, 2005; Leung and Furness et al., 2001; Lowe-Jinde 

and Niimi, 1989; Merali and Singhal, 1980; Treviño et al., 2015].  

Es importante resaltar que los indicadores matemáticos de resistencia a 

insulina no mostraron evidencia sino hasta después de 30 días de exposición a Cd, 

así mismo sucedió con las modificaciones sobre la fosforilación en el receptor de 

insulina. Sin embargo, la disminución de glucógeno a los 15 días, podría ser el 

primer indicio de una mala señalización por insulina a nivel celular, ya que la síntesis 

de glucógeno hepático es regulada directamente por la actividad de insulina 

[Ortmeyer et al., 1997; Stephen et al., 2004; Wilamowitz-Moellendorff et al., 2013]. 

La vía de síntesis y resguardo de glucógeno, requiere de una supresión coordinada 

de la glucógeno fosforilasa y la activación de la glucógeno sintasa, ambas mediadas 

por insulina. En estados de resistencia a insulina la síntesis de glucógeno hepático 

se ve reducida de manera importante, y se acompaña de un fracaso sobre la 

supresión adecuada la glucógeno fosforilasa, y por lo tanto de la glucógeno sintasa 

[DeFronzo, 2010; Boucher et al., 2014; Wilcox, 2005].  Como la síntesis de 

glucógeno es el principal destino metabólico de la glucosa en el hígado,  la glucosa 

que no se puede depositar en forma de glucógeno debe ser liberada, oxidada, o 

desviada a vías de síntesis de lípidos, por los diferentes mecanismos ya explicados 

anteriormente.  

Por último se acepta ampliamente, que los ácidos grasos libres, pueden 

mediar muchos efectos metabólicos adversos, especialmente, resistencia a la 

insulina [Ishii et al., 2015; Mota et al., 2016; Samuel et al., 2012; Sears and Perry, 

2015; Tilg et al., 2016]. Estos circulan en el plasma unidos a la albúmina, y su origen 

es a partir del pobre resguardo de TAG en tejido adiposo, al mismo tiempo que su 

aclaramiento está asociado con hígado, músculo y miocardio [Gordon, 1956; 

Gordon et al. 1957]. En el tejido adiposo, la insulina actúa como una hormona anti-

lipolítica, ya que disminuye la actividad de la lipasa sensible a hormonas (HSL), la 

cual se requiere para liberar los ácidos grasos almacenados [Jaworski et al., 2007]. 

Con el desarrollo de la inflamación celular y resistencia a la insulina en adipocitos, 

altas concentraciones de ácidos grasos puede entrar en la circulación y ser 



captados por otros órganos que no son capaces de almacenar de forma segura 

grandes cantidades de grasa, conduciendo al desarrollo de resistencia a la insulina 

multi-órgano [Treviño et al., 2015]. En nuestro trabajo experimental, también se 

evaluó el índice de disfunción adipocitaria por resistencia a insulina (IDA-IR), el cual 

se incrementa al primer tiempo de exposición a las dos concentraciones usadas 

(datos no mostrados), compaginando con el incremento en el flujo de ácidos grasos 

libres desde los primeros 15 días, siendo el grupo expuesto a 32 ppm de Cd quien 

muestra un mayor incremento. 

Debido a la rápida acumulación de ácidos grasos en el hígado y la capacidad 

de este para biotransformarlos a triglicéridos, es posible pensar que los 

intermediarios como DAG también aumentan en los hepatocitos [Kraegen et al., 

1991; Samuel et al., 2012; Tilg et al., 2016]. Por esta razón, se ha propuesto al 

incremento de lipidos hepáticos como un mejor marcador clínico, que la misma 

resistencia a la insulina. La síntesis de lípidos de novo a partir de glucosa en el 

hígado es un contribuyente en menor proporcion a este aumento de flujo de AGL en 

el hígado [Diraison et al., 2003]. En este sentido aunque se ha propuesto una teoría 

que propone que la lipogénesis es independiente de la resistencia hepática a 

insulina y el factor más importante es el flujo de ácidos grasos libres [Vatner et al., 

2015], nuestros resultados ponen en evidencia el importante papel que desempeña 

tanto el flujo de AGL como el incremento de factores de transcripción lipogénicos 

durante la resistencia hepática a insulina, como una contribución al desarrollo de 

hígado graso. Con este enfoque, se puede inferir que las concentraciones elevadas 

de AGL se asocian de forma aguda con resistencia a la insulina, con la absorción 

de glucosa periférica [Boden et al., 1994; Shah et al., 2002], la gluconeogénesis 

hepática [Roden et al., 2000; Staehr et al., 2003], y con intolerancia a la glucosa 

[Nielsen et al., 2004].  

 

 

 



11.- Conclusiones 
 

• El cadmio desde una concentración baja desarrollo de resistencia a insulina 

al primer mes de exposición. 

• La exposición de cadmio modifico la activación del receptor de insulina, 

mostrando una fosforilacion de residuos de treonina y la activación de la vía 

ERK1/2 desde la etapa temprana de exposición, mientras que la vía AKT 

disminuye en la etapa tardía. 

•  La resistencia a insulina debida a la fosforilacion poco común del receptor 

de insulina y la activación de ERK1/2, pueden ser las responsables de la 

activación de  SREBP1c que induce la sistesis de novo de lípidos. 

• Aunado con el incremento de la captura hepática de glucosa, se activa 

ChREBP que contribuye con la síntesis de novo de lípidos, promoviendo 

desregulacion del metabolismo de carbohidratos y lípidos desde el primer 

mes de exposición a cadmio.  

• El incremento de los factores de transcripción lipogénicos promueve el 

incremento de la expresión de las principales enzimas lipogenicas; ACC, 

FAS, mGPAT y DGAT, de forma tiempo y dosis  dependiente de la exposición 

a cadmio. 

• La lipogénesis desregulada por la presencia de Cd fue caracterizada por 

hipertrigliceridemia y esteatosis hepática a partir del primer mes de 

exposición, asociado fuertemente con Resistencia hepática a insulina. 
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13.- Anexos 
 

ANEXO #1 

Determinación de la concentración de triglicéridos. 

FUNDAMENTO 

La concentración sérica de triglicéridos, se realiza por química líquida mediante reacciones 

acopladas que corresponde a una reacción coloreada que se evalúa por espectrofotometría, en la 

cual los triglicéridos se hidratan mediante una lipasa, en la cual se obtienen glicerol y ácidos grasos 

libres, el glicerol reacciona con ATP contenido en el reactivo reacción propiciada por la enzima 

glicerol cinasa, resultando glicerol-3-fosfato y ADP, el glicerol-3-fosfato se oxida por una reacción 

acoplada por una G-3-P-oxidasa dicha reacción tiene por productos dihidroxiacetona-P y peróxido 

de hidrógeno, este reacciona a su vez con 4-aminoantipirina y 4- clorofenol mediante una peroxidasa 

obteniéndose una reacción coloreada de quinonaimina que es mediada a una longitud de onda de 

505 nm. 

 

 

 

 

 

MÉTODO (Glicerolfosfato deshidrogenasa- Peroxidasa) 

Atemperar el reactivo a temperatura ambiente. 

Pipetear en un tubo de ensayo: 

 

 

 

 

 

Agitar bien e incubar los tubos durante 10 min. a temperatura ambiente o durante 5 min. a 37ºC. 

Leer la absorbancia (A) del patrón y de la muestra a 505 nm frente al blanco. El color es estable 

como mínimo 30min. 

CALCULOS 

La concentración de triglicéridos en la muestra se calcula a partir de la siguiente formula.  

 A muestra    x C patrón = C muestra 

  A patrón 

 

 
BLANCO  PATRON  MUESTRA  

Patrón (S)  
 

10 µL  
 

Muestra  
  

10 µL  

Reactivo (A)  1.0 mL  1.0 mL  10 µL  



 

 

ANEXO #2 

Determinación de la concentración de glucosa sérica 

Fundamento 

La glucosa presente en la muestra origina un complejo coloreado que se cuantifica por 

espectrofotometría. 

 

Glucosa + ½ O2 +H2O              Glucónico + H2O2 

 

2 H2O2 + 4 Aminoantipirina + Fenol            Quinonaimina + 4 H2O   

 

Método (Glucosa Oxidasa/Peroxidasa) 

Atemperar el reactivo a temperatura ambiente. 

Pipetear en un tubo de ensayo: 

 

 

 

 

 

Agitar bien e incubar los tubos durante 10 min. a temperatura ambiente o durante 5 min. a 37ºC. 

Leer la absorbancia (A) del patrón y de la muestra a 500 nm frente al blanco. El color es estable 

durante al menos 2 hrs. 

Cálculos 

La concentración de glucosa en la muestra se calcula a partir de la siguiente formula.  

 

                   A muestra    x C patrón = C muestra 

  A patrón  

 

 

 

 

 

 
BLANCO  PATRON  MUESTRA  

Patrón (S)  
 

10 µL  
 

Muestra  
  

10 µL  

Reactivo (A)  1.0 mL  1.0 mL  10 µL  

Peroxidasa  

Glucosa oxidasa  



 

ANEXO #3 

Determinación de Colesterol total 

Fundamento  

 El colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado según la reacción siguiente:  

 

La intensidad del color formado es proporcional a la concentración de colesterol presente en la 

muestra ensayada. 

Reactivos. 

 

PROCEDIMIENTO  

1. Condiciones del ensayo:  

Longitud de onda: . . . . . . . . . . . . . . . 505 nm (500-550). 

 Cubeta:. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. .1 cm paso de luz 

 Temperatura . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .37ºC /15-25ºC  

2.  Ajustar el espectrofotómetro a cero frente a agua destilada 

3.  Pipetear en una cubeta:  

 

4. Mezclar e incubar 5 min a 37ºC ó 10 min a 15-25ºC.  

5. Leer la absorbancia (A) del patrón y la muestra, frente al Blanco de reactivo. El color es 

estable como mínimo 60 minutos. 

CÁLCULOS  

(A)Patrón       x Conc. Patrón = mg/dL de colesterol en la muestra 

 (A)Muestra  



Factor de conversión: mg/dL x 0,0258= mmol/L. 

ANEXO #4 

Determinación de Colesterol LDL reactivo precipitante 

Fundamento 

Las lipoproteínas de baja densidad (LDL) presentes en la muestra, precipitan en presencia de 

polivinil. La concentración de colesterol LDL se calcula por diferencia entre los valores de colesterol 

en el suero y el sobrenadante obtenido tras la precipitación. El colesterol se cuantifica 

espectrofotométricamente mediante las reacciones acopladas descritas a continuación 

 

 

 

1.- Pipetear en un tubo  

Muestra       0.4ml 

Reactivo      0.2 ml 

2.- Agitar bien y dejar durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

3.- Centrifugar durante 15 min. a 4,000 r.p.m. 

4.- Recoger con cuidado el sobrenadante  

Colorimetría 

5.- Atemperar el reactivo a temperatura ambiente. 

6.- Pipetear en un tubo de ensayo: 

 

 

 

 

 

7.- Agitar bien e incubar los tubos durante 10 min. a temperatura ambiente o durante 5 min. a 37ºC. 

8.- Leer la absorbancia (A) del patrón y de la muestra a 505 nm frente al blanco. El color es estable 
como mínimo 30min. 

Cálculos  

La concentración de colesterol en el sobrenadante se calcula a partir de la siguiente formula.  

  A muestra    x C patrón x Factor de dilución de muestra = C Sobrenadante 

                A patrón  

La concentración de colesterol LDL en la muestra se calcula  

Colesterol LDL = colesterol total – colesterol en sobrenadante 

 
BLANCO PATRON MUESTRA 

Agua destilada 20 µL 
  

Patrón Colesterol (S) 
 

20 µL 
 

Sobrenadante Muestra 
  

20 µL 

Reactivo de colesterol(A) 1.0 mL 1.0 mL 10 µL 



 

ANEXO #5 

Determinación del Colesterol HDL reactivo precipitante 

El colesterol de las proteínas de baja densidad (LDL), las de muy baja densidad (VLDL) y los 

quilomicrones es hidrolizado por una colesterol oxidasa mediante una reacción enzimática acelerada 

no formadora de color. El detergente presente en el reactivo solubiliza el colesterol de las 

lipoproteínas de alta densidad (HDL) de la muestra. El colesterol de HDL se cuantifica 

espectrofotométricamente mediante las reacciones acopladas descritas a continuación. El colesterol 

esterificado se hidrata mediante una colesterol esteras, dando como resultado colesterol y ácidos 

grasos libres, el colesterol resultante sufre una semioxidación e hidratación por una colesterol 

oxidasa, dando como resultado colestenona y peróxido de hidrógeno, este se acopla a una reacción 

coordinada por una peroxidasa con 4-aminoantipirina y una solución buffer DSBmT obteniéndose 

como producto final quinonaimina, que presenta color y este es detectado por espectrofotometría a 

una longitud de onda de 505 nm. 

Método 

1.- Pipetear en un tubo 

Muestra 0.2 ml 

Reactivo (Col HDL) ml 

 

2.- Agitar bien y dejar durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

3.- Centrifugar durante 15 min. a 4,000 r.p.m. 

4.- Recoger con cuidado el sobrenadante  

5.- Atemperar el reactivo a temperatura ambiente. 

6.- Pipetear en un tubo de ensayo: 

 

7.- 

 

 

 

 

Agitar bien e incubar los tubos durante 30 min. a temperatura ambiente o durante 10 min. a 37ºC. 

8.- Leer la absorbancia (A) del patrón y de la muestra a 505 nm frente al blanco. El color es estable 
como mínimo 30min. 

Cálculos 

La concentración de colesterol HDL en la muestra se calcula a partir de la siguiente formula.  

   A muestra    x C patrón x Factor de dilución de muestra = C Muestra  

    A patrón 

 
BLANCO PATRON MUESTRA 

Agua destilada 100 µL 
  

Patrón Colesterol HDL (S) 
 

100 µL 
 

Sobrenadante Muestra 
  

100 µL 

Reactivo de colesterol(A) 1.0 mL 1.0 mL 1.0 mL 



 

ANEXO #6 

Determinación de insulina 

Fundamento: Los reactivos esenciales requeridos para un ensayo inmunoenzimático incluye 

anticuerpos de una alta afinidad y especificidad (Ab), (enzima conjugada e inmovilizada), con 

epítopes de reconocimiento diferentes, en exceso, y antígeno nativo (Ag). En este procedimiento, la 

inmovilización toma lugar durante el ensayo en la superficie del pozo en la microplaca durante la 

interacción de estreptavidina cubierta sobre el pozo y agregado exógenamente un anticuerpo de 

insulina monoclonal biotinilado.  

Una vez mezclado el anticuerpo monoclonal biotinilado, el anticuerpo de enzima etiquetada y un 

suero que contiene el antígeno nativo, resulta una reacción entre el antígeno nativo y los anticuerpos, 

sin competencia o impedimento estérico, para formar un complejo de sándwich soluble. La 

interacción esta ilustrada por la siguiente ecuación:  

 

Estreptavidina = Estreptavidina inmovilizada en el pocillo. 

Complejo Inmovilizado = Complejo de Sándwich unido a la superficie de la fase sólida. 

Después de que se obtiene el equilibrio, la fracción del anticuerpo-atado es separado del antígeno 

desatado por la decantación o la aspiración. La actividad enzimática en la fracción del anticuerpo-

limite es directamente proporcional a la concentración nativa del antígeno. Utilizando diversas 

referencias del suero de los valores sabidos del antígeno, una curva de la reacción a cierta dosis 

puede ser generada de la cual la concentración del antígeno de un desconocido puede ser 

comprobada. 

Reactivos: 

• Calibradores Insulina – liofilizados- Iconos A-F  

Seis (6) frascos de referencia del suero para el antígeno de Insulina en los niveles de 0(A), 5(B), 
25(C), 50(D), 100(E) y 300(F) μIU/ml. Reconstituya cada frasco con 2mL de agua destilada o 
desionizada. Los calibradores reconstituidos son estables por sesenta (60) días entre 2-8°C. Se ha 
agregado un preservativo.  

*Nota: los calibradores, basados en suero humano, se calibraron usando una preparación de 
referencia, el cual fue ensayado contra WHO 1st IRP 66/304.  

 



• Reactivo de Enzima de Insulina  

Un frasco que contiene la enzima etiquetada con afinidad purificada monoclonal de ratón x-insulina 
IgG, monoclonal biotinilado de ratón x-insulina IgG en solución, tinte y preservativo. Almacene a 2-
8°C. 

• Microplaca Revestida con Estreptavidina - 96 pozos  

Una (1) microplaca con 96 pozos cubiertos con estreptavidina y empaquetado en una bolsa de 
aluminio con un agente desecante. Almacénese a 2-8°C.  

• Solución Concentrada de Lavado  

Un (1) frasco que contiene un surfactante en solución salina. Un preservativo ha sido agregado. 
Almacénese a 2-30°C.  

• Substrato A  

Un (1) frasco que contiene tetrametilbencidina (TMB) en solución. Almacén en 2-8°C.  

• Substrato B  

Un (1) frasco que contiene peróxido de hidrógeno (H²O²) en solución. Almacénese en 2-8°C.  

• Solución de Paro  

Un (1) frasco que contiene un ácido fuerte (1NHCI). Almacénese en 2-8ºC. 

Preparación de los reactivos  

• SOLUCION DE LAVADO. Diluir el contenido del concentrado de lavado con 1000 mL de agua 

destilada o desionizada en un contenedor adecuado. Almacénese a temperatura ambiente entre los 

20-27°C por no más de 60 días.  

• SOLUCIÓN DE TRABAJO SUSTRATO. Vierta el contenido del frasco etiquetado con Solución “A” 

en el frasco etiquetado con Solución “B”. Mezcle y guarde a 2-8°C. Coloque la tapa amarilla sobre el 

frasco transparente para una fácil identificación. Mezcle y etiquete acordemente. Almacénese a 2-

8°C.  

Nota: No se use el sustrato de trabajo si este se ve azul.  

Procedimiento del ensayo  

Antes de proceder con el análisis, traiga todos los reactivos, referencias del suero y controles a 

temperatura ambiente (20-27°C).  

Saque los micropozos necesarios para cada suero de referencia, controles y muestras. Guarde los 

micropozos nuevamente dentro de la bolsa de aluminio, séllela y almacénela en 2-8°C.  

Pipetee 0.050 mL (50 μL) de los sueros de referencia, controles y muestras en los pozos 

correspondientes.  

Agregue 0.100 mL (100μL) de la solución del Reactivo de la Enzima de Insulina a todos los pozos. 

Es muy importante dispensar todos Los reactivos cerca del fondo de los micropozos.  

Golpear suavemente uno de los extremos de la microplaca por 20- 30 segundos para mezclar. Selle 

la microplaca con una cubierta de plástico.  

Incube por 120 minutos a temperatura ambiente (20-27°C)  



Deseche el contenido de la microplaca por decantación o aspiración. Si decanta, después golpee 

ligeramente la placa seca con el papel absorbente.  

Agregue 300μL de la solución de lavado (véase la sección de la preparación del reactivo), decántelo 

o aspírelo. Repita dos (2) veces adicionales para un total de tres (3) lavados. Un lavador automático 

o manual de placas puede ser utilizado. Siga las instrucciones del fabricante para el uso apropiado. 

Si se emplea una botella de apretón, llene cada micropozo bien, presionando el envase (evite 

burbujas de aire) para dispensar la solución de lavado. Decante y repita dos (2) veces adicionales.  

Agregue 0.100 mL (100μL) de la solución de Substrato a todos los pozos (véase la sección de la 

preparación el reactivo). Agregue siempre los reactivos en el mismo orden para reducir al mínimo 

diferencias de tiempo de reacción entre los pozos. NO AGITE DESPUES DE ADICIONAR EL 

SUSTRATO  

Incube en la temperatura ambiente por quince (15) minutos.  

Agregue 0.050 mL (50μL) de la solución de paro a cada pozo y mezcle suavemente por 15-20 

segundos. Agregue siempre los reactivos en el mismo orden para reducir al mínimo diferencias del 

tiempo de reacción entre los pozos.  

11. Lea la absorbancia en cada pozo a 450nm (con una longitud de onda de referencia de 620-

630nm para reducir al mínimo imperfecciones del pozo) en un lector del microplacas. Los resultados 

se deben leer en el plazo de treinta (30) minutos de haber agregado la solución de paro.  

Cálculo de resultados  

Una curva en la reacción se usa para comprobar la concentración de  

Insulina en especímenes desconocidos.  

1. Registre la absorbancia obtenida del listado del lector del micro placas  

2. Trace la absorbancia para cada referencia duplicada del suero contra la concentración 

correspondiente de Insulina en μIU/mL  

3. Calcule la ecuación de la línea recta para la curva de calibración.  

4. Para determinar la concentración de Insulina para un desconocido, despeje x de la ecuación de la 

línea recta. 

 

 

 

 

 

 

 



ANEXO #7 

Determinación de Apolipoproteina B 

 Fundamentos  

La apolipoproteína B presente en la muestra precipita en presencia de anticuerpos 

antiapolipoproteína B humana. La dispersión de luz generada por los complejos antígenoanticuerpo 

es proporcional a la concentración de apolipoproteína B y puede ser cuantificada por turbidimetría.  

Reactivos 

A. Reactivo: 1 x 40 mL. Tampón glicina 100 mmol/L, sodio azida 0,95 g/L, pH 8,5. 

B. Reactivo: 1 x 10 mL. Anticuerpos de cabra anti apo B humana, sodio azida 0,95 g/L. 

S. Patrón de Apo B (BioSystems Cod. 31200). La concentración viene indicada en la etiqueta 

del vial. 

Curva de calibración 

Curva de Calibración: Preparar diluciones del patrón de apo B empleando solución salina 9 g/L como 

diluyente. Multiplicar la concentración del patrón de apo B por el factor correspondiente ndicado en 

la tabla, para obtener la concentración de apolipoproteína B de las diluciones. 

 

Procedimiento 

1. Precalentar los Reactivos y el instrumento a 37°C. 

2. Pipetear en una cubeta (Nota 1): 

Reactivo (A) 0,8 mL 

Agua destilada (Blanco), Patrón (S) o Muestra 10 μL 

3. Mezclar e insertar la cubeta en el instrumento. 

4. Leer la absorbancia (A1) a 340 nm. 

5. Pipetear: 

Reactivo (B) 0,2 mL 

6. Mezclar e insertar la cubeta en el instrumento. Poner en marcha el cronómetro. 

7. Leer la absorbancia (A2) a 340 nm exactamente a los 5 minutos de la adición del Reactivo B. 

 

 

 

 



ANEXO #8 

Determinación de Ácidos grasos libres 

Reactivos  

Cloroformo  

Reactivo de cobre: Consiste en Cu(N03)23H20, 40,0 g/litro; trietanolamina 99%, 120,0 ml/litro 

(135,0 g/litro). Se disuelve el nitrato cúprico en 500 ml de agua destilada, agregue la trietanolamina, 

y diluir a 1 litro con agua destilada.  

Reactivo cuprizona. Este consiste de ácido oxálico-bis (cyclohexylidenehydrazide), 0.40 g/litro de 

isopropanol. Disolver la cuprizona en 10 ml de cloroformo y se diluye con isopropanol para 1 litro. 

esta solución es estable durante al menos tres meses a temperatura ambiente.  

Reactivo amoníaco. 100 ml de una solución al 58% de NH4OH (concentrado) se diluye hasta 1 litro 

con agua destilada agua.  

Procedimiento  

1. Añadir 50 L de suero en un tubo de ensayo 

2. A un tubo semejante, se añaden 50 l de estándar de ácido oleico. 

3. Para otro tubo de ensayo añadir 100 l de agua, este será el blanco de reactivo.  

4. Para todos los tubos de añadir 150 l de reactivo de cobre y 1 ml de cloroformo. 

5. Coloque los tubos verticalmente en un vortex y agite por 10 min.  

6. Centrifugar los tubos 10 minutos a 1500 rpm. 

7. Extraer las fases de cloroformo en otros tubos de ensaye cuidando el no extraer la fase acuosa 

de color azul.  

8. De cada tubo, pipetear 500 l de extracto de cloroformo y colocar en un nuevo tubo, la evaporación 

debe mantenerse a un mínimo.  

9. A cada tubo, añadir 450 l de reactivo cuprizona, tapar y agitar suavemente.  

10. A cada tubo, añadir 50 de solución de amoniaco, tapar y agite suavemente.  

11. Lea la absorbancia a 620 nm (frente a un blanco a cero de absorbancia) 10 mm después de 

agitar con la solución de amoníaco.  

Si aparece un precipitado azul, agitar la cubeta enérgicamente para redispersarlo y leer la 

absorbancia.   

 

Cálculo  

El ácido graso libre (FFA) contenido se calcula:  

Concentración en mg/dl = (Abs muestra / Abs estándar) x 8.6 mg/dl  

 

 



ANEXO #9 

Cuantificación de Triglicéridos en tejido 

Procedimiento: 

 

1. Pesar 100 mg del tejido a analizar y colocarlos en un criotubo 

2. Adicionar 800 µL de SSI 

3. Homogeneizar durante 1 minuto 

4. Tomar 10 µL del sobrenadante y colocarlos en un tubo. 

5. Adicionar 1 mL del reactivo de triglicéridos 

6. Esperar 15 minutos a temperatura ambiente 

7. Leer a 505 nm. 

 

Notas: La técnica seguida corresponde al anexo #1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ANEXO #10 

Cuantificación de Ácidos grasos en tejido 

Reactivos  

Cloroformo  

Metanol; grado reactivo. 

Mezcla cloroformo metanol 2:1 volumen 

 

Procedimiento  

Para la extracción de lípidos de tejido se utilizó el procedimiento reportártado por Folch en 1956 el 

cual consiste en: 

1.-  Pesar 50 mg de tejido  

2.- Homogénar el tejido con 1 ml de la mezcla clorormo-metanol (2:1) 

3.- Centrifugar el tubo a 2000rpm durante 10 min  

4.- Separar el sobrenadante a otro tubo y agregar 200ul de SSI. 

5., Homogénar suavemente la mezcla y centrifugar nuevamente a  2000rpm durante 10 min. 

6.- Obtener la fase del cloroformo que se encuentra en la parte inferior del tubo separado por la SSI 

en una relación 40% y 60%.  

 

Una vez extraídos los lípidos se sigue el mismo procedimiento que para el anexo #8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ANEXO #11 

Determinación de Glucógeno en tejidos 

Reactivos 

Acido perclórico al 10 % 

Etanol concentrado  

Agua destilada 

Fenol al 5 % 

Ácido sulfúrico concentrado 

Procedimiento 

1.- Homogenizar 125 mg de tejido con 1 ml de 
HClO4.  

2.- Centrifugar a 1450 rpm durante 15 
minutos. 

3.- Extraer el sobrenadante y guardar. 
(Sobrenadante 1) 

4.- Re suspender el pellet de tejido con 1 ml 
de HClO4.  

5.- Centrifugar a 1450 rpm durante 15 
minutos. 

6.- Extraer el sobrenadante y guardar. 
(Sobrenadante 2) 

7.- Combinar el sobrenadante 1 y 2. 
(Sobrenadante 3)  

8.- Agregar 2.5 ml de etanol al sobrenadante 
3, agitar fuertemente. 

9.- Centrifugar a 3000 rpm durante 10 
minutos. 

10.- Extraer el sobrenadante (Sobrenadante 
4) * y guardar, en el fondo del tubo se 
observará un precipitado blanco. 

11.- Re suspender el precipitado blanco con 1 
ml de agua destilada.  

12.- Tomar una alícuota de la disolución de 

glucógeno (no. 11) de 100 L 

13.- Añadir 200 L de fenol y agitar. 

14.- Agregar 1 ml de ácido sulfúrico y agitar. 

15.- Leer la absorbancia a 490 nm (frente a un 
blanco a cero de absorbancia) 30 min después 
de agitar con el ácido sulfúrico. 

*En caso de Hígado se puede realizar 

determinación la concentración de glucosa en el 

sobrenadante 4 y sumarse a la concentración total 

de glucógeno.  

Cálculos 

Regresión lineal de absorbancia contra glucógeno y 

estándar concentraciones de 10, 25, 50, 75, 100, 125, 

and 150 ppm de conejo (y =0.0074x + 0.0347; 

R2=0.9874) 

 

Se ocupó la ecuación de la recta para calcular la concentración de glucógeno elaborada por L. W. 

Bennett en 2007. 

 



 

ANEXO #12 

 

Técnica para deshidratación, embebido y corte de tejidos en parafina 

Una vez obtenidos los tejidos, colocar en solución con formalina al 4% en PBS 1X, hasta su inclusión 

en parafina. 

Colocar los tejidos en casetes para inclusión. 

Seguir el proceso:  

1. PBS 1X, durante 45 minutos, para 

limpiar la formalina. 

2. Alcohol 70%, 1 hora 

3. Alcohol 80%, 1 hora 

4. Alcohol 96% 1, 1 hora 

5. Alcohol 96% 2, 1 hora 

6. Alcohol 100% 1, 1 hora 

7. Alcohol 100% 2, 1 hora 

8. Alcohol-Xilol (1:1), 1 hora 

9. Xilol 1, 1 hora 

10. Xilol 2, 1 hora 

11. Xilol-Parafina (1:1), 1:30 horas 

12. Parafina 1, 1 hora 

13. Parafina 2, 1 hora 

14. Parafina 3 (Inclusión)
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Corte de tejidos 

Se obtuvieron 6 bloques de parafina de cada grupo de los cuales se cortaron 7 laminillas de cada 

bloque a un espesor de 3µm, colocados en laminillas previamente sialinizadas, se dejaron secar y 

se almacenaron para realizar las tinciones, e inmunohistoquímicas o inmunofluorescencias 

correspondientes. 

 

 

ANEXO #13 

Técnica de Inmunohistoquímica 

Reactivos: 

Tren de deshidratación (Ver anexo #22) 

Solución de recuperación antigénica Diva Decloacker Biocare (1:10) 

H2O2 0.3% 

Albúmina libre de IgG al 2% en SSI 

Anticuerpos primario y secundario 

Diaminobenzidina (DAB) 

Hematoxilina de Harris 

Carbonato de Litio 1% 

Resina 

Cloro 

Procedimiento: 

1. Colocar las laminillas por 40 minutos en la estufa a 40°C 

2. Desparafinar y deshidratar los tejidos (Ver anexo #) 

3. Poner las laminillas en la solución de recuperación de antígenos durante 40 min a 60°C 

4. Dejar enfriar 20 minutos 

5. Lavar tres veces con PBS 1X 

6. Ubicar las laminillas en la solución de H2O2 0.3% durante 10 minutos para inactivar la 

peroxidasa endógena. 

7. Lavar dos veces con PBS 1X 

8. Hacer zonas hidrófobas alrededor de cada tejido en la laminilla con lápiz de parafina (no 

dejar que los tejidos se sequen) 

9. Bloquear con albúmina 2% durante 2 horas (100 µL por laminilla) 

10. Lavar 3 veces con PBS 1X 
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11. Colocar el anticuerpo primario en la dilución establecida por la casa comercial, o por prueba 

y error y dejar toda la noche. (100 µL por laminilla) 

12. Lavar 3 veces con PBS el anticuerpo 

13. Colocar el anticuerpo secundario en la dilución establecida durante 2 horas (100 µL por 

laminilla). 

14. Lavar con PBS 1X, 3 veces 

15. Revelar con DAB (15-30 segundos) 

16. Inactivar la DAB en solución acuosa de cloro 

17. Colocar las laminillas en Hematoxilina de Harris 3 minutos 

18. Lavar con agua destilada 

19. Virar con carbonato de Litio 1% 

20. Lavar con agua destilada 

21. Regresar las laminillas por el tren de deshidratación en el orden inverso con los mismos 

tiempos. 

22. Montar las laminillas en resina (no dejar que el xilol se seque para facilitar que la resina se 

distribuya por capilaridad y evitar la formación de burbujas). 
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ANEXO #14 

Técnica de Inmunofluorescencia 

Reactivos: 

Tren de deshidratación (Ver anexo #22) 

Solución de recuperación antigénica Diva Decloacker Biocare (1:10) 

Albúmina libre de IgG al 2% en SSI 

Anticuerpos primario y secundario 

Vectashield con DAPI 

Esmalte de uñas transparente 

Procedimiento: 

1. Colocar las laminillas por 40 minutos en la estufa a 40°C 

2. Desparafinar y deshidratar los tejidos (Ver anexo #22) 

3. Poner las laminillas en la solución de recuperación de antígenos durante 40 min a 60°C 

4. Dejar enfriar 20 minutos, Lavar tres veces con PBS 1X 

5. Hacer zonas hidrófobas alrededor de cada tejido en la laminilla. 

6. Bloquear con albúmina 2% durante 2 horas (100 µL por laminilla), Lavar 3 veces con PBS 

1X 

7. Colocar el anticuerpo primario en la dilución establecida por la casa comercial, o por prueba 

y error y dejar toda la noche. (100 µL por laminilla), Lavar 3 veces con PBS el anticuerpo 

8. Colocar el anticuerpo secundario en la dilución establecida durante 2 horas (100 µL por 

laminilla), desde este paso todo el procedimiento se realiza en oscuridad. Lavar con PBS 

1X, 3 veces 

9. Dejar que las laminillas se sequen por completo  

10. Colocar 5 µL por tejido de Vecta shield con DAPI  

11. Poner un cubreobjetos y sellar con esmalte. 

12. Dejar que las laminillas se sequen y guardarlas en refrigeración. 

 

 

 


