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1.- Introduccidn

Estd demostrado que la exposicion crénica a cadmio (Cd) en dosis de minimo riesgo produce dafio
pancredtico y resistencia a la insulina (RI) en multiples tejidos periféricos, ya que aumenta la liberacién de
dicha hormona, induce hiperglucemia vy altera el metabolismo de los lipidos. Es probable que estos cambios
ocurran como consecuencia de la Rl en tejidos dependientes y no dependientes a la hormona, lo que
produce un fenotipo bioquimico similar al sindrome metabdlico. Ademas, la exposicién a Cd genera
hiperleptinemia, inflamacién y resistencia selectiva a la insulina en el higado y el tejido adiposo.
Particularmente nuestro grupo de trabajo ha observado que el tejido adiposo es disfuncional al presentar
un fenotipo hipertréfico, lipolitico con acumulacién gradual del metal en el tejido. Sin embargo, no se ha
estudiado cual es papel de la exposicidn crénica a Cd sobre el tejido adiposo marrén.

2.- Marco tedrico /antecedentes histéricos

Cadmio

El Cd es un elemento quimico de nimero atémico 48, aunque tiene una capa d cerrada, es un metal de
transiciony, por tanto, presenta caracteristicas similares a los elementos del grupo principal (especialmente
a los metales alcalinotérreos). En la tabla periddica de elementos, se encuentra en el quinto periodoy en el
segundo subgrupo (grupo 12), o grupo del zinc. En los compuestos suele ser divalente, sus propiedades
guimicas son similares a las del zinc, pero a menudo forma compuestos complejos con un numero de
coordinacion de 4 (ATSDR, 2021).

Desde su descubrimiento rara vez se utilizd, sino fue hasta hace apenas unos 50 afios se le encontraron
aplicaciones metalurgicas. Generalmente, el Cd no se halla en el ambiente como un metal puro, es mas
abundante en la naturaleza en forma de dxidos complejos, sulfuros y carbonatos (Esmeralda et al., 2012).

Debido a su alta toxicidad, su aplicacion ha disminuido ya que desde diciembre 2011 esta prohibido en
joyeria, aleaciones para soldar y en PVC. Sin embargo, dadas sus propiedades fisicoquimicas aun sigue
siendo ampliamente utilizado:

e Como proteccidn contra la corrosién para materiales ferrosos (revestimiento de Cd).

e (Como revestimiento de superficie para materiales de aluminio en ingenieria militar (p. Ej.
Lanzacohetes).

e Para baterias de niquel-cadmio.

e Para pigmentos de color amarillo a rojo intenso de sulfuro y seleniuro de cd para pinturas y pldsticos
(mientras que su importancia practica es baja debido a posibles riesgos para la salud, especialmente al
guemar los articulos correspondientes).

e Como aleacion de metal en aleaciones de baja fusidn, por ejemplo, materiales de soporte.

e Como componente de materiales de soldadura.

e Parala produccién de semiconductores.

e Aleaciones de cadmio y bismuto para fusibles

e Aleaciones de plata y cadmio como desoxidantes en la produccion de plata esterlina.

e Parajoyeria: aleaciones oro-verde, oro-cadmio.



e [dmpara de Cd.
e Laseres de helio-cadmio (ATSDR, 2021).

Se estima que, entre 25.000 y 30 000 toneladas cada afio de Cd son vertidas al medio ambiente, se estima
gue la mitad proviene de la erosion de las rocas que llega a los rios y luego a los océanos, mientras que, las
actividades humanas como la mineria, industria manufacturera y el consumo de combustibles fosiles
emiten entre 4.000 y 13.000 toneladas (Saini et al., 2020); siendo Canada el principal pais productor de este
metal, mientras que los EE. UU., Australia, México, Japdn y Perd también son los principales proveedores.
México se ocupa el quinto lugar a nivel mundial en la produccion de Cd, ya que produce el 6% de este metal
(1,395 toneladas métricas) (Perez, 2020).

Este metal ocupa el séptimo lugar en la lista prioritaria de contaminantes toxicos de la Agencia para
Sustancias Toxicas y Registro de Enfermedades, debido a que representa una amenaza potencial a la salud
humana debido a su alta toxicidad conocida y al potencial de exposicion humana que existe (ATSDR, 2021).

Exposicién a Cadmio

Las principales actividades de su emision al medio ambiente son naturales y antropogénicas y es debido a
ello que la poblacidon en general se encuentra expuesta a la interaccion con Cd, gracias a su comportamiento
guimico, este metal puede estar presente, contaminado el aire, agua y suelos, medios con los cuales se
interactua cotidianamente y por lo tanto la poblacidon se encuentra expuesta a sus efectos toxicos.

Fuentes de Exposicion Ambiental.

La poblacién general estd expuesta al Cd a través del consumo de agua, alimentos o por fumar. Su
facil acumulacion en la cadena alimentaria toma importancia cuando se refiere a la poblacion no
fumadora, ya que la dieta es la principal fuente de exposicion al metal, puesto que, se estima que mas
del 80% de su ingesta proviene del consumo de cereales (principalmente arroz y trigo), hortalizas
(hojas), raices y tubérculos (principalmente papas y zanahorias), las cuales contienen niveles de
cadmio elevado, aproximadamente de 0.05-0.12 mg/Cd/kg. Mientras que, en la poblacién fumadora,
debido a que las hojas de tabaco contienen altas cantidades de cadmio, se ha estimado que los
fumadores de tabaco estan expuestos a 1,7 ug de Cd por cigarrillo, la cuantificacion de este metal en
los tejidos ha confirmado que fumar aproximadamente duplica la cantidad de Cd en el cuerpo
comparado con personas que no fuman (Saini et al., 2020; R. Wang et al., 2023).

e Atmdsfera

La inhalacién no es una ruta importante de exposicion al Cd exceptuando a personas que viven cerca
de industrias donde se manufactura con él. Bajo condiciones extremas de oxidacion, refinado y
fundicién, el Cd puede dar lugar a oxido (CdO), que constituye un peligro para la salud, aunque
también puede encontrarse en el aire como cloruro o sulfato en forma de particulas o vapores, dichos
compuestos son contaminantes importantes debido a que, pueden recorrer grandes distancias en la
atmosfera hasta ser depositados sobre la superficie del suelo (ATSDR, 2021; Saini et al., 2020).

e Suyelos



La aplicacion de estiércol de granja o algunos fertilizantes fosfatados puede aumentar los niveles de
Cd en el suelo, ademads del proveniente de las actividades antropogénicas y naturales. Este se adhiere
al suelo, con ello puede ser absorbido por las plantas e incorporarse entrando a las cadenas troficas.
La movilidad del metal en los suelos depende de varios factores, tales como: el pH (Los suelos acidos
permiten el aumento de la concentracién de Cd en los cultivos), el potencial redox y la cantidad de
materia orgdnica (al adherirse fuertemente a la materia organica para permanecer inmovil en el
suelo), estos varian segun los factores abidticos de cada ecosistema (ATSDR, 2021, Saini & Dhania,
2020; Wang et al., 2023).

e Medio acudtico

El Cd puede contaminar rios y mares al presentarse tanto en compuestos solubles que se movilizan
en el agua, como en insolubles que se depositan en el sedimento y son absorbidos por los suelos
marinos donde ingresa a la cadena tréfica de los organismos acuaticos, en ciertas especies de ostras,
vieiras, mejillones y crustdceos. Tanto en el pasado como el presente, se han detectado niveles altos
de Cd en suministros de agua cerca de industrias que lo liberan (ATSDR, 2021, Saini & Dhania, 2020;
Wang et al., 2023).

Fuentes de Exposicién Laboral

Personas que laboran en empresas o instituciones donde se manufactura empleando este metal en
algln paso de sus procesos, como:

e  Mineria y metalurgia: Las actividades mineras de metales no ferrosos son la principal fuente
de liberacion de Cd como subproducto, estos contaminan principalmente el agua, ya que
proviene del agua de drenado de las minas, aguas residuales del procesamiento de los
minerales, derrames de los depdsitos de desechos, etc.

e Industria: Fabricacion de baterias y acumuladores, cables, células fotoeléctricas, PVC,
colorantes, fusibles, soldadura, etc.

e Produccion y uso de fertilizantes fosfatados: El contenido de Cd en estos es muy variable y
depende de la procedencia geografica de las rocas empleadas para su fabricacién, ya que el
Cd puede sustituir al calcio en las rocas de tipo apatita.

e Otras fuentes: Incineracién de residuos de madera y plasticos, combustion de carburantes
fésiles, fabricacion de cementos, disposicion de residuos soélidos en terraplenes (Saini et al.,
2020).

Como se puede apreciar estas actividades no solo afectan al sector de la poblacién que labora en
estos procesos, sino que tienen una repercusion directa sobre la poblacion general. Por lo que, al
absorberlo a través de la piel, inhalarlo o consumirlo en el agua o alimentos, la poblacién en general
puede verse afectada.

Grupos de riesgo

Algunos sectores de la poblacién tienen una mayor probabilidad de exponerse a niveles peligrosos de
Cd, o son propensos a padecer efectos mas graves para la salud derivados de la intoxicacion:



e Trabajadores en actividades donde esté presente el metal.

e Habitantes de areas urbanas con alto nivel de industrializacién, o bien de regiones donde
haya contaminacién del ambiente con Cd, o donde exista mineria de zinc.

e Personas con enfermedades renales, pulmonares u éseas, fumadores crénicos, personas
anémicas o con nutricién deficiente (Reservas bajas de hierro) (Charkiewicz et al., 2023).

Dosis de minimo riesgo

Debido al potencial de exposicion ambienta o laboral y los efectos téxicos que representa el Cd, la
ATSDR lo clasifica como el séptimo contaminante ambiental mas importante de la categoria 1. En
2023, se establecid el limite superior de ingesta diaria tolerable de Cd (58.1 pg para una persona de
70 kg), lo que lleva a una ingesta potencial de por vida de aproximadamente 1,7 g. Existen diversos
estudios que establecen los efectos patoldgicos observados después de la exposicion a
concentraciones altas del metal, en rifidn, higado, huesos y sobre todo por su potencial
carcinogénico, es por ello que las organizaciones internacionales, como la ATSDR, la OMS vy la Agencia
de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos, han establecido niveles de riesgo minimos para la
exposicién diaria a Cd, minimizando asi los riesgos para desarrollar cancer, dafio al ADN y otros efectos
epigenéticos. Con ello se establecieron los limites maximos de ingesta de Cd en el agua potable (0,5
ug/kg/dia) y los alimentos (1 ug/kg/dia) con base en estos niveles minimos de riesgo, se definen dos
niveles de exposicion ambiental para la ingesta oral de Cd:

A. Nivel sin efecto adverso observable (NOAEL) <1 pg de Cd/kg/dia.
B. Nivel mas bajo de efecto adverso observable (LOAEL) en el rango de 1 ug a 2 mg de Cd/kg/dia.

En afios recientes, nuestro grupo de trabajo ha demostrado que la exposicion oral a dosis de minimo
riesgo, a pesar de no tener un efecto carcinogénico, si tiene efectos patoldgicos sobre el metabolismo
en ratas Wistar, aumentando la liberacién de insulina y alterando el metabolismo de carbohidratos y
lipidos. Estos cambios probablemente son consecuencia de una sensibilidad reducida a la insulina.
Esto genera un fenotipo similar al sindrome metabdlico en humanos. Se ha evidenciado que las ratas
expuestas a una dosis LOAEL, considerada no toxica desarrollan resistencia a la insulina en multiples
tejidos, incluyendo el higado, tejido adiposo y en sistema cardiovascular (Trevifio et al., 2015,
Sarmiento-Ortega et al., 2017).

Debido al tiempo, dosis y via de administraciéon de Cd, este trabajo tiene como objetivo exponer a
ratas macho de la cepa Wistar a dosis NOAEL (15 ppm) y LOAEL (32 ppm) en agua de beber durante
un periodo de 5 meses, con la finalidad de establecer la participacion del tejido adiposo marrén en la
mecanistica del desarrollo de dislipidemia y disglucemia.

Absorcién y distribucién de cadmio dependientes de la via de exposicion.

Se estima que la carga corporal total de Cd por exposicién no ocupacional es de 30 mg en américa del
norte, de 10 a 18 mg en Europa y de 40 a 48 mg en Asia en “dreas no contaminadas” (Egger et al,,
2019). La via de entrada mas importante del Cd es la absorcion en el tracto gastrointestinal, ya que la
mayor carga del metal en el cuerpo humano se produce principalmente a través del consumo de
alimentos y agua contaminada. Ademds, una importante proporcién de Cd inhalado ingresa al tracto



gastrointestinal. La absorcion del metal por el tracto gastrointestinal es de aproximadamente del 3%
al 8% de la ingesta (Charkiewicz et al., 2023).

El Cd en los alimentos se encuentra unido a las proteinas como el glutation, metaloenzimas,
metalotioneina y fitoquelatina, dados por el confinamiento vacuolar de los metales pesados en los
vegetales, que al ser degradadas por el jugo gdstrico, liberan al metal, potenciando su absorcién
intestinal por transportadores vinculados a metales divalentes. Se cree que, el pH acido del vaciado
gastrico hacia el duodeno puede ser un factor que favorezca la absorcién, ya que fuera del duodeno,
donde aumenta el pH, el metal se quela rapidamente por diferentes componentes de la dieta y, por
lo tanto, su biodisponibilidad bioldgica disminuye. El transporte de Cd en el intestino delgado se
facilita por diversos mecanismos, incluidas proteinas transportadoras de metales, como el
transportador de metales divalentes 1 (DMT1), el transportado de Zinc tipo 8 (ZIP-8), canales iénicos
de calcio, transportadores de aminodcidos (como conjugados de cisteina-cadmio) y por endocitosis
de complejos cadmio-metalotioneina (Cd-MT). Siendo el DMT1 uno de los mas importantes ya que
se encuentra ampliamente localizado en el duodeno, eritrocitos, higado y las células renales del
tubulo contorneado proximal (Thévenod & Lee, 2013).

En circulacién, principalmente se une a la albumina y es transportado al higado, donde se une al
glutation (GSH) y a la metalotioneina (MT). El complejo Cd-MT es secretado en la bilis y
posteriormente reabsorbido a la sangre por medio de la circulacién enterohepdtica. El Cd-MT es un
complejo de bajo peso molecular (< 7 kD), que se adsorbe facilmente en los érganos (Thévenod &
Lee, 2013).

Toxicidad

Este metal se acumula principalmente en el higado y rifiones, tiene diversos efectos citotdxicos. Esto
se debe a la capacidad de estos tejidos para sintetizar altas concentraciones de MT, que son proteinas
inducibles por metales de transicién que protegen las células. La forma bioldgica y por ende toxica
del Cd es el ion cadmio (Cd?*), del que no se conocen efectos fisioldgicos en el humano. Como ion
metdlico no esencial, el Cd** compite con iones metalicos esenciales (Zn?*) en las células, donde causa
disfuncién en diferentes niveles (balance redox, inflamacion, bioenergética, metabolismo vy
epigenético, por mencionar algunos), lo cual lleva al desarrollo enfermedades (Sabath & Robles-
Osorio, 2012).

El metal no puede degradarse a especies menos toxicas, siendo el higado, rifiones, pulmones,
testiculos, préstata, corazdn, sistema esquelético, sistema nervioso y el sistema inmunolégico los
organos blanco de la toxicidad del Cd. Cuando los reservorios del metal son el higado, los pulmones,
los huesos y los rifiones (Moroni-Gonzdlez et al.,, 2023), causa nefrotoxicidad, osteoporosis,
neurotoxicidad, genotoxicidad y teratogenicidad, o tiene efectos endocrinos y reproductivos, debido
a que la vida media en estos tejidos es de 20 — 40 afios (Sabath & Robles-Osorio, 2012).
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Ademas de los efectos téxicos mencionados, rara vez se menciona el dafio en tejido adiposo o la
disfuncién de los islotes de Langerhans. Por tanto, diabetes y alteraciones metabdlicas no suelen
asociarse con la toxicidad del metal.

Cadmium intake

1Lipogenesis
1 Gluconeogenesis
\ Glycogenesis
1Oxidative stress
tinflammation
THyperplasia

Insulin resistance
1 Insulin

tInsulin
biosynthesis
tHypetrophy
tHyperplasia
Insulin resistance
1Oxidative stress

Adipose
tLipogenesis
1 Lipolysis
J Glycogenesis s
tOxidative stress
tInflammation
THypertrophy
Insulin resistance

Esquema 1. Efectos metabdlicos descritos por intoxicacion de cadmio. Tomado de Moroni-Gonzdlez
etal. 2023.

El eje pancreas-higado-adiposo es fundamental para gestionar y almacenar carbohidratos vy lipidos
como se puede observar en el esquema 1, donde se muestra el papel potencial para el desarrollo de
enfermedades de cardcter metabdlico.

Efectos téxicos del cadmio en el tejido adiposo

Historicamente, el tejido adiposo se ha dividido en dos tipos, tejido adiposo blanco y tejido adiposo
marrén, que se distinguen claramente por el color del tejido debido principalmente por una alta
densidad de mitocondrias. Estas células tienen diferencias fisioldgicas que conducen a funciones
tisulares especializadas (Richard et al., 2020).

Los adipocitos marrones y blancos difieren en su forma, tamafio y estructura intracelular de sus
organulos. Los adipocitos blancos generalmente tienen forma esférica y cada uno contiene una unica
gota de lipidos grande que empuja a todos los demas organulos, incluido el nucleo, hacia la periferia
de la célula. Mientras que, los adipocitos marrones contienen multiples gotitas de lipidos dispersas a
lo largo de una célula de forma elipsoidal que estd enriguecida con mitocondrias, lo que le da a la
célula su tono caracteristico. Los adipocitos marrones suelen crecer entre 15 y 50 um, mientras que,
las células de grasa blanca tienen una mayor capacidad de almacenamiento de lipidos y pueden
expandirse alrededor de 100 um de diametro. Algunas diferencias morfoldgicas de los diferentes tipos
de tejido adiposo se pueden observan en el esquema 2 (Richard et al., 2020).
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White Adipocyte

Beige Adipocyte Pink Adipocyte

Esquema 2.Los tipos de adipocitos se describen mediante tonos de color. Tomado de Richard A et al
2020.

El tejido adiposo (TA) tiene un papel vital en el mantenimiento de la homeostasis sistémica vy el flujo
metabdlico, realiza dos funciones principales: Adipogénesis asociada al resguardo y metabolismo de
los lipidos y produccion de adipocinas, hormonas regulan el metabolismo de lipidos y glucosa, nuestro
grupo de trabajo ha evidenciado que la exposicion a Cd afecta negativamente a estas funciones
(Sarmiento-Ortega et al., 2022). Varios factores contribuyen a los efectos inducidos por el Cd, como
la duracién de la exposicion, la via de ingreso del metal, la dosis de exposicidn, el estado funcional
previo de los tejidos vy la respuesta de cada organismo. El riesgo de disfuncion del tejido adiposo es
alto ya que conduce a alteraciones metabdlicas y, en consecuencia, a obesidad, resistencia a insulina,
sindrome metabdlico y diabetes (Sarmiento-Ortega et al., 2022).

Las alteraciones de la estructura de tejido adiposo y su composicién celular conducen al deterioro de
sus funciones fisioldgicas vitales en la homeostasis metabdlica, como lo son la lipogénesis y la lipolisis.
Este tejido se caracteriza por su plasticidad que lo hace adaptable para acumular el excedente de
energia en forma de triglicéridos. Sin embargo, en caso de toxicidad por metales, la adipogénesis se
ve afectada y se deteriora la capacidad de diferenciacién de los adipocitos. Se ha observado que en
el tejido adiposo blanco tratado con Cd, hay un patrén de reduccidon en el nivel de expresidn tanto de
las proteinas de union al potenciador de CCAAT (C/EBP) como de los receptores activados por
proliferadores de peroxisomas de tipo gamma (PPAR-y), claves en la diferenciacién adipocitaria. Esto
afecta negativamente a la funcién principal de almacenamiento y, en consecuencia, a los procesos
metabdlicos y a la sefializacién sistémica. Estos efectos se resumen en el esquema 3 (Attia et al., 2021).
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Esquema 3. Efectos sobre la funcion del tejido adiposo mostrados por la exposicion a cadmio. Tomado
de Attia et al. 2021

Las principales caracteristicas de los adipocitos anormales debido a la exposicion al Cd es la
disminucion de la expresidon de PPAR-y, C/EBP-alfa, afectando en consecuencia la expresion de
adiponectina, leptina, el receptor de insulina (IR), el transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4) vy la
actividad de la lipoproteina lipasa (LPL). Otra caracteristica asociada a la disfuncion del TA es la
resistencia a insulina, en donde la expresién de GLUT4 se ve afectada por el Cd, la sefializacion de la
insulina y la produccién de leptina impidiendo la conversion de glucosa en glicerol y, en consecuencia,
la esterificacién de los acidos grasos libres (AGL). El resultado de lo anterior es un nivel de AGL en
circulacién alto, generando un circulo vicioso en la sefializacion de la insulina, que en conjunto
ocasiona un desequilibrio entre lipdlisis y lipogénesis, lo cual es el principal indicador de disfuncién
de TA (Attia et al., 2021).

La mayoria de la informacién recopilada estd centrada en los efectos que tiene el Cd sobre el tejido
adiposo blanco, como el desarrollo de hipertrofia y obesidad, que en conjunto son pilares para el
desarrollo de enfermedades metabdlicas. Sin embargo, hasta la realizacién de este proyecto de
investigacion no existen reportes los cuales asocien el dafio producido por la exposicion a Cd con la
disfuncién del tejido adiposo marrdn, un tejido metabdlicamente importante, ya que es un érgano
gue provee de “Resistencia a la obesidad” debido a su alta actividad termogénica.

Tejido Adiposo Café.

El BAT estd presente en los mamiferos después del nacimiento, se especializa en el gasto de energia
mitocondrial para liberarla en forma de calor, dando lugar a un proceso denominado termogénesis,
el cual es fundamental para el mantenimiento de la temperatura corporal (Townsend & Tseng, 2012).
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Caracteristicas y funcidn del tejido adiposo café

Originalmente se pensaba que el BAT estaba presente solo en recién nacidos, pero los estudios de

imagenes han demostrado su presencia en las regiones supraclavicular y toracica de los adultos. En
humanos sanos, la actividad BAT promueve la oxidacién sistémica de grasas y la termogénesis, gracias

a la presencia de numerosas mitocondrias que contienen a la proteina desacopladora 1 (UCP-1), un
transportador de protones que cortocircuita el gradiente de protones que genera ATP, y permite la

produccién simultdnea de calor a medida que fluyen los protones nuevamente a la matriz
mitocondrial. La visién tradicional de la funcién del BAT es que su actividad metabdlica (tanto la B-
oxidacion como la termogénesis a través de UCP-1) se regula mediante entradas del sistema nervioso

simpatico, como se describe a continuacién: (Townsend & Tseng, 2012).

1.

El sistema nervioso central activa al sistema nervioso simpatico, el cual promueve la
liberacion del neurotransmisor catecolamina norepinefrina (NE), la cual se une a los
receptores adrenérgicos B3 del BAT.

Posteriormente gracias al incremento del monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) se activa
la via de la cinasa de proteinas dependiente del AMP ciclico (PKA) con lo cual se da paso a la
fosforilacién de la lipasa sensible a hormona (LSH) y perlipina A, con el fin de promover la
liberaciéon de acidos grasos, los cuales mediante la lanzadera de carnitina ingresan a la
mitocondria.

Dentro de la mitocondria los dcidos grasos tendran dos rutas para activar a UCP-1 vy generar
termogénesis, oxidarse mediante B-oxidacion, para producir ATP o directamente activar la
termogénesis mediante UCP-1.

Ademas de la via de las catecolaminas, se sabe que las hormonas tiroideas intervienen en la
funcion termogénica del tejido adiposo café. El ingreso al tejido de triiodotironina (Ts) vy
tiroxina (T4), que se biotransforma a Ts a través de una Desyodasa tipo 2, es esencial para la
termogénesis adaptativa, ya que como se ha demostrado en los mamiferos hipotiroideos,
sucumben rapidamente a la temperatura ambiental reducida. La T3, que es la forma activa
de las hormonas tiroideas, interviene en la actividad mitocondrial y la transcripcién nuclear
de genes que inducen termogénesis, aumentando la transcripcion nuclear de UCP-1
(Townsend & Tseng, 2012).
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Los principales mecanismos de activacion del BAT se resumen en el Esquema 4.
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Esquema 4. Activacion del adiposo marrdn en respuesta a estimulos simpdticos y hormona tiroidea.
Tomado y modificado de Corréa et al., 2019; Hachemi & U-Din, 2023; Saito et al., 2016, Townsend &

Tseng, 2012; Virtanen, 2019.

Se sabe que la asociacion entre la obesidad y el desarrollo de patologias de caracter metabdlico es
ocasionada por la disfuncion del tejido adiposo. Dado lo anterior es importante mencionar que
recientemente se ha puesto especial enfoque en los PPAR, que desempefian importantes funciones
reguladoras que controlan la homeostasis del tejido adiposo mediante la regulacion del equilibrio
entre los procesos anabdlicos y oxidativos. Por lo tanto, los defectos en los PPAR se han relacionado
con la lipodistrofia, la obesidad y la resistencia a la insulina como resultado del deterioro de la
capacidad de expansién y funcionalidad del TA. Al regular positivamente la capacidad del TA para
expandirse y, almacenar o disminuir el suministro de lipidos, intentando compensar el desajuste
inducido y evitando el desarrollo de enfermedad metabdlica (Corrales et al., 2018). Por lo que la
expresion de los llamados PPAR son esenciales para la funcion del BAT.

e PPAR-y es necesario para la diferenciacién de las células grasas en todos los depdsitos

adiposos y contribuye a definir el umbral maximo de expansién del tejido adiposo blanco
(WAT), facilitando la acumulacion de grasa y conserva la funcionalidad al coordinar la
adipogénesis, el transporte de grasay la lipdlisis, mientras que los defectos el comprometen
la funcion, la plasticidad y la lipotoxicidad (Corrales et al., 2018).

PPAR-a se expresa mayormente en BAT que en WAT, ya que, predomina en tejidos
eminentemente oxidativos, ricos en contenido mitocondrial. En el WAT su activacion
disminuye la adiposidad y mejora la resistencia a la insulina. Mientras que, en BAT, ejerce un
efecto termogénico, cooperando con el coactivador la del receptor activado gamma del
proliferador de peroxisoma (PGCla) para controlar la oxidacién de lipidos y la termogénesis
en respuesta a la estimulacién B-adrenérgica en respuesta a la exposicidn al frio, y en
individuos obesos aumenta el gasto energético v, activas vias termogénicas que facilitan la
pérdida de peso (Corrales et al., 2018).

La generacién de obesidad compromete la funcidn del BAT, el cual es el principal érgano para evitarla.
Diversos estudios se ha demostrado que, la obesidad dafia de manera progresiva la funcion y
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arquitectura del BAT, lo que resulta en un blanqueamiento progresivo de BAT y en una disminucion
de la densidad celular, lo cual repercute en la disminucién de la termogénesisy la temperatura
corporal. La disminucion de la expresion PPAR-a resulta en una baja translocacién de UCP-1 y en un
bajo gasto de energia (Rangel-Azevedo et al., 2022).

Funcion Mitocondrial en el tejido adiposo café

Las mitocondrias en el BAT son mas numerosas y aparentemente grandes, contienen crestas
empaguetadas en comparacion con las mitocondrias del WAT. El BAT convierte especificamente la
energia quimica en calor en la termogénesis adaptativa. Cuando se activan mediante estimulacion
simpatica, los adipocitos marrones y beige disipan la energia quimica almacenada en forma de
triglicéridos mediante lipdlisis y oxidacién de acidos grasos. Posteriormente, la energia de oxidacién
del sustrato se convierte en calor.

Las mitocondrias metabolizan el acetil coenzima A mediante el ciclo enzimatico del acido citrico, el
cual da lugar a productos como CO,y al NADH, este ultimo cede electrones a lacadena de
transportadores de electrones que se encuentra en la membrana de las crestas mitocondriales. Estos
electrones pasan de un transportador a otro llegando como ultimo paso al O,, mediante una serie de
reacciones redox para generar H,O. En el proceso, los protones son bombeados desde la matriz a
través de la membrana interna mitocondrial a través de los complejos respiratorios I, Il y IV. Cuando
los protones regresan a la matriz mitocondrial siguiendo su gradiente electroquimico, el ATP se
sintetiza a través del complejo V. Pero en el caso del BAT, la UCP-1 localizada en la membrana interna
mitocondrial disipa la fuerza motriz de protones (H*) generada por el transporte de electrones en los
complejos mitocondriales en forma de calor. En este sentido, la respiracién mitocondrial en BAT tiene
un papel esencial en la regulacién de la homeostasis energética de todo el cuerpo a través de la
termogénesis adaptativa (Osellame et al., 2012).

Este proceso, llamado termogénesis sin temblores generado por el BAT, es importante para neonatos
de mamiferos que necesitan una mayor produccion de calor debido a la gran relacién superficie-
volumen. Por lo tanto, una correcta actividad de la cadena transportadora de electrones es esencial
para una buena funcién termogénica. La disfuncion mitocondrial es un componente importante en la
fisiopatologia de una variedad de enfermedades metabdlicas y cardiovasculares. Entre todos los
tejidos, el tejido adiposo café depende mads de la respiracion mitocondrial para mantener su funcién
fisiolégica normal de termogénesis. El producto final de la oxidacién de los acidos grasos enddgenos
y exogenos en el BAT es el acetil-CoA, que se oxida alin mas a través del ciclo del dcido tricarboxilico,
y la cadena de transporte de electrones, y todas estas reacciones requieren una funcién mitocondrial
normal.

La expansion patoldgica del BAT se acompafia de una regulacién negativa de las vias oxidativas
mitocondriales, cambios en su forma y nimero, lo que conduce a la muerte celular. La disfuncién
mitocondrial tiene efectos nocivos sobre importantes procesos biolégicos de los adipocitos
(metabolismo de lipidos, diferenciacion celular, sensibilidad a la insulina y termogénesis), lo que
conduce a enfermedades metabdlicas como la obesidad y la diabetes tipo 2. Se ha informado que los
individuos con obesidad tienen una expresién reducida de UCP-1 en los adipocitos y que la activacién
de UCP-1 mejora la obesidad y las complicaciones metabdlicas (Rangel-Azevedo et al., 2022).
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Complejos mitocondriales

La cadena transportadora de electrones se conoce como cadena respiratoria, la cual se comprende
de unas 40 proteinas, que se agrupan en tres complejos proteicos. Estos complejos al agruparse se
denominan respirasoma, el cual se comprende por:el complejo de la nicotinamida adenina
dinucledtido reducido (NADH) deshidrogenasa (Complejo 1 o Cl), complejo citocromo b-c1 (Complejo
3 0 Clll) y complejo del citocromo oxidasa (Complejo 4 o CIV), cada uno de ellos tiene grupos quimicos
qgue permiten el paso de protones a su través movidos por el transporte de electrones (Osellame et
al., 2012).

Complejos y Supercomplejos

Durante la respiracidon celular, los electrones se obtienen del metabolismo de los azlcares, las
aminoacidos y dcidos grasos. Los electrones pasan a través de la cadena de transporte de electrones
(ETC) al oxigeno molecular (0,), la cadena respiratoria en mamiferos consta de 5 complejos
respiratorios nombrados segun sus actividades enzimaticas, estos se ilustran en el esquema 5.

e Complejo 1 (ClI): Complejo NADH deshidrogenasa, es el complejo mas grande del ETC, este
oxida el NADH al transferir dos electrones del NADH a la coenzima Q (CEQ) un transportador
de electrones soluble en lipidos incrustado en la membrana mitocondrial interna (MMI), el
NADH donante de dos electrones transfiere electrones al flavin mononucledtido (FMN),
luego, el FMN reducido (FMNH,) transfiere esos electrones a una serie de proteinas Fe-S, que
son agentes de transferencia de un electrén. Para este propdsito, la flavina de FMN puede
actuar como un agente de transferencia de uno o dos electrones que une las proteinas NADH
y Fe-S. Finalmente, se transfieren dos electrones del grupo Fe-S a CEQ.

e Complejo 2 (Cll): complejo succinato deshidrogenasa, este complejo es el mas pequefio de
la ETC, representa el segundo punto de entrada de los agentes reductores al ETC, es el Unico
complejo que no bombea protones a través de la MMI. Tiene dos actividades enzimaticas
intrinsecas, succinato deshidrogenasa, que genera el flavin adenin dinucledtido reducido
(FADH,), mediante la oxidacion de succinato a fumarato como parte del ciclo de krebs y
actividad de la enzima succinato ubiquinona reductasa (SQR), la cual usa los electrones
proporcionados por FADH ; para reducir ubiquinona (UQ) a ubiquinona reducida (UQH,).

e Complejo 3 (Clll): complejo Ubiquinol-citocromo C oxidorreductasa, este oxida el ubiquinol
UQH, y transfiere dos electrones a dos moléculas de citocromo ¢, cuando se reduce la
transferencia de electrones por un alto potencial de membrana o inhibidores del complejo
[l como la antimicina A, los electrones pueden fugarse en el complejo Il y reaccionar con el
oxigeno molecular, lo que da como resultado la generacion de Especies reactivas de oxigeno
mitocondrial (mROS).

e Complejo 4 (CIV): complejo Citocromo C oxidasa, contiene dos grupos hem (hem-a y hem-
a3)y tresiones de cobre, dos en el centro Cu-A y uno en el sitio Cu-B. Este recibe un electron
de cada una de las cuatro moléculas de citocromo c vy los transfiere a O,, convirtiéndolo en
dos moléculas de agua mientras cuatro protones se translocan a través de la MMI.
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e Complejo 5 (CV): complejo ATP Sintasa, esta es una maquinaria molecular giratoria que
consta de dos regiones funcionales principales, Fo y F1, encargadas de la sintesis de ATP. Esta
emplea el gradiente electroquimico creado por la translocacién de protones que producen
los complejos Cl, Clll y CIV, alimentando la rotacién del mecanismo motor del Complejo V
cuando los protones regresan a la matriz, permitiendo que el CV sintetice ATP a partir de
ADP+P. Asi, la Fo y F1 de la ATP sintasa mitocondrial acoplan el retorno de protones situados
en el espacio intermembrana mediante reacciones oxidativas a la sintesis de ATP.

Compiejo | Complejo II Compiejo il Complejo IV
NADH NAD+ + H+

succinato

» fumarato

Esquema 5.Los complejos del sistema de fosforilacion oxidativa de la cadena transportadora de
electrones mitocondrial. Tomado de Letts J. et al. 2017

Como se menciond la cadena respiratoria en los mamiferos consta de cuatro complejos respiratorios
insertados y ensamblados en la membrana mitocondrial interna y dos sustratos intermediarios
(coenzima Q vy citocromo c). Durante los Ultimos 30 afios, se pretendid entender la organizacion
estructural de estos complejos respiratorios en términos de dos modelos: el modelo “fluido” vy el
“solido”. El primero postula que todos los componentes redox son particulas difusibles sin
restricciones con los portadores de electrones alterndndose en medio de los gigantescos complejos
I-IV. Mientras que, el segundo postula que los complejos respiratorios establecen interacciones para
formar estructuras supramoleculares de orden superior llamadas supercomplejos (SC), los cuales
estan formados por 2 unidades de complejo Ill, un numero variable de complejo IV y presencia o
ausencia de complejo | (EJ. I3 Ill; V12 0 lll; V12 ), no se ha descrito la asociacion de complejo Il en los
supercomplejos. Recientemente se ha propuesto un nuevo modelo de “plasticidad” que postula la
existencia de conjuntos transitorios y de difusién lateral libre de unidades redox, tanto SC como
componentes individuales libres pueden realizar sus acciones siendo los SC mas eficientes en
produccion de energia con menos produccién de ROS, es decir, la coexistencia de ambos modelos
“fluido” y” solido” (Vartak et al., 2013). Estos modelos se pueden observar en el esquema 6.
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Esquema 6.Representacion esquemdtica de los diferentes modelos de ensamblaje de la cadena
respiratoria mitocondrial. Tomado de Guan et al. 2022
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Esquema 7. Dos posibles caminos para el ensamblaje del respirasoma. Tomado de Letts J. et al. 2017
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Se ha descrito que los complejos respiratorios se organizan en estructuras mas grandes dentro de la
MMI para realizar un transporte mas rapido y eficiente de electrones, la proporcion de los SC puede
variar entre especies y tejidos, también puede alterarse en respuesta a las demandas metabdlicas de
la célula, las vias de formacién de estas estructuras se ilustran en el esquema 7. Sin embargo, no se
ha estudiado hasta ahora el papel que tiene la exposicién a Cd sobre el respirasoma del BAT y su
posible efecto en desarrollo de enfermedades metabdlicas (Acin-Pérez et al., 2008; Escoll et al., 2019;
Genova & Lenaz, 2014, Letts & Sazanov, 2017; Novack et al., 2020; Schon & Dencher, 2009).
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3.- Planteamiento del problema

La obesidad es una condicién que comiUnmente estd asociada a patologias como diabetes,
hipertension arterial, dislipidemias y enfermedad cardiovascular; de acuerdo con la Encuesta Nacional
de Salud y Nutricién (ENSANUT), esta condicién afecta a 2 000 millones de personas en todo el mundo
y cada afio causa la muerte de tres millones de adultos, a nivel global, estas cifras son alarmantes ya
que su prevalencia se triplicé entre 1975 y 2016, hasta llegar a 650 millones de adultos. La regién de
las Américas tiene la prevalencia mas alta de sobrepeso y obesidad (62.5%) entre todas las regiones
de la OMS, pero en México todavia es mas alta, ya que mientras que la obesidad en adultos es de
36.9% y el sobrepeso es 38.3%, la prevalencia de obesidad abdominal en personas con 20 o mas afios
es de 81.0%. Estos datos ubican actualmente a México entre los cinco paises con mayor prevalencia
de obesidad en la regién de las Américas y a causa de ello desde el afio 2016, fue declarada por las
autoridades de salud como una emergencia sanitaria en nuestro pais; pero en afios recientes se ha
transformado en una emergencia econémica ya que segin la Organizacién para la Cooperaciéon vy el
Desarrollo Econémicos (OCDE), quien en 2020 realizé un estudio en el cual sefialo que la obesidad
estd detras del 70% de todos los costos de tratamientos relacionados con la diabetes, del 23%
relacionados con las enfermedades cardiovasculares y del 9% del cancer, esto causara que de 2020 a
2025 haya una reduccion promedio anual del PIB del 3.3% en los paises de la OCDE. Ademas, en 2020,
se dedicé el 8,4% del presupuesto total en salud al tratamiento de enfermedades relacionadas con la
obesidad un equivalente a 311 mil millones de ddlares.

En este sentido es importante resaltar que, aunque el desarrollo de la obesidad estd fuertemente
asociado a el estado socioecondmico dispar, la calidad de la alimentacion, etc. También es importante
denotar la influencia que puede tener la exposicion a metales téxicos como el Cd en el desarrollo de
esta condicion ya que, aunque los datos arrojados por diversas investigaciones acerca el vinculo entre
la exposicion al metal y el desarrollo de obesidad son hasta ahora son poco consistentes, ya que esto
depende tanto de la dosis como del tiempo de exposicidn, existe informacion que, comprueba que la
exposicion al metal tiene un efecto funcional sobre la fisiologia del tejido adiposo (Moroni-Gonzélez
et al., 2023).

Debido a que, el Cd esta clasificado en el séptimo lugar en la lista prioritaria de contaminantes tdxicos
(ATSDR, 2021), y México ocupa el quinto lugar a nivel mundial en produccién de este metal (Perez,
2020). Es posible que la poblacién mexicana se encuentre ampliamente expuesta al xenobidtico. La
exposicion de la poblacidn a este metal pesado debe ser un tema de relevancia ya que tiene diferentes
efectos toxicos en el organismo al acumularse en los diferentes drganos y tejidos de manera gradual
causando su disfuncion, generando patologias de cardcter metabdlico cronico degenerativas.

Derivado de lo anterior, se desarrollé la siguiente pregunta de investigaciéon

¢Qué efecto tiene la exposicidon oral crénica a dosis de minimo riesgo (NOAEL y LOAEL) de cadmio
sobre la funcidn del tejido adiposo café de rata Wistar?
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4.- Justificacion

El Cd es un metal pesado al que cualquier persona puede estar expuesta directamente o
indirectamente a través de la exposicidon ambiental por la contaminacién, en ambos casos dosis de
minimo riesgo de manera crénica se establecen a través de la ingesta en la dieta o inhalacién. La
exposicion humana a este metal es una problematica urgente, ya que, al acumularse en diversos
tejidos, afectan sus funciones, resultando en el desarrollo de patologias metabdlicas que perjudican
la calidad de vida de la poblacion en general.

La mayoria de la informacidn esta centrada en los efectos que tiene el metal como inductor de cancer.
En menor proporcidon se ha investigado sobre los defectos metabdlicos que genera su exposicién. Y
en este rubro, la informacién existente esta enfocada sobre el eje higado-pancreas-tejido adiposo
blanco. Sin embargo, no ha estudiado el efecto del metal sobre el tejido adiposo marrdn, el cual
provee de “Resistencia a la obesidad”.

Con fundamento en lo anterior este proyecto se centrara en evaluar la funcion del BAT ante una la
exposicion oral cronica a dosis de minimo riesgo (NOAEL y LOAEL) de cadmio en un modelo murino
como lo es la rata macho Wistar.
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5.- Objetivos

General
Caracterizar la histologia y funcién del tejido adiposo marrén de rata macho Wistar expuestas
cronicamente a cadmio en dosis de minimo riesgo.

Especificos
1.-Valorar el estado metabdlico y zoométrico de ratas Wistar expuestas cronicamente a Cd en dosis
de minimo riesgo.

2 -Analizar la morfologia y las proteinas de funcién (PPARy, PAPRa, UCP1) del tejido adiposo marrén
mediante técnicas histoldgicas.

3.- Analizar la actividad en gel de la funcién mitocondrial del tejido adiposo marrén.

6.- Hipdtesis

Nula

Las ratas expuestas crénicamente a cadmio en dosis de minimo riesgo no desarrollaran
blangueamiento, pérdida de funcion o disminucion de la actividad mitocondrial del tejido adiposo
marron.

Alterna
Las ratas expuestas cronicamente a cadmio en dosis de minimo riesgo desarrollaran blanqueamiento,
pérdida de funcién o disminucién de la actividad mitocondrial del tejido adiposo marrén.
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7.- Diagrama de trabajo
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8.- Metodologia

Los animales empelados en este proyecto fueron manejados bajo los lineamientos de la guia del
cuidado y uso de animales de laboratorio establecida por el CICUAL.

Etapa De Acondicionamiento.

En este estudio se emplearon 90 ratas macho de la cepa Wistar provenientes del bioterio “Claude
Bernard”, con un rango de peso de 70 a 80 g, estos fueron pesados continuamente hasta que alcancen
los 100 g, lo que equivale a 15 dias de acondicionamiento bajo condiciones ambientales de ciclo de
luz-oscuridad de 12 horas, a 19-26 °C, con disponibilidad ad libitum de alimento y agua (dieta standard
5001, LabDiet; St. Louis, MO, EE. UU.).

Induccion de modelo de Cadmio.

Una vez terminado el proceso de acondicionamiento las 90 ratas fueron divididas aleatoriamente y
agrupadas de la siguiente manera:

Primero en 3 grupos cada uno conformado por 30 ratas, estos grupos fueron identificados como
Control el cual se alimentd con dieta LabDiet Rodent 5001 y agua libre de Cd, ad libitum (n=30), Cd
15ppm alimentado con dieta LabDiet Rodent 5001 y agua de bebida con 15 ppm de CdCly, ad libitum
(n =30), y Cd 32 ppm se le dio dieta LabDiet Rodent 5001 y agua de bebida con 32.5 ppm de CdCl,,
ad libitum (n = 30). Cada uno de estos a su vez se subdivididé en 5 grupos los cuales se denominaran
15 dias (n=5), 1 mes (n=5), 2 meses (n=5), 3 meses (n=5), 4 meses (n=5) y 5 meses (n=>5). Estas
condiciones fueron continuas durante el tiempo mencionado para cada grupo.

Las ratas fueron expuestas a una dosis LOAEL (Grupo 32ppm) y NOAEL (Grupo 15ppm), ambas dosis
consideradas dosis de minimo riesgo.
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Zoometria.

Se llevd a cabo un monitoreo semanal de las medidas corporales de los animales de experimentacion.
Donde se evalud el peso con ayuda de una balanza digital tarada con una caja de policarbonato y
aserrin, mientras que las medidas del contorno de la cintura y la talla o la altura con ayuda de una
cinta métrica tomada desde la base de la cola a la punta de la nariz y con estos datos se calculd:

e indice de masa corporal (IMC).

Peso
M = Talla?
e Porcentaje de grasa segun el indice de Lee para modelos de roedores (Rogers and Webb,
1980).
%Grasa Corporal = M x 100
Talla (cm)

Obtencion de muestras.

Muestra sanguinea.

Un dia después del término del periodo de exposicién indicado para cada subgrupo se procedio a
sacrificar a los cinco animales que conformaban a cada uno de estos. El dia del sacrificio se sometié a
los grupos a condiciones de ayuno de 4 a 5 horas. Tras anestesiar a las ratas con una dosis de ketamina
+ xilazina (0.2 ml/100 gr) via intraperitoneal, se procedié a tomar muestra por puncion intracardiaca
y se les extrajo 5 ml de sangre (aproximadamente). Los cuales fueron recolectados en tubos BD
Vacutainer para suero con gel separador centrifugados a 3,500 rpm durante 10 minutos. El suero fue
separado y almacenado a-70 °C hasta su analisis.

Biopsia de tejido adiposo café.

Posteriormente a la eutanasia de los animales y toma de muestra sanguinea por puncion cardiaca, de
inmediato se realizd una perfusién cardiaca para limpiar los tejidos con solucion salina isoténica (fria)
y se procedid a realizar la biopsia de tejido adiposo café.

La biopsia de tejido adiposo café fue extraida de la zona subescapular de la rata. Cada tejido obtenido
se dividio en 2 lébulos de los cuales uno de ellos se almaceno en una eppendorf de 2 mL rotulado con
los datos correspondientes a su grupo y almacenado a -70°C destinado para su posterior
procesamiento en BN-PAGE, mientras que el otro Iébulo fue almacenado en un tubo eppendorf de 2
mL con formalina buferada al 4% a un pH de 7.4 para su posterior analisis histolégico. (Anexo 1)

Determinaciones séricas.
Bioquimicas.

Luego de la obtencidn sanguinea, mediante pruebas espectrofotométricas con kits comerciales,
basadas en reacciones de oxidacidon y su posterior acople a reacciones colorimétricas cuya
absorbancia se mide a 505 nm y es proporcional a la concentracion de los analitos en la muestra. Los
parametros bioquimicos séricos que se determinaron fueron triglicéridos, colesterol, colesterol HDL,
colesterol LDL, las cuales fueron analizadas en un espectrofotémetro automatizado Biosystem modelo
A-25 con reactivos de la marca Spinreact. Mientras que los acidos grasos libres se realizaron segun el
método reportado por Soloni en 1973, el cual se basa en la extraccion con cloroformo y la posterior
reaccion colorimétrica con el reactivo de cuprizona. (Anexos 1-5)
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Hormonas.

Las concentraciones séricas de las distintas hormonas leptina, adiponectina, Ts (Libre) y Ta, se
analizaron mediante la técnica de ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) de manera
automatizada con un equipo StatFax 4700. (Anexo 6)

Ensayos Tisulares.

Técnicas histologicas.

Una vez que el tejido fue fijado con formalina, las muestras se deshidrataron eliminando
gradualmente el agua por medio de lavados con xilol y alcohol (Anexo 7) y finalmente se realiza la
impregnacion con parafina hasta la completa inclusién del tejido, tomando en cuenta la orientacion
del tejido. Los tejidos fueron cortados en un microtomo Leica RM2125 a un grosor de 5 pm vy
colocados en portaobjetos previamente embebidos en poli-L-lisina al 0.1%, resguardandose hasta su
uso para las diferentes técnicas utilizadas obteniendo 7 laminillas de cada subgrupo.

Hematoxilina & eosina

El andlisis histologico se realizd con tincién una tincién hematoxilina & eosina utilizando
procedimientos estandar las laminillas rotuladas adecuadamente con los tejidos de cada grupo
experimental fueron desparafinadas, tefiidas y rehidratadas por procedimiento estandar, las
fotomicrografias de las estructuras fueron tomadas en un microscopio Optimus de campo claro con
el objetivo de 20x, para su posterior analisis. (Anexo 8)

Inmunofluorescencia

Se incubaron secciones de tejidos para desparafinarse con calor seco en una estufa a 60°C,
posteriormente se sumergieron las muestras en xilol, para quitar el exceso de parafina (5 min),
enseguida se ingresaron al tren de deshidratacién para realizar los lavados de la siguiente forma xilol
(15 lavados), seguido de alcohol 50%-xilol 50% (15 lavados), alcohol absoluto (15 lavados), alcohol
absoluto (15 lavados), alcohol al 96% (15 lavados), y finalmente se lavé con agua destilada (3 lavados)
y se mantuvo en hidratacién en buffer de fosfatos (PBS 1x). Posteriormente se siguid a la recuperacion
antigénica, la cual se realizé con una solucién Diva Decloaker de BioCare dilucién 1:10 a 60 °C por 40
min y se deja enfriar. Se realizd el bloqueo con una solucion de albumina al 2% en solucién salina
isoténica en frio. Se lavd y se colocd el anticuerpo primario diluido en albdmina libre de
inmunoglobulina al 1%, toda la noche se cubridé con aluminio y se dejo incubando a 4°C, al dia
siguiente se lavo el exceso del anticuerpo primario y se colocd el anticuerpo secundario acoplado al
fluorocromo en las mismas condiciones de dilucidn, Unicamente por 2 horas, siempre en oscuridad,
para teflir los nucleos se empled DAPI y se protegen con vecta shield.

Los anticuerpos empleados en este protocolo fueron: PPAR-a (sc-398394 santa cruz), PPAR-y (sc-7273
santa cruz), UCP-1(U6382 sigma) todos con una dilucion 1:200, seguido de marcaje con anticuerpos
secundarios con isotiocianato de fluoresceina (FITC) en dilucion 1:400 FITC anti-mouse (115-095-146)
para PPAR-a y PPAR-y, mientras que para UCP-1 se empled rodamina anti-rabbit (111-295-144) (Anexo
9). De los cuales se obtuvieron fotomicrografias (objetivo de 40 x) empleando un microscopio de
fluorescencia conectado a una cdmara (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemania), con el fin de
semicuantificar y normalizar unidades arbitrarias (pixeles) empleado el programa ImageJ.
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BN-PAGE

Para evaluar la actividad de los complejos |, IV en la cadena de transporte de electrones mitocondrial
y la formacion de supercomplejos, en el tejido adiposo café de los grupos experimentales, se
realizaron corrimientos electroforéticos en condiciones nativas (Blue-Native Gel). Para ello primero
se aislaron las mitocondrias de cada una de las muestras, medicién de proteinas para lo cual se siguid
el método Bradford (Anexo 10), y asi calcular el volumen de carga, que correspondié a 100 g de
muestra, posterior a esto se realizé el tratamiento con digitoina al 20% para solubilizar la membrana
mitocondrial y obtener los complejos proteicos. Finalmente se realizaron los corrimientos
electroforéticos en condiciones nativas para logara la separacién de los complejos por su peso
molecular, para finalmente evaluar la actividad en gel (Anexo 11).

Analisis Estadistico

Se realizd una comparacion entre grupos control y grupos problema de cada uno de los periodos de
exposicion a Cd, estos datos fueron recabados y procesados para obtener los siguientes pardmetros
estadisticos el promedio, la desviacion estandar, y el error estandar de la media, los cuales fueron
analizados mediante: ANOVA de 1 via post hoc Bonferroni, para determinar si existen diferencias
significativas respecto al grupo control. Lo anterior empleando el programa Graphpad prism Versién
9.0.
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9.- Resultados.

Efectos del cadmio en la zoometria de la rata Wistar.

Para poder evaluar los cambios zoométricos de los grupos expuestos a cadmio, se monitorearon
parametros como talla, peso, IMC entre otros los resultados se encuentran graficados en la Figura 1.
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Figura 1. Evaluacion de los cambios Zoométricos. A) Peso. B) Talla. C) indice de masa corporal. D)
Circunferencia de la cintura. E) Porcentaje de grasa corporal. Los resultados mostrados son el
promedio de 5 experimentos + EEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p
<0.05 por ANOVA de una via con andlisis post hoc de Bonferroni.

Al monitorear el peso de los animales se observé que hay un incremento en el peso de los animales
expuestos a las dosis experimentales (Figura 1A), sin embargo, solo se aprecian cambios
estadisticamente significativos a los 15 dias de exposicidon ante ambas dosis experimentales la cuales
muestran una disminucién del peso de los animales del 24% (15 ppm)y 23% (32 ppm), y aunque hay
una notable y gradual tendencia hacia el alza en el peso en los periodos posteriores, este incremento
aun no muestra diferencias estadisticamente significativas al compararlos con el grupo control en los
diferentes tiempos de exposicién para ninguna de las dos dosis 32 ppmy 15 ppm.

En cuanto a la talla (Figura 1B), hubo una disminucion que representaba cambios respecto al grupo
control ante la dosis de 32 ppm al primer y segundo mes de exposicion del 6% y 4% respectivamente,
sin embargo, estas diferencias significativas no se observaron en los siguientes periodos de exposicion
ante ambas dosis de Cd. Al evaluar el indice de masa corporal (Figura 1C) se observé una baja en este
parametro ante la primer interaccién con el modelo experimental mostrando descenso del 24% y 20%
para 15 ppm y 32 ppm respectivamente, mas tarde se aprecid un incremento en los grupos
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experimentales siendo los grupos expuestos a la dosis de 32 ppm los cuales mostraron un incremento
del IMC del 11% (1 mes), 9% (2 meses), 43% (3 meses), 9% (4 meses) y finalmente del 18% (5 meses)
los cuales al ser comparados con el grupo control representaban cambios estadisticamente
significativos.

La circunferencia abdominal (Figura 1D) presento un patrén en el que ante los primeros meses de
exposicion a ambas dosis se puede notar un descenso en el pardmetro de esta medida sin diferencias
estadisticamente significativas. Es a partir del segundo mes de exposicion ante ambas dosis cuando
podemos apreciar incrementos en la medida de la circunferencia abdominal, siendo el 3er, 42 mes los
gue han incrementado respecto al grupo control, sin embargo, es en el 52 mes donde se observa el
maximo del incremento de este parametro en ambas dosis para 15 ppm del 9% mientras que para la
dosis de 32 ppm del 18%.

El porcentaje de grasa (Figura 1E), en los primeros grupos de exposicion al modelo estos bajan el
porcentaje respeto al grupo control, pero estos descensos ante las dosis de exposicién de 15 ppmy
32 ppm sin embargo estas bajas son estadisticamente significativas solo a los 15 dias mostrando un
9% (15 ppm) y 7% (32 ppm). A pesar de que este pardmetro incremento en los periodos posteriores
de exposicion este solo represento cambios estadisticamente significativos respecto al grupo control
ante la dosis de 32 ppm al primer mes de exposicién mostrando un 6% y al segundo mes con un 4%
y aunque este incremento persistié en los periodos posteriores y aunque hay incremento del
porcentaje de grasa respecto al grupo control estos mismos no presentan diferencias significativas.

Efectos de la exposiciéon de cadmio sobre lipidos séricos.

El monitoreo periddico del panel de lipidos ante los diferentes tiempos de exposicion se realizé con
la finalidad de evaluar la dindmica sérica la movilizacién de lipidos, los graficos obtenidos en estos
analisis estadisticos se encuentran graficados en la Figura 2.
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Figura 2.Lipidos séricos. A) Colesterol. B) Colesterol HDL. C) Colesterol LDL. D) Triglicéridos (TG), E)
Acidos 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 via con andlisis

post hoc de Bonferroni.

En los grupos expuestos 15 dias, 1 mes, 2 meses, 3 meses se aprecid que los niveles séricos de
colesterol total de los grupos experimentales mostraron un incremento gradual al ser expuestos a
dosis 15 ppm y 32 ppm respecto al control (Figura 2A), siendo los grupos expuestos a dosis de 32 ppm
los que mostraron un mayor incremento, sin embargo, al evaluar estos niveles a los 4 meses, se
observa un aumento del 8% en el grupo 15 ppm, mientras que el grupo 32 ppm aumento 16%
respecto a su grupo control. Finalmente, a los 5 meses de exposicién ambos grupos mostraron
aumentos con diferencias notables, las cuales fueron del 18% para el grupo 15 ppm y del 25% del
grupo 32 ppm.

Los niveles séricos de Colesterol HDL disminuyeron desde el primer mes de exposicién al Cd para
ambos grupos, 15 ppm (26%) y 32 ppm (27%) (Figura 2B), a los 2 meses del 16% y 31%, a los 3 meses
del 14% en ambos grupos, a 4 meses del 23% y 29%, y a los 5 meses fue de 32% y 31%, respecto al
grupo control. Por el contrario, los niveles séricos de Colesterol LDL incrementaron estadisticamente
después de dos meses en ambos grupos 26% y 39%, al tercer mes 29% y 51%, en el cuarto mes 30%
y 58%, y al quinto mes 47% y 60% (Figura 2C).

Por su parte, la concentracién de triglicéridos comenzd a mostrar en los grupos expuestos a Cd
incremento estadisticamente significativo desde al primer mes 14% (15 ppm) vy 24% (32 ppm)
respecto al grupo control (Figura 2D), a los dos meses 24% y 28%, al 3er mes del 30% y 32%, al 49
mes del 56% y 63%, y en el quinto mes fue del 55% y 66%, respectivamente. Adicionalmente se
determind la concentracién de AGL, los cuales se incrementan a partir del primer mes en 19% vy 39%
(Figura 2E), al segundo mes 33%y 32%, al tercer mes 42% y 48%, al cuarto mes 39% vy 47%, y al quinto
mes 41% vy 57%.
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Efecto de la exposicién de cadmio sobre la concentracién de hormonas.

Evaluamos la concentracion de hormonas secretadas por el tejido adiposo blanco; leptina y
adiponectina y hormonas tiroideas que activan termogénesis en el BAT (Figura 3). Los niveles de T3 se
incrementaron estadisticamente después de la exposicion a cadmio hasta el primer mes solo para el
grupo de 32 ppm siendo del 47%. Este incremento continlo mostrando diferencias estadisticamente
significativas frente al respectivo grupo control en todos los periodos posteriores ante ambas dosis
sin embargo este fue mayor en el grupo de 32 ppm, en el segundo mes fue de 30% y 79% para 15
ppmy 32 ppm, en el tercer mes fue de un 15 ppm fue del 32% y el de 32 ppm 85%, mientras que en
el cuarto mes hubo un incremento en el grupo de 15 ppm (29%) y en el grupo de 32 ppm (69%)
cuando se compara al grupo control. Por su parte, a los 5 meses de exposicion este incremento se
hace significativo para ambos grupos expuestos a Cd en 60% y 65 % para 15 ppm y 32 ppm
respectivamente (Figura 3A).
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Figura 3. Evaluacion de hormonas relacionadas con la funcidon adipocitaria. Las barras muestran el
promedio de 5 experimentos + EEM para cada periodo donde fueron evaluados los siguientes
parametros. A) Adiponectina. B) Leptina. C) Triyodotironina (Ts). D) Tiroxina (T4). (*) Indica diferencia
significativa con respecto al grupo control p < 0.05 por ANOVA de una via con andlisis post hoc de
Bonferroni.
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Por su parte, a pesar de que se logran apreciar tendencias en el incremento de la hormona T4 (Figura
3B) en ambos grupos expuestos a cadmio, esta tendencia presento cambios estadisticamente
significativos al compararlos contra el grupo control solo en los grupos expuestos a la dosis de 32 ppm
mostrando un incremento en el ler mes del 6%, mientras que en el 22 del 11%, mientras que en 32
se presentd ambos grupos experimentarles 15 ppm y 32 ppm un incremento del 6% y 10%
respectivamente frente al grupo control.

Al evaluar la concentracidon de adiponectina (Figura 3C), se evidencio que a los dos meses se comienza
denotar una disminucién gradual en los niveles de esta hormona, pero no es hasta los tres meses en
donde se observa una disminucion significativa de forma estadistica respecto al grupo control siendo
esta disminucién de 17% y 28% para el grupo 15 ppm y 32 ppm del respectivamente, a los 4 meses
esta disminucion se hace mayor, siendo de 33% para 15 ppm y del 23% para 32ppm, por su parte, al
quinto mes se encontrd la mayor diferencia significativa respecto al grupo control encontrando una
disminucion del 39% (15 ppm) y 42% (32 ppm).

Por su parte, los niveles de leptina tuvieron el efecto inverso en los grupos expuestos a Cd (Figura
3D), aligual que en otros parametros los cambios se presentan a partir del segundo mes con un 12%
(15 ppm) v 13% (32 ppm), en el tercer mes experimental se observan incrementos significativos del
24% para 15 ppm y del 34% para 32 ppm, en el cuarto mes este cambio mantuvo un incremento de
21%y 36% para los grupos 15 ppmy 32 ppm respectivamente, y nuevamente fue el quinto mes quien
mostro los mayores porcentajes de incremento de leptina para los grupos 15 ppm del 28%, mientras
que el expuesto a 32 ppm en un 43%.

Efecto de la exposicién a cadmio sobre la morfologia del tejido adiposo café.

En la Figura 4A se observa que la exposicién crénica a Cd en ambas dosis de minimo riesgo ocasiond
hipertrofia en el BAT. Para corroborar esto se realizd un andlisis cuantitativo, donde se conté el nimero
de células por campo, el cual disminuye significativamente en los grupos experimentales 15y 32 ppm,
de manera gradual en dependencia del tiempo. A los 15 dias hubo una baja en el nimero de células
en el grupo de 15 ppm del 11%. En el segundo mes ante la dosis de 32 ppm hubo un cremento
respecto al grupo control del 15%, mientras tercer mes el nimero de células fue 14% y 17% menor
en los grupos 15 ppmy 32 ppm, en el cuarto mes fue de 11% y 18%, y finalmente, en el quinto fue
del 20% vy 27%, respectivamente.
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Figura 4. Evaluacion de los cambios morfoldgicos en el BAT. A) Muestra cortes de tejido adiposo café
(5um) de la una tincidn de hematoxilina & eosina de los grupos experimentales y el grupo control. Las
barras muestran el promedio de 25 campos diferentes donde fueron evaluados los siguientes
pardmetros. B) Células por campo. C) Area Celular. D) Didmetro Celular. (*) Indica diferencia
significativa con respecto al grupo control p < 0.05 por ANOVA de una via con andlisis post hoc de
Bonferroni para los grdficos Cy D, mientras que para el grafico B se aplico ANOVA de una via para no
paramétricos con andlisis post hoc de Dunn.

El anélisis del area celular de los adipocitos marrones (Figura 4C) incremento a partir de los dos meses
de exposicion el grupo 32 ppm (17%). Y a partir de los 3 meses de exposicidon incrementd en ambos
grupos expuestos 14% (15 ppm) y 18% (32 ppm), a los 4 meses 18% y 25%, y a los 5 meses 28% y
40%, lo que indica una hipertrofia en del BAT asociada a la exposicidn crénica a Cd. Adicionalmente,
se evalud el didmetro de los adipocitos (Figura 4D), donde a partir del segundo mes en el grupo 32
ppm incrementd 8.3%, este indicador incrementd en las cohortes temporales de 3 a 5 meses ambos
grupos expuestos a Cd, en 7%, 9% y 13 en el grupo 15 ppm; mientras que en el grupo 32 ppm
incrementd 9%, 11% vy 18%.

Efecto de la exposicién a Cadmio sobre la expresién de factores de transcripcion nucleares.

Primero se evalud los efectos que tiene la exposicion cronica a dosis de minimo riesgo sobre la
expresion de PPAR-a, mediante inmunofluorescencia (Figura 5A). El andlisis de inmunorreactividad
demostrd que la expresion de este factor disminuye respecto al tiempo de exposicién a Cd. En el
grupo 15 ppm desde el primer mes se presentd una baja significativa en la expresién de PPAR-a que
correspondio a 42%, a los 2 meses fue de 16%, al 3er mes fue de 28%, al 42 mes fue de 38.12 %, y al
52 mes fue del 30%. En el grupo de 32 ppm disminuyd en 55% (22 mes), 52% (3er mes), 34% (42 mes)
y 43% (59 mes; Figura 5B).
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Figura 5.Inmunofluorescencia del receptor activado por el proliferador peroxisomal alfa. A) Muestra
cortes de tejido adiposo café (5um) de la inmunorreactividad para PPAR-o en los grupos
experimentales y grupo control. B) Se muestra el andlisis densito métrico de las fotomicrografias, las
barras muestran el promedio de 20 campos diferentes. (*) Indica diferencia significativa con respecto
al grupo control p £ 0.05 por ANOVA de una via con andlisis post hoc de Bonferroni.

También evaluamos la expresion de PPAR-y quien tuvo un comportamiento variable y mayormente al
incremento en los grupos expuestos a Cd (Figura 6A). En el grupo 15 ppm la expresion de PPAR-y
incrementd 57% (15 dias), 37% (2 meses), 25% (3 meses), y 25% (5 meses). Mientras que, en el grupo
32 ppm incrementd 65% (15 dias), 26% (1 mes), 43% (2 meses), 41% (3 meses), 13% (4 meses) y 24%
(5 meses; Figura 6B).
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Figura 6. Inmunofluorescencia de receptor activado por el proliferador peroxisomal gamma. A)
Muestra cortes de tejido adiposo café (5um) de la inmunorreactividad para PPAR-y en los grupos
experimentales y grupo control. B) Se muestra el andlisis densito métrico de las fotomicrografias, las
barras muestran el promedio de 20 campos diferentes. (*) Indica diferencia significativa con respecto
al grupo control p < 0.05 por ANOVA de una via con andlisis post hoc de Bonferroni.

Efecto de la exposicién a cadmio sobre la expresion de la UCP-1

Debido a que se encontrd un gradual descenso en la expresion de un factor de transcripcion esencial
para la expresion de genes termogénicos ante una exposicion cronica a Cd a dosis de minimo riesgo,
se decidid evaluar la expresion de la proteina UCP-1 (Figura 7A). Interesantemente, se encontrd que
desde etapas muy tempranas de la exposicion a Cd disminuye la expresion de esta proteina,
encontrando diferencias estadisticamente significativas en los grupos expuestos (Figura 7B). A los 15
dias disminuyo en 31% para el grupo 15 ppmy 25% para el grupo 32 ppm, a 1 mes fue del 29% y 13%,
a 2 meses fue del 49% vy 34%, a 3 meses fue de 37% vy 28%, a los 4 meses fue del 27 %y 30 %,y a 5
meses fue del 69% y 60%, respectivamente.
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Figura 7. Inmunofluorescencia para la proteina desacopladora 1 (UCP-1). A) Muestra cortes de tejido
adiposo café (5um) de la inmunorreactividad para UCP-1 en los grupos experimentales y grupo
control. B) Se muestra el andlisis densitométrico de las fotomicrografias, las barras muestran el
promedio de 20 campos diferentes. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p
<0.05 por ANOVA de una via con andlisis post hoc de Bonferroni.

Efecto de la exposicién a cadmio sobre la actividad mitocondrial del tejido adiposo café.
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Figura 8. Efecto de la exposicion a Cd sobre la actividad del complejo | y SC de la ETC mitocondrial en
tejido adiposo marrdn. A) BNGE mostrando la actividad de Cl y SC (morado). B) Actividad en gel de CI
libre. C) Actividad en gel del supercomplejo (I + IlI;). D) Relacion de la actividad del Cl en SC. Los
resultados mostrados son el promedio del andlisis densitométrico de 3 experimentos + EEM. (*) Indica
diferencia significativa con respecto al grupo control p < 0.05 por ANOVA de una via de una via para
no paramétricos con andlisis post hoc de Dunn.

La Figura 8A presenta el corrimiento electroforético, asi como la actividad del Cl de la CTE mitocondrial
del tejido adiposo café. En la cual se observa el efecto sobre la actividad del mondmero del complejo,
donde se evidencia una disminucion en los primeros tres tiempos de exposicion. Sin embargo, solo el
grupo expuesto a 32 ppm durante un mes mostré diferencia estadisticamente significativa. En el
tercer mes de exposicidn, incrementd 16% su actividad en el grupo 32 ppm. Este incremento se
presentd en el cuarto y quinto en los grupos 15 ppm (13% y 17%) y 32 ppm (19% y 24%).

Por otra parte, en la Figura 8B, se muestra la actividad del SC | + lll,. Ante la exposicion a 32 ppm de
Cd, incrementa la actividad respecto del tiempo en 19% (15 dias) y 29% (1 mes). Esta tendencia se
mantuvo hasta el tercer mes, donde se alcanzé el maximo de su actividad, incrementando en ambos
grupos, 17% y 19% para 15 ppm y 32 ppm. No obstante, hacia la fase final de la exposicion a Cd, se
registré una disminucién progresiva en su actividad, disminuyendo 19% y 23% en el grupo 15 ppmy
34% y 28% en el grupo 32 ppm al cuarto y quinto mes.

Por dltimo, La Figura 8C muestra la relacion | + lllo/l. En este SC, se encontré un incremento
estadisticamente significativo en respuesta a la exposicién a 32 ppm, con aumentos del 43% a los 15
dias y del 63% al mes. El incremento también se observé a los 2 meses en el grupo expuesto a 15
ppm, con un aumento del 28%. Durante la fase final del modelo, se registraron disminuciones de la
actividad del 29% y 45% para 15 ppm y 32 ppm en el cuarto mes. En el quinto mes, la disminucién de
la actividad continud para 15 ppm y 32 ppm; no obstante, estos cambios no fueron estadisticamente
significativos.
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Figura 9. Efecto de la exposicion a cadmio sobre la actividad del complejo IV y SC de la ETC mitocondrial
en tejido adiposo marrdn. A) BNGE mostrando la actividad de CIV y SC (café). B) Actividad en gel de
CIV libre. B) Actividad en gel del dimero (1V-). C) Actividad en gel del supercomplejo (lll; + IV) D)
Relacion de la actividad del CIV en SC. Los resultados mostrados son el promedio del andlisis
densitométrico de 3 experimentos + EEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo
control p £0.05 por ANOVA de una via de una via para no paramétricos con andlisis post hoc de Dunn.

La Figura 9A presenta el corrimiento electroforético, asi como la actividad del complejo IV de la cadena
de electrones mitocondrial del tejido adiposo café. En la Figura 9B, se observa que, tras la exposicién
al cadmio, la actividad del mondmero del complejo IV aumenté gradualmente. Sin embargo, aunque
en los tiempos cohorte de 15 dias, 1y 2 meses se percibe un incremento en la actividad, estos cambios
no resultaron estadisticamente significativos. No obstante, a los 3, 4 y 5 meses se evidenciaron
diferencias estadisticamente significativas, registrandose incrementos del 15%, 16%y 12% en el grupo
15 ppmy 21%, 20% y 16% en el grupo 32 ppm.
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Por otro lado, en la Figura 9C se presenta la actividad del dimero del complejo IV. Durante la primera
etapa de exposicidn (15 dias, 1 mesy 2 meses), se percibe un leve incremento en la actividad ante la
exposicion al cadmio, siendo mas pronunciado en los grupos expuestos a 32 ppm. Sin embargo, solo
el grupo expuesto a 32 ppm durante 1 mes mostro diferencias estadisticamente significativas, con un
aumento del 20%. La actividad del dimero del complejo IV alcanzd su maximo incremento a los 3
meses, con aumentos del 18% y 20% para 15 ppm y 32 ppm. Mientras que, a los 4 y 5 meses se
evidencié una disminucion significativa de la actividad, con reducciones del 20% y 19% en el grupo 15
ppmy del 31% vy 24% en el grupo 32 ppm.

En cuanto al supercomplejo Ill; + IV (Figura 9D), los resultados mostraron un incremento en su
actividad durante las primeras etapas de exposicion, registrando aumentos del 19% a los 15 dias y del
30% al mes. Posteriormente, a partir del tercer mes de exposicidén, se observa una tendencia
decreciente en la actividad. Aunque esta disminucion es visible en el grafico, el analisis estadistico
reveld que solo los grupos expuestos a 32 ppm durante 4 y 5 meses presentaron diferencias
estadisticamente significativas, con reducciones del 35% y 22%.

Finalmente, la Figura 9D muestra la relacidon entre la actividad de los supercomplejos formados por el
complejo IV y la actividad del mondémero del complejo IV (IV2/IV). Durante los primeros meses de
exposicién, se registrd una tendencia al incremento. No obstante, a los 4 y 5 meses de exposicion
disminuyd estadisticamente, con reducciones del 31% y 29% en el grupo 15 ppmy en 42% y 35% en
el grupo 32 ppm. Adicionalmente, la relacion Ill; + IV/IV mostrd un incremento del 17% y 13% ante
dosis de 15 ppm y 32 ppm durante el primer mes de exposicion. Esta tendencia al alza se mantuvo
durante la fase inicial de exposicién al cadmio. Sin embargo, a los 3, 4 y 5 meses se presentd una
disminucion estadisticamente significativa del 20%, 24% y 29% en el grupo 15 ppm y del 25%, 46% y
35% en el grupo 32 ppm.
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Discusion De Resultados.

Los trabajos mas recientes de nuestro grupo de trabajo, han demostrado que, ante la exposicion
subaguda, subcrénica y crénica de Cd a dosis de minimo riesgo por via oral en diferentes
concentraciones (NOAEL y LOAEL) en modelos murinos, se desarrollan alteraciones metabdlicas, las
cuales generan un fenotipo similar al sindrome metabdlico y diabetes observado en humanos. El
metal no puede metabolizarse en especies menos téxicas, siendo el higado, rifiones, pulmones,
testiculos, prostata, corazon, sistema esquelético, sistema nervioso y sistema inmunoldégico los
organos blanco de la toxicidad del Cd (Moroni-Gonzalez et al., 2023; Sarmiento-Ortega et al., 2025).
Organos donde el Cd genera alteracién del equilibrio intracelular del calcio, la induccién de estrés
oxidativo, la alteracion de los procesos de sefializacién celular y alteraciones epigenéticos. Aunado lo
anterior a causa de su bioacumulacion lo que conduce a la disfuncion y al dafio tisular (Qu & Zheng,
2024). En cuanto a los efectos que tiene la exposicién a dosis de minimo riesgo de Cd sobre el WAT,
se ha demostrado que induce resistencia a la insulina, inflamacién, estrés oxidativo, hipertrofia,
alteracion en la produccién de hormonas de origen adipocitario, lo que contribuye a la resistencia a
insulina, lipdlisis e intolerancia a la glucosa en el WAT (Sarmiento-Ortega et al., 2025). Sin embargo,
aunque hay diversos articulos sobre los efectos téxicos de la exposicion a Cd, la mayor parte de esta
informacion esta centrada en el WAT, mientras que la informacion sobre el efecto en el BAT es nula.

La obesidad se define como la acumulacién excesiva o anormal de grasa o tejido adiposo en el cuerpo,
lo cual puede tener consecuencias adversas para la salud (Panuganti et al., 2023). Se ha demostrado
gue la expansion no saludable del WAT incrementa el riesgo de desarrollar sindrome metabdlico. Esta
expansion se caracteriza tipicamente por hipertrofia de adipocitos, inflamacion crénica y fibrosis,
condiciones que se asocian con la resistencia a la insulina (MaknakoB et al., 2004). La hipertrofia
adipocitaria impacta en los parametros zoométricos de los murinos, como se ha evidenciado en
estudios previos realizados por nuestro grupo. En investigaciones anteriores, se reportd que la
exposicion cronica a Cd, incluso en dosis consideradas de bajo riesgo (15 ppm y 32 ppm), induce
modificaciones significativas en la zoometria de la rata Wistar, observandose un aumento en el peso
corporal, el perimetro abdominal, el indice de masa corporal (IMC) y el porcentaje de grasa corporal,
factores que se correlacionan con el tiempo de exposicidon al Cd. Estos cambios se atribuyen a la
hipertrofia del WAT visceral (Sarmiento-Ortega et al.,, 2017, 2025). En concordancia con estos
hallazgos, nuestros resultados también indican un aumento gradual en las medias de IMC, peso,
porcentaje de grasa, circunferencia abdominal y talla en las ratas expuestas al Cd, con un incremento
estadisticamente significativo observado a los tres meses de exposicién, siendo mas pronunciado en
el grupo expuesto a 32 ppm como se muestra en la Figura 1. Evaluacion de los cambios Zoométrico.

Es muy claro que las dislipidemias ocasionadas son causadas principalmente debido a la resistencia a
la insulina y que tiene 3 componentes principales; aumento de los niveles de triglicéridos, cambios
en la composicion de LDL y disminucion de HDL. Sin embargo, estas caracteristicas son asociadas al
consumo de dietas hipercaldricas y condiciones como la obesidad (Howard, 1999). No obstante, la
disrupcion del metabolismo lipidico ocasionado por la exposicion a Cd es un tema relativamente
reciente, por lo tanto, la informacién a acerca de esto es escasa. En trabajos previos de nuestro grupo
de investigacion, Sarmiento y colaboradores han demostrado que la exposicion crénica a dosis de
minimo riesgo del xenobidtico, generan hiperinsulinemia e hiperglicemia la cual es tiempo y dosis
dependiente de la concentracion de Cd al que fueron expuestas. A través de modelos matematicos
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como lo son indice de HOMA-IR y de resistencia hepatica a insulina LIRI, se describié que las ratas
expuestas a Cd desarrollan resistencia a la insulina desde el primer mes de exposicion, demostrando
gue la exposicién a Cd tiempo- dosis dependiente causa alteraciones en la respuesta de la hormona,
tanto en a niveles NOAEL como LOAEL, siendo en esta Ultima mas temprana su observacién. Ademas,
al evaluar la activacién del receptor de insulina se encontré hiperfosforilaciéon de residuos de treonina
(causando retroalimentacién negativa) la cual se origind al primer mes de exposicidon y aumento
periddicamente (Sarmiento, 2017).

La resistencia a la insulina se identifica como una respuesta bioldgica alterada en tejidos diana de la
hormona, como el musculo esquelético y tejido adiposo, ocasionando una pobre captura de glucosa,
ocasionando hiperglicemia la cual generara un aumento del estado hiperinsulinémico, induciendo
lipogénesis y gluconeogénesis hepatica (Courtney & Olefsky, 2007, Moroni, 2019).

Se ha descrito que, en condiciones de resistencia a la insulina, el higado no tiene la capacidad de
inhibir la gluconeogénesis, y de manera paraddjica la lipogénesis es sostenida. Aunque esta claro el
papel clave que juega la resistencia a la insulina sobre la lipogénesis hepatica, en el afio 2017
Sarmiento y colaboradores demostraron el Cd en dosis NOAEL y LOAEL es un inductor mitogénico al
activar la via MAPK-ERK 1/2 secundaria a la generacién de ROS e inflamacién, la cual tiene una
proteina en comun (S6K) que esta involucrada en la activaciéon y translocacion de transcriptores
nucleares como las proteinas de union a elementos reguladores de esteroles (SREBP1c), induciendo
asi la lipogénesis de Novo. La activacién de este factor transcripcional favorece la expresion de
enzimas clave como la glicerol 3-fosfato aciltransferasa mitocondrial (mGPAT), acelerando la via
glucolitica que sustenta la lipogénesis, al menos en la primer etapa del tiempo de exposicion a Cd,
mientras que enzimas como la acetil coenzima A carboxilasa (ACCa), la sintasa de acidos grasos (FAS)
y la diacilglicerol acil-transferasa 2 (DGGT2), tienen mayor peso en la segunda etapa de exposicién del
modelo dada por sustratos como acidas grasos, por lo que al menos por esta via, el Cd puede
promover la lipogénesis hepatica aunado a la resistencia a insulina (Sarmiento, 2017).

La lipogénesis de novo hepdtica es una ruta biosintética que genera lipidos destinados a ser
almacenados o secretados en lipoproteinas. En nuestro trabajo observamos un aumento en la
concentracioén sérica de triglicéridos desde el primer mes de exposicion para el grupo experimental
con la dosis de 32 ppm mientras que para el grupo de 15 ppm este se observa hasta el segundo mes.
Estos valores se elevan conforme el tiempo de exposicion al modelo avanza, es decir, son tiempo y
dosis dependientes (Sarmiento-Ortega et al., 2017).

Con base en lo anterior, el comportamiento de las fracciones de colesterol también fue analizado, ya
gue se sabe que, mientras la lipogénesis sea mayor, también lo es la movilizacién. En este trabajo se
encontré que, en respuesta a la exposicién de Cd en ambas dosis, la concentracién de las
lipoproteinas de baja densidad incrementa y las lipoproteinas de alta densidad disminuye.
Fisiologicamente, debido a que, el colesterol y los triglicéridos son insolubles en agua, estos deben
asociarse a particulas complejas que tienen un nucleo hidrofdbico de lipidos no polares (ésteres de
colesterol y triglicéridos), rodeado por una membrana hidrofilica que consta de fosfolipidos, colesterol
libre y apolipoproteina; las cuales son llamadas lipoproteinas que permitan el transporte lipidos
hidrofobos como fosfolipidos, triglicéridos y colesterol en plasma para que estos lleguen desde el
higado a los tejidos periféricos y viceversa (Feingold & Grunfeld, 2000; Juarez Casso & Farzam, 2022;
Sanders & Griffin, 2016).
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Cuando en el higado hay exceso de acidos grasos o carbohidratos, estos son biotransformados en
triacilgliceroles y ésteres de colesterol, que se empaquetan en VLDL y son liberadas a torrente
sanguineo para que sean captadas por los tejidos (Tejido adiposo uno de ellos). La actividad de
lipoproteina lipasa (LPL), activada por un estimulo de insulina, libera acidos grasos de los
triacilgliceroles contenidos en las lipoproteinas. Los acidos grasos liberados, ingresan a las células y
se utilizan en procesos energéticos o se almacenan como triacilgliceroles. Por lo que, la resistencia a
insulina impulsa la lipogénesis hepatica (acelerada por la exposicion a Cd), el flujo de lipidos hacia
tejido adiposo, promoviendo su resguardo e hipertrofia (Feingold & Grunfeld, 2000; Judrez Casso &
Farzam, 2022; Sanders & Griffin, 2016). Adicionalmente, el exceso de LDL estd asociado a
hipertrigliceridemia (Berneis & Krauss, 2002), como se observa en nuestros resultados, generan un
mayor numero de remanentes, dando asi lugar a una mayor concentracién de LDL en los grupos
expuestos a 15 y 32 ppm. Este incremento sostenido de LDL podria explicar por qué vemos el
fendmeno de hipercolesterolemia hasta el cuarto mes de exposicién para la dosis de 32 ppm, ya que
estas son lipoproteinas ricas en colesterol.

Clasicamente se crefa que, la Unica funcion del tejido adiposo era el resguardo de grasa. Sin embrago,
en afios recientes se ha puesto de manifiesto que desempefia multiples funciones, como la regulacion
energética, mantenimiento del metabolismo de carbohidratos vy lipidos, secrecién de adipocinas y
termogénesis sin escalofrios (Estornino, 2023), solo por citar algunas de las mas estudiadas. Con la
finalidad de contrastar los resultados obtenidos en este proyecto, en este apartado nos enfocaremos
en la influencia que tienen adipocinas como leptina y adiponectina en la dindmica metabdlica de los
lipidos ante la exposicion a Cd, ya que el tejido adiposo tiene la capacidad de responder al flujo de
nutrientes para igualar demandas metabdlicas.

Estas dos hormonas son secretadas fungen como nexo entre adipocito y los tejidos implicados en el
metabolismo de la glucosa, los lipidos y la energia. Estudios han evidenciado la importancia de la
adiponectina en la proliferacion celular y la diferenciacién de preadipocitos en adipocitos maduros.
Este proceso mejora el almacenamiento de lipidos y fomenta una expansién saludable del tejido
adiposo, evitando asi la acumulacion de lipidos en otros tejidos, gracias a que favorece la adipogénesis
y mejora la sensibilidad a la insulina (Fu et al., 2005). A nivel hepatico se ha demostrado que estas
hormonas suprimen la lipogénesis. Activan a través del sistema nervioso central y los nervios
simpaticos a-adrenérgicos a la proteina quinasa AMP (AMPK) (fosforilando ACC-1 enzima limitante de
la lipogénesis) y PPARa que estimulan la beta-oxidacidon (Awazawa et al., 2009; Miyamoto et al., 2012).
Particularmente, la adiponectina previene y evita la lipotoxicidad en diferentes tejidos promoviendo
la quema de lipidos.

Ademas, la leptina regula el apetito y el metabolismo energético, actuando sobre el hipotdlamo para
controlar el balance energético. En cultivos de adipocitos reduce la acumulacién de lipidos (William
et al., 2002). Estudios in vivo, se ha demostrado la reduccion de triglicéridos hepaticos y plasmaticos,
al aumentar la oxidacién de acidos grasos vy la cetogénesis (Huang et al., 2006). Aumenta el gasto
caldrico, promoviendo la actividad de tejidos con una alta tasa de gasto energético, como en el BAT
(termogénesis sin escalofrios). En ratones (ob/ob) deficientes en leptina se ha registrado una baja
temperatura corporal y disminucion de UCP-1 en BAT (Harris et al., 1998).

Por lo que es importante tener en cuenta el funcionamiento endocrino del WAT y su influencia tanto
en tejidos periféricos como en el BAT. Son escasos los estudios que evallan los efectos que tiene la
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exposicidon a Cd sobre la secrecidn y accidn de estas hormonas, y cabe recalcar que nuestro modelo
es el primero que evalla la concentracién sérica de esta hormona ante la exposicién a dosis de
minimo riesgo de Cd. En este trabajo encontramos una tendencia inicial al alza de los niveles sérico
de adiponectina. Sin embargo, a partir del tercer mes de exposicion decaen los niveles de esta
hormona ante la dosis de 32 ppm, y en el grupo 15 ppm hasta el cuarto mes, lo cual nos indica que
los efectos observados en la disminucidn de la concentracién de adiponectina ante la exposicién a Cd
son dosis y tiempo dependiente.

En otros estudios se ha observado que al administrar a ratones macho dosis de 0, 5, 10y 20 umol/kg
de Cd via subcutdnea durante 2 semanas disminuye laexpresion de ARNm de |Ia
adiponectina (Kawakami et al., 2010). La administracion via subcutdnea diaria durante 7 dias de
CdCl; endosisde 0, 0.5y 0.75 mg Cd/kg en ratones sin metalotioneina disminuye el nivel de expresién
de adiponectina y la exposicion en cultivos de estos adipocitos genero una supresion de la sintesis de
lipidos e incremento la lipdlisis (Kawakami et al., 2013). La disminucidén en la sintesis y secrecién de
adiponectina ante la exposicidn a Cd, limita su funcion beta oxidante en tejidos periféricos, por lo cual
la quema de lipidos en tejidos periféricos se ve atenuada, esto corrobora y podria explicar en parte,
los resultados observados en la dinamica de los lipidos séricos.

Mientras que para la leptina al igual que en el caso de la adiponectina la informacion es escasa ante
la exposicién a Cd, de acuerdo con algunos estudios informan que la expresion de leptina se redujo
bajo la exposicién al Cd dependiente de la dosis (Levy et al., 2000) y coincidiendo con los estudios de
Kawakami donde postula también una baja en la expresién de leptina, aunque con diferentes dosis
como se menciond anteriormente (Kawakami et al., 2010, 2013). Nuestros resultados son opuestos a
lo reportado en otros estudios, ya que en la primera etapa de exposicion no observamos diferencias
significativas respecto a los controles. Sin embargo, en el tercer mes podemos apreciar como ante la
exposicién a 32 ppm hay un incremento significativo en los niveles séricos de leptina mientras que
para la dosis de 15 ppm suceden hasta el quinto mes de exposicién.

Actualmente la informacién acerca de como se disrumpe este mecanismo fisiolégico es sumamente
escasa, lo anterior puede estar fundamentado en mecanismo potenciales que proponen que, a raiz
de una expansion no saludable del tejido adiposo, se incrementa la secrecién de leptina. Sin embargo,
se ve atenuada su accién, coincidiendo con estados hiperleptinemicos con resistencia a dicha
hormona, el cual hasta la fecha no se habia reportado en la exposicidn a Cd. Dentro de los mecanismos
potenciales para estos cambios, se incluyen procesos que disminuyen la sefializaciéon celular del
receptor de leptina, por estados inflamatorio u oxidativos. Existen reportes in vivo que sugieren que,
SOCS-3 una proteina en respuesta a citocinas inflamatorias, inhibe la via de sefializacion de leptina e
insulina. Por lo tanto, la actividad excesiva de SOCS-3 en células sensibles a la leptina es un mecanismo
potencial para la resistencia a la leptina (Bjgrbask et al., 1999), por lo que el Cd podria de manera
indirecta ser un activador de SOCS-3, a través de la inflamacidn y estrés oxidativo, como la via JAK/STAT
(Carow & Rottenberg, 2014).

Por otro lado, las hormonas tiroideas tienen un efecto directo en el BAT al inducir beta oxidacion. La
forma inactiva de la hormona tiroidea, T4, y su forma activa, la Ts, regulan los procesos metabdlicos
encargados de gestionar el uso de energia. En el BAT, la actividad de estas hormonas esta regulada
por la desyodasa tipo 2, que cataliza la conversion de T4 en Ts (Arrojo E Drigo et al., 2013; Bianco &
Kim, 2006). Se sabe que esta hormona desempefia un papel clave en el equilibrio energético y en el
funcionamiento adecuado del organismo. En relacion con nuestra investigacion, existen estudios que
destacan sus beneficios en el metabolismo basal, la termogénesis, la biogénesis mitocondrial y la
regulacion de grasas y carbohidratos.
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Estas hormonas incrementan tanto la sintesis como el nimero de proteinas mitocondriales, lo que
evidencia su papel crucial en la estimulacion de la biogénesis y la actividad mitocondriales (Lesmana
et al,, 2016; Sinha et al.,, 2015). En experimentos con adipocitos primarios de BAT de ratones
hipertiroideos tratados con T (10 pg/100 g de peso corporal) durante 10 dias, se observé un aumento
en la oxidacion de acidos grasos, la respiracion mitocondrial, el flujo autofagico, la mitofagia y la
biogénesis mitocondrial. Se ha demostrado que el gen UCP-1 estd regulado de por la Ts, y que en
ratones hipotiroideos por la ablacién de la desyodasa tipo 2 (-/-) en el BAT altera la termogénesis
adaptativa y la aparicion de hipotermia indicativos de disfuncion del tejido (Christoffolete et al., 2004).

Nuestros resultados muestran un incremento constante en los niveles de Ts séricos desde el primer
mes de exposicion a Cd indicando que los efectos apreciados en el transito sérico de esta hormona
son tiempo-dosis dependiente. Para el caso de T4 observamos una ligera tendencia hacia el alza la
cual es mayor en la dosis de 32 ppm, esta tendencia permanece hasta el final del tiempo de
exposicion, sin ser estadisticamente significativos.

La toxicidad endocrina del Cd puede causar alteraciones en la funcién tiroidea, como hiperfuncién o
hipofuncion. La tirotoxicidad quimica se refleja en niveles desajustados de T4, T3 0 de la hormona
estimulante de la tiroides (TSH), que son indicadores comunes de la funcion tiroidea en humanos y
animales de laboratorio (Buha et al.,, 2018). Reforzando nuestros resultados existen estudios que
demuestran que, al analizar los niveles plasmaticos y urinarios de Cd, también incrementan los niveles
de Ts y T4 totales y libres, mientras se reducen los niveles de TSH, lo que sugiere un posible
hipertiroidismo subclinico (Yorita Christensen, 2013; Hammouda et al., 2008; Sun et al., 2018).

Este aumento en la circulacion sérica de las hormonas tiroideas podria estar relacionado con un
intento del organismo por recuperar la homeostasis, alterada debido a los efectos téxicos del Cd.
Proceso que busca restaurar la actividad termogénica del BAT, que expresa bajas cantidades de UCP-
1, cuya sintesis es estimulada por la Ts. Ademas, los resultados obtenidos por Sun en 2018, indican
gue la exposicién al Cd reduce la expresién del receptor de esta hormona y de la desyodasa tipo 2,
dos elementos cruciales para el funcionamiento adecuado del BAT (Sun et al., 2018). Lo anterior es
relevante dado que fisiolégicamente la concentracién de T4 en el suero es mayor que la de T3, para
evitar efectos fisioldgicos excesivos y preservar la homeostasis metabdlica. Por lo tanto, sugerimos
gue esta podria ser la razén detrds de la disminuida sensibilidad del tejido a la acciéon de la Ts en la
capacidad termogénica del tejido adiposo marrdon después de la exposicién a Cd.

Se ha demostrado que el cadmio ingresa a las células de diversos érganos y ejerce su toxicidad al
interferir en rutas metabdlicas, un efecto atribuido al mimetismo molecular. Este fendmeno le permite
imitar la estructura y funcién de metales esenciales como Fe?*, Zn?* y Ca?*, al desplazarlos logra
ingresar a las células de los érganos a través el mecanismo de transporte de metales y el metabolismo
del calcio (Chmielowska-Bak et al., 2013). Nuestro grupo de trabajo ha evidenciado que la exposicidn
a dosis de minimo riesgo eleva los niveles séricos de cadmio a partir del tercer mes, manteniéndose
en ascenso hasta el quinto mes. Analisis posteriores confirmaron su acumulacion en érganos
metabdlicamente activos, incluido el tejido adiposo epididimal, donde la exposicién a 15 ppm resultd
en 0.30-0.42 pg/g de tejido, mientras que con 32 ppm este valor se triplicd (Sarmiento-Ortega et al.,
2025). Segun investigaciones previas, se ha observado que, tras la exposicidén a una concentracion de
100 mg/L de cadmio en el agua potable durante 18 semanas, este metal se acumulé en mayor
cantidad en el BAT que en el WAT (Zhu et al., 2024). Basandonos en estos antecedentes, nuestro
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proyecto se enfocd en evaluar si la exposicion a dosis de minimo riesgo de Cd tiene efectos toxicos
sobre el BAT en ratas Wistar.

Los distintos fenotipos de los adipocitos en mamiferos les permiten cumplir tareas opuestas unos de
otros, ya que mientras el WAT almacena el exceso de energia en forma de triglicéridos, el BAT
promueve la B-oxidacion para disipar en forma de calor el exceso de triacilgliceroles a través de la
UCP-1 presente en sus mitocondrias (Corrales et al., 2018). Gracias a la accién de los factores de
transcripcién los cuales son proteinas que controlan la transcripcion genética, asegurando que los
genes adecuados se expresen en las células correctas y en el momento preciso ( Khan Academy, n.d.).
Nosotros evaluamos la expresion de los receptores activados PPAR, especificamente las isoformas
PPARa y PPARy importantes en el metabolismo lipidico en el tejido adiposo marrdn, que actian como
sensor de lipidos, hormonas, vitaminas y metabolitos enddgenos. Los PPARs ejercen su control
transcripcional sobre genes que albergan elementos reguladores sensibles a PPAR (PPRE) en
asociacion con los receptores X de retinoides (RXR), estos se encuentran ampliamente distribuidos en
diversos 6rganos donde ejercen acciones como sensores de lipidos y reguladores del metabolismo de
los lipidos (Berger & Moller, 2002).

A raiz del incremento en la prevalencia de la obesidad con los trastornos metabdlicos asociados y
apreciando las funciones y amplia distribucidon de los PPARs, se ha buscado dar un mejor enfoque del
papel de los PPAR en estas dindmicas patoldgicas. Sin embargo, se ha hecho a un lado el papel que
estas tienen ante estimulos nocivos ocasionados por la exposicion cronica a metales pesados como
el Cd, a raiz de ello en nuestro trabajo es el primero en evaluar la expresién de estas isoformas antela
exposicion de dosis de minimo riesgo en el BAT.

El fenotipo B-oxidativo del BAT, es su principal distintivo. En el WAT existen altos niveles de PPARy y
bajos de PPARa, mientras que en el BAT se expresan niveles elevados de ambos (Kelly et al., 1998;
Shen et al., 2020). En términos de funcionalidad del BAT, es crucial mantener un equilibrio en la
expresion de los PPARs. Ya que son reguladores transcripcionales esenciales que contribuyen tanto a
aumentar la capacidad de almacenamiento como de efectos prooxidantes (Corrales et al., 2018).
Recientes investigaciones, como las realizadas por Shen y colaboradores, han destacado la
importancia del equilibrio en la dindmica de PPARs en el BAT. Al exponer ratones a agonistas de PPARs
y bajas temperaturas, identificaron sitios genémicos compartidos por PPARa y PPARYy, que incluyen
un subconjunto de 16 genes, entre ellos Ucp1, cuya expresion esta regulada por ambos PPARs. Estos
sitios genémicos compartidos son claramente relevantes para la termogénesis (Shen et al., 2020).

Estudios indican que PPARa regula el metabolismo hepatico, la inflamacion y la aterogénesis al
estimular la oxidacion de acidos grasos en mitocondrias y peroxisomas. Su ausencia afecta la funcion
del BAT, generando hipotermia y niveles elevados de acidos grasos libres en sangre (Kersten et al,,
1999; Lalloyer et al., 2011). Estudios demuestran que el tratamiento con agonistas selectivos de
PPARa tuvieron un aumento del gasto energético, ademas del aumento de la expresién de genes
relacionados con la termogénesis en el BAT como los genes implicados en la termogénesis como
PPAR-a, coactivador 1a de PPAR-y, factor respiratorio nuclear 1, factor de transcripcion mitocondrial
A, PRDM16, receptor adrenérgico B-3, y proteina desacopladora 1 (Rachid et al., 2015). In vitro, se ha
demostrado que PPARa esta involucrado en la inducciéon PGC-1a que a su vez un mecanismo para la
induccién concertada de genes termogénicos como UCP-1 en ratones (Hondares et al., 2011).
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Tras su descubrimiento, se reconocid a PPARy como uno de los principales reguladores del desarrollo
de las células adiposas, manteniendo la expresién del fenotipo de resguardo lipidico en el WAT. Esto
se confirmd con investigaciones que mostraron cémo mejora la sensibilidad a la insulina al coordinar
procesos metabdlicos como la adipogénesis, el transporte de lipidos, la lipdlisis y la secrecién de
adipocinas. Estudios muestran que en ratones con ablacién de PPARy2 en un contexto (ob/ob)
mostraron una falta de la capacidad de expansion del WAT, lo que desencadena resistencia a la
insulina, insuficiencia de las células B, dislipidemia y lipotoxicidad en multiples tejidos (Medina-Gomez
et al., 2007; Rosen et al., 1999).

Los estudios de la desregulacion de PPARs ocasionados por la exposicion a Cd son escasos, y en su
mayoria estan centrados en la expresién de PPARs en el higado como los descubrimientos de Want y
colaboradores donde al exponer a lechones a una dieta suplementada con 15 + 0,242 mg/kg de CdCl,,
se activa la via AMPK/PPAR-y/NF-kB, inhibiéndose sinérgicamente PPAR-y en el higado (H. Wang et
al., 2022). En ratones tratados con inyecciones intraperitoneales de CdCl, a una dosis de 1.0 mg/kg
de peso corporal cada dos dias durante 5 semanas se presenta una alteracién metabdlica de lipidos
asociada a la via de sefializacién de PPAR (Zeng et al., 2023). Ademas, al exponer ratones a 100 mg/L
de CdCl; en agua durante 2, 4 y 18 semanas, se observé una alteracién en la expresion génica con un
aumento en la expresiéon de PPARa, PRDM16 y UCP-1 en WAT, lo que resulta en una mayor tolerancia
al frio (Zhu et al., 2024). Diversas investigaciones han evidenciado que el Cd induce la activacién de
NF-kB, lo que provoca un incremento en la expresion de citocinas proinflamatorias, como IL-6 y TNF-
a, en células monociticas (Freitas & Fernandes, 2011); los cuales estd demostrado inhiben la actividad
PPARYy (Ye, 2008).

Nuestros hallazgos representan el primer estudio en explorar la dindmica de los PPARs en el tejido
adiposo marrdn bajo una exposicién crénica a dosis de minimo riesgo de Cd. Observamos que, la
exposicion cronica al metal induce una disminucidn constante y pronunciada en los niveles de
expresién de PPARq, la cual se manifiesta desde el segundo mes de exposicion para la dosis de 32
ppm y hasta los 4 meses para la dosis de 15 ppm. Ademas, evidenciamos un aumento periddico en la
expresion de PPARy de una forma tiempo y dosis dependiente. La pérdida del equilibrio entre PPARa
y PPARy tiene una influencia directa sobre la induccién del fendmeno de “blanqueamiento” del BAT.
Los resultados obtenidos apoyan la hipdtesis que a consecuencia de las disrupciones metabdlicas
causados por la exposicion a Cd, inducen el blanqueamiento de tejido adiposo café asociada a una
mayor expresion de PPARy y una disminucion en la expresion de PPARa.

Se ha identificado que el BAT es exclusivo de los mamiferos. Desde el hallazgo de tejido adiposo
marron activo en adultos en 2013, junto con la observacién de su baja actividad en personas obesas
y sedentarias, las investigaciones se han enfocado en descubrir las proteinas responsables de su
funcidn. Esto llevd a la identificacién de la UCP-1, que se activa mediante acidos grasos de cadena
larga y es exclusiva del tejido adiposo marrdn. Se ha confirmado que esta proteina es funcional y esta
presente tanto en humanos como en roedores, con una funcion de BAT relativamente comparable en
ambas especies (Esteve Rafols, 2014; JeZek & Garlid, 1998; Porter et al., 2016).

Se determind que esta proteina es la responsable de la accidon termogénica del BAT al estar altamente
expresada en las mitocondrias de los adipocitos marrones donde desacopla el gradiente de protones
generado por la cadena de transporte de electrones mitocondrial el cual en vez de ser empleado para
la sintesis de ATP a través de complejo V (ATP sintasa), gracias a su alta expresion en mitocondrias
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esta proteina funciona como un simportador que transporta dacidos grados de cadena larga
/protones®, gracias ello disipa el gradiente de protones en forma de calor al permitir que los protones
fluyan de nuevo a través de la membrana mitocondrial interna sin pasar por la ATP sintasa (Fedorenko
et al., 2012). Se ha demostrado el papel esencial de la alta expresidn y actividad de UCP-1 en BAT
mejora la obesidad y resistencia a la insulina (Kozak & Anunciado-Koza, 2008), ya que se ha
demostrados que la induccion de la actividad beta oxidante mejora condiciones como la obesidad
mientras que su disminucion se asocia con la expansién del tejido adiposo (resguardo de lipidos)
(Gyurina et al., 2023).

Nosotros evidenciamos una disminucion en la expresién de UCP-1 desde los 15 dias de exposicion a
Cd, esta disminucidn es constante respecto del tiempo de exposicién, indicando que estos efectos
sobre la expresion de UCP-1 son tiempo y dosis dependientes. Hipotetizamos que el metal inhibe su
expresion secundariamente a raiz de las disrupciones metabdlicas asociadas, como la resistencia a
insulina, dislipidemia, disglucemia, alteracién de hormonas tiroideas, que en conjunto afectan el
equilibrio PPARy/PPARa y la expresion de UCP-1. Por lo tanto, se sugiere que la baja expresion de UCP-
1 desde etapas tempranas de exposicién al Cd, contribuye al blanqueamiento del BAT al inhibir a uno
de los pilares mas importantes de la termogénesis.

En este sentido, la hipertrofia de los adipocitos se define como el aumento de su tamafio debido a un
exceso energético prolongado, lo que genera un incremento en su resguardo vy, por lo tanto, su
tamafio. Este proceso refleja una interaccién compleja entre el balance energético y factores
genéticos, factores transcripcionales, el flujo de lipidos y el microambiente celular lo que contribuyen
a la expansion del tejido adiposo (Horwitz & Birk, 2023). Nuestros resultados muestran que el BAT
expuesto a Cd se vuele hipertréfico, al incrementar su tamafio/didametro/area de las células, el cual
es ligeramente mdas marcado en la dosis de 32 ppm desde los dos meses de exposicidon, lo que
demuestra nuevamente un efecto son tiempo y dosis dependiente.

Aungue el BAT es un tejido termogénico protector contra la obesidad, su funcidén puede verse
comprometida por el exceso caldrico, que puede deberse a un mayor consumo nutrimental o a la
disminucion de quema caldrica inclusive con aporte “normal” de macronutrientes, lo que disminuye
su capacidad para disipar energia y contribuye al desequilibrio metabdlico. Este es un fendmeno
llamado “blanqueamiento” en el que los adipocitos multiloculares se transforman en células
uniloculares, perdiendo gradualmente sus caracteristicas y adoptando propiedades fenotipicas
similares al WAT. Acumulando lipidos y observando una menor oxidacidon de sustratos asociado a una
disfuncién mitocondrial. Este cambio, ligado al deterioro de los mecanismos que regulan la
termogénesis, puede derivar en complicaciones metabdlicas como el incremento de la inflamacion,
el estrés oxidativo, un incremento de la resistencia a insulina y un mayor flujo de acidos grasos libres
al tejido adiposo marrén (Ziqubu et al., 2023; Rangel-Azevedo et al., 2022).

La mayoria de los estudios sobre el blanqueamiento del BAT se basan en obesidad, deficiencia del
receptor de leptina, el deterioro en la sefializacion B-adrenérgica y la falta de lipasa pueden provocar
infiltracion de macrdéfagos, muerte de adipocitos marrones (Kotzbeck et al., 2018). Sin embargo,
aunque el blanqueamiento del BAT es multifactorial, estas dindmicas estan ampliamente descritas
ante una induccion por dietas hipercaldricas. Sin embargo, la informacion acerca del papel del Cd en
el cambio del fenotipo y disfuncion del del BAT es practicamente nulo, y hasta la fecha segln nuestro
conocimiento no existen reportes que muestren dicho efecto. Por lo que nuestro trabajo es el primero
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en demostrar que la exposicién crénica a dosis de minimo riesgo de Cd afecta la arquitectura celular
del BAT mostrando una disfuncién que asemeja al WAT.

Este “blanqueamiento” del tejido marrdn esta fuertemente asociado con disfuncion de diversos
organelos celulares, principalmente con la disfuncién mitocondrias, ya que este organelo tiene un
papel esencial para el mecanismo termogénico desacoplado de la habitual sintesis de ATP a través de
la CTE (Kotzbeck et al., 2018). Debido a la funcién crucial de las mitocondrias en el BAT, se han
desarrollado diversos métodos para evaluar la actividad de los complejos de la ETC mitocondrial, lo
que permite evaluar la funcion de las mitocondrias (Frazier et al., 2020). En este contexto, evaluamos
la actividad de la CTE de las mitocondrias del BAT en los grupos expuestos a Cd mediante la actividad
de los complejos y super complejos de la CTE, mediante PAGE.

Nuestros resultados mostraron que la exposicion a Cd, genera una disminucion de la actividad del
complejo | en su forma monomeérica en los tiempos mas cortos de exposicién (15 dias, 1 mes y 2
meses), mientras que en el caso de la actividad del supercomplejo (I + Ill3) en este mismo periodo de
tiempo aumentd , lo cual podria deberse a un periodo de adaptacién o compensacién por parte del
tejido debido a la alta presién metabdlica ocasionada por el incremento del transito sérico de dcidos
grasos y triglicéridos. Sin embargo, en la segunda etapa de exposicién al Cd, el modelo evidencia como
la actividad del complejo en su forma monomérica aumenta para después de caer en el quinto mes
de evaluacién. Mientras que la actividad del supercomplejo (I + lll;) tiene un maximo de actividad, sin
embargo, rumbo al final del tiempo de evaluacidon su actividad decae drasticamente. Estos efectos
fueron mayores en el grupo 32 ppm.

Por su parte la relacion (I + lll, / 1) ante la exposicion temprana a Cd incrementd su actividad y
formacién del supercomplejo | + 1ll3, lo que disminuye su forma monomeérica. Sin embargo, a tiempos
mas prolongados de la exposicidn al metal observamos un incremento de la actividad de su forma
monomeérica lo que indica que hay menos formacién y actividad del supercomplejo | + lll,. La actividad
del complejo IV monomérico, dimérico (1V2) y el supercomplejo (lll; + IV) muestran una tendencia en
el incremento de su actividad. La actividad del mondmero IV incrementa en ambas dosis, mientras
tanto la actividad de dimero (IV,) disminuye drasticamente en ambos grupos expuestos a cadmio
siendo mayor en grupo de 32 ppm. Aunque la actividad del supercomplejo (Ill; + IV) también
disminuye en ambos grupos expuestos a Cd, solo el grupo expuesto a 32ppm representa cambios
estadisticamente significativos. Finalmente, al evaluar las relaciones (IV,/IV) y (Ill; + IV/IV) se concluyd
gue ante la exposicion a Cd el tejido aumenta la actividad y formacién de 1V, y lll,+1V, mientras que
en tiempos mas prolongados la dosis de 15 ppm disminuye la actividad IV, pero no de lll; + IV. Sin
embargo, la dosis la dosis de 32 ppm disminuye la actividad tanto del dimero como del supercomplejo,
en ambos casos evidenciando una mayor actividad del monémero del complejo IV, lo que nos
demuestra nuevamente que los efectos inducidos son tiempo y dosis dependientes.

Se ha demostrado que aproximadamente el 90% del complejo | se asocia con un dimero del complejo
[l y multiples unidades del complejo IV, formando dos supercomplejos principales: I+11l5 y [+111,+CIV;.
4. Por otro lado, alrededor del 80% de los complejos Il y IV permanecen en su forma monomérica,
aunque ambos interactUan de forma dindmica para formar el supercomplejo I11,+CIV (Moreno-Lastres
et al, 2012)

Con la comprension de que la formacién de estructuras supramoleculares denominadas
supercomplejos tiene una funcién fisioldgica relevante, ya que otorga ventajas evolutivas significativas
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(Acin-Pérez et al.,, 2008). Ademas, la formacion de estos supercomplejos constituye un proceso
dindmico que organiza el flujo de electrones, optimizando de esta manera el aprovechamiento de los
sustratos disponibles (Lapuente-Brun, 2013). Esta organizacién también contribuye a estabilizar
complejos particularmente inestables en su forma monomérica, como el complejo I, lo que
consecuentemente reduce la produccion de especies reactivas de oxigeno (Lobo-Jarne & Ugalde,
2018).

Mientras que el desmontaje y la pérdida de los supercomplejos respiratorios tienen diversas
consecuencias funcionales en la respiracion mitocondrial, como la pérdida de la canalizacion
enzimatica de los complejos | y lll, la presencia de los complejos en su forma individual favorece la
generacién de ROS, especialmente en el caso del complejo | (Maranzana et al., 2013), esto se debe a
gue los complejos en su forma monomérica son altamente inestables, especialmente los complejos |
y IV, a diferencia del complejo Ill, que prevalece principalmente en forma de dimero, una forma mas
estable, estas disrupciones conducen a una disfuncién mitocondrial (Lim et al., 2016, 2018).

Estd demostrado que el Cd ingresa a las mitocondrias. Recientemente, se evidencié que el
transportador de metales divalentes 1 (DMT1) en la membrana mitocondrial externa transporta Cd?*
tan eficientemente como Fe?; otra via de entrada a las mitocondrias es a través del uniportador de
calcio mitocondrial (MCU) que transporta porta Ca®* al desplazar al calcio, el Cd?* ingresa a las
mitocondrias (Thévenod et al., 2019). Las investigaciones previas sugieren que la inhibicién de la
cadena respiratoria por Cd podria ocurrir mediante dos mecanismos principales: la inhibicion directa
de las enzimas o transportadores de la cadena debido a la union del Cd y el dafio oxidativo causado
por ROS inducidos por este metal. Estos efectos se deben a la interacciéon del Cd con los grupos tiol y
al desplazamiento de metales como Fe y Cu en los sitios activos de los complejos de la CTE (Kurochkin
et al, 2011).

Diversos trabajos se han encargado de demostrar estos efectos de fallas en la cadena respiratoria
inducida por el Cd, donde se ha demostrado que la exposicion de 10 uM de CdCl, en células INS1
induce mitofagia y reduce la masa mitocondrial (Chang et al., 2013). Asimismo, la exposicién a 12,5
UM de Cd inhibe significativamente la oxidacion del sustrato y aumenta la conductancia de protones
a través de la MMI (Kurochkin et al., 2011). Estudios en mitocondrias de tejidos como higado, cerebro
y corazon expuestas a 1-4 uM de Cd confirman que este metal inhibe la actividad del complejo Il de
la CTE. Esto ocurre porque el complejo lll contiene grupos 2Fe—2S como subunidades cataliticas,
permitiendo que el Cd se una entre la semiubiquinonay el citocromo bsee en el sitio Qo, lo que provoca
la acumulacion de semiubiquinonas inestables. Estas pueden transferir electrones al oxigeno
molecular, generando superéxido y aumentando la produccion de ROS (Y. Wang et al., 2004). Por otro
lado, el complejo I, que contiene nueve grupos Fe-S con un total de 20-26 dtomos de hierro (Branca
et al., 2020), también se ve afectado. Se ha descrito que concentraciones de Cd entre 3.3 y 40 uM
interactian con el complejo | o con enzimas dependientes de NADH, actuando como agente
descomplejante (Cameron et al., 1986). Cabe destacar que esta inhibicion es reversible, ya que puede
revertirse mediante la quelacion del Cd con agentes como el EDTA. Ademas, se ha identificado como
una inhibicién no competitiva a través del sitio Qo del complejo Ill (Y. Wang et al., 2004)

Estos hallazgos confirman que el Cd puede inhibir la actividad de la cadena respiratoria. Sin embargo,
este estudio es el primero en evaluar la funcién de los complejos mitocondriales del BAT ante una
exposicion cronica a dosis minimas de riesgo, consideradas no téxicas. Investigaciones previas del
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grupo muestran que, tras tres meses de exposicién a Cd, el nimero de mitocondrias en pancreas se
redujo significativamente. Ademas, la exposicion al metal disminuyd la actividad de supercomplejos
y complejos individuales |, Il y IV (Moroni, 2019).

En conjunto nuestros resultados evidencian que la disrupcion metabdlica inducida por la exposicion
a Cd ocasiona una acentuada disfuncion del tejido adiposo marrdn, como causa o consecuencia de la
resistencia a insulina, de la dislipidemia y de la disfuncién del tejido adiposo blanco (Moroni, 2019;
Sarmiento-Ortega et al., 2017), lo que generara un mayor flujo de 4acidos grasos libres al BAT,
condicionando un fenotipo de resguardo (blanqueamiento) esto evidenciando por la disminucion de
PPARa, UCP-1 y un incremento PPARy, disminuyendo asi su fenotipo B oxidante, lo cual a nivel
mitocondrial ocasiona una deficiencia significativa en la actividad de la CTE mitocondrial
comprometiendo la estabilidad y actividad de los complejos respiratorios, disminuyendo los niveles
de los complejos I, lll, IV y de los supercomplejos en estado estacionario, estos mecanismos se
resumen en la figura 10.
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Figura 10. Resumen que describe las alteraciones metabdlicas inducidas por la exposicién cronica al
cadmio, las cuales convergen en el adipocito marrdn 'y favorecen su transicion hacia un fenotipo similar
al del adipocito blanco.

10.-Conclusiones.

La exposicion crénica de cadmio en dosis de minimo riesgo induce un fenotipo similar al sindrome
metabdlico en humanos.

La exposicidon crénica a cadmio en dosis NOAEL y LOAEL induce blanqueamiento del tejido adiposo
café de ratas Wistar macho y pérdida de su funcién.

La exposicion crénica al cadmio afecta la actividad de los complejos de la cadena de transporte de
electrones favoreciendo las formas monoméricas inestables.
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12.-Anexos.

Anexo #1
Concentracion de triglicéridos.

Fundamento. La concentracién sérica de triglicéridos, se realiza por quimica liquida mediante
reacciones acopladas que corresponde a una reaccidon coloreada que se evalia por
espectrofotometria, en la cual los triglicéridos se hidratan mediante una lipasa, en la cual se obtienen
glicerol y acidos grasos libres, el glicerol reacciona con ATP contenido en el reactivo reaccién
propiciada por la enzima glicerol cinasa, resultando glicerol-3-fosfato y ADP, el glicerol-3-fosfato se
oxida por una reaccion acoplada por una G-3-P-oxidasa dicha reaccién tiene por productos
dihidroxiacetona-P y perdxido de hidrégeno, este reacciona a su vez con 4-aminoantipirina y 4-
clorofenol mediante una peroxidasa obteniéndose una reaccion coloreada de quinonaimina que es
mediada a una longitud de onda de 505 nm.

L LFL .
Trigliceridos + H20 ——— Glicerol + Acidos grasos libres
Glicerolguinasa
Glicerol + ATP W“GSP +ADP

GaP+ 02 — DAP +H202
HZ202 + 4AF + pClorofencl % Cilinona + H2O

Método (Glicerolfosfato deshidrogenasa- Peroxidasa).
Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.
Pipetear en un tubo de ensayo:

Blanco | Patrén | Muestra

Patrén 10uL
Muestra 10uL
Reactivo | 1 mL 1mL 10uL

Agitar bien e incubar los tubos durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Leer la absorbancia (A) del patrén y de la muestra a 505 nm frente al blanco (el color es estable
como minimo 30min).
Calculos.
La concentracion de triglicéridos en la muestra se calcula a partir de la siguiente formula.
Abs Patroén

—— X Concentracioén Patréon
Abs Muestra

= Concentracion trigliceridos en muestra (mg/dL)

Anexo #2

Colesterol total
El colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado segun la reaccion siguiente:

Esteres colesterol + H,O CHE | Colesterol + Acidos grasos

Colesterol + 02 OO » 4-Colestenona + H202

2 H202 +Fenol + 4-Aminofenazona ﬂ» Quinonimina + 4H 20
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La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de colesterol presente en la
muestra ensayada.

Procedimiento.

Condiciones del ensayo:

Longituddeonda:............... 505 nm (500-550).
Cubeta:................ ... ..... 1 cm paso de luz.
Temperatura..............c.ooi... 37°C /15-25°C.

I.  Ajustar el espectrofotémetro a cero frente a agua destilada.
Il. Pipetear en una cubeta:

Blanco | Patrén | Muestra

Patrén 10puL
Muestra 10pL
Reactivo | 1 mlL 1mL 10puL

Il Mezclar e incubar 10 min a temperatura ambiente.
V. Leer la absorbancia (A) del patrén y la muestra, frente al Blanco de reactivo. El color es
estable como minimo 60 minutos.
Calculos.
Abs Patroén

——— X Concentracion Patréon = Concentracion colesterol (mg/dL
Abs Muestra (mg/dL)

Anexo #3
Colesterol LDL reactivo precipitante

Fundamento. Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) presentes en la muestra, precipitan en
presencia de polivinil. La concentracién de colesterol LDL se calcula por diferencia entre los valores
de colesterol en el suero y el sobrenadante obtenido tras la precipitacion. El colesterol se cuantifica
espectrofotométricamente mediante las reacciones acopladas descritas a continuacién.

col esterasa

Colesterol esterificado + H20 ———— Colesterol + Acido graso
col oxidasa

Colesteral + 1/2 02 + H202 ——— Colestenona + H202

peroxdasa
2 HOZ2 +4-Aminoantipiridina+fenol ——— Quinonaimina + 4 H20

Procedimiento

l. Condiciones del ensayo:

Longituddeonda:.......... .. ... .. . . 600 (590-700) nm
Cubeta: . ... 1 cm paso de luz
Temperatura: . ..o 37°C

[I.  Ajustar el espectrofotémetro a cero frente a agua destilada.
Il Pipetear en un tubo:

Muestra | 400 ulL
Reactivo | 200 plL
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V. Agitar bien y dejar durante 15 minutos a temperatura ambiente.
V. Centrifugar durante 15 min. a 4,000 r.p.m.

VI. Recoger con cuidado el sobrenadante
VII. Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.
VIIL. Pipetear en un tubo de ensayo:

Blanco | Patréon | Muestra
Agua Destilada | 20 pL

Reactivo 20 pL
Patrén 20 uL
Muestras 1mL ImL 10 uL

IX. Agitar bien e incubar los tubos durante 10 minutos a temperatura ambiente
X. Leer la absorbancia (A) del patron y de la muestra a 505 nm frente al blanco. El color es
estable como minimo 30 min.
Calculos
La concentracién de colesterol en el sobrenadante se calcula a partir de la siguiente formula.

Abs Muestra X [Patron] X Fact. Dilucion de la muestra
Abs Patron
= Colesterol en sobrenadante
La concentracidon de colesterol LDL en la muestra se calcula:
Colesterol LDL(mg/dL) = Colesterol total — Colesterol en sobrenadate

Anexo #4

Colesterol HDL reactivo precipitante

Fundamento. El colesterol de las proteinas de baja densidad (LDL), las de muy baja densidad (VLDL) y
los quilomicrones es hidrolizado por un colesterol oxidasa mediante una reaccidon enzimatica
acelerada no formadora de color. El detergente presente en el reactivo solubiliza el colesterol de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) de la muestra. El colesterol de HDL se cuantifica
espectrofotométricamente mediante las reacciones acopladas descritas a continuacién. El colesterol
esterificado se hidrata mediante una colesterol esteras, dando como resultado colesterol y acidos
grasos libres, el colesterol resultante sufre una semioxidacion e hidratacion por una colesterol oxidasa,
dando como resultado colestenona y perdxido de hidrégeno, este se acopla a una reaccidén
coordinada por una peroxidasa con 4-aminoantipirina y una solucién buffer DSBmT obteniéndose
como producto final quinonaimina, que presenta color y este es detectado por espectrofotometria a
una longitud de onda de 505 nm.

Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y baja densidad (LDL) del suero o plasma, se precipitan
con fosfotungstato en presencia de iones magnesio. Tras su centrifugacién, el sobrenadante claro
conteniendo las lipoproteinas de alta densidad (HDL) se emplea para determinar el colesterol HDL

Procedimiento.
Precipitacién

1. Dosificar en tubos de centrifuga:

Reactivo ‘ 100 pL \
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Muestra | 1 mL |
1. Mezclary dejar reposar 10 minutos a temperatura ambiente.
2. Centrifugar 20 min a 4000 r.p.m.
3. Recoger el sobrenadante y determinar el HDL Colesterol.

Calculos.

Abs Muestra ., ) .,

———— X Concentraciéon Patron = Concentracién HDLc muestra (mg/dL)

Abs Patrén
Con Factor:
mg
Abs Muestra x 320 = HHDLC en la muestra

Anexo #5

Acidos 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 clprico en 500 ml de agua destilada, agregue la
trietanolamina y diluir a 1 litro con agua destilada.

- Reactivo cuprizona. Este consiste en acido oxalico-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 solucion es estable durante al menos tres meses a temperatura ambiente.

- Reactivo amoniaco. 100 ml de una solucién al 58% de NH40H (concentrado) se diluye hasta 1 litro
con agua destilada agua.

Procedimiento

I.  Afadir 50 mL de suero en un tubo de ensayo

Il. A un tubo semejante, se afladen 50 ml de estandar de 4cido oleico.
Il Para otro tubo de ensayo afiadir 100 ml de agua, este serd el blanco de reactivo.
V. Para todos los tubos afiadir 150 ml de reactivo de cobre y 1 ml de cloroformo.
V. Coloque los tubos verticalmente en un vortex y agite por 10 min.
VI. Centrifugar los tubos 10 minutos a 1500 rpm.

VILI. Extraer las fases de cloroformo en otros tubos de ensaye cuidando el no extraer la fase
acuosa de color azul.
VIILI. De cada tubo, pipetear 500 ml de extracto de cloroformo y colocar en un nuevo tubo, la

evaporacion debe mantenerse a un minimo.

IX. A cada tubo, afiadir 450 ml de reactivo cuprizona, tapar y agitar suavemente.

X. A cada tubo, afiadir 50 mde solucién de amoniaco, tapar y agite suavemente.

XI. Lea la absorbancia a 620 nm (frente a un blanco a cero de absorbancia) 10 mm después de
agitar con la solucién de amoniaco. Si aparece un precipitado azul, agitar la cubeta
enérgicamente para redispersarlo y leer la absorbancia.

Célculos
El dcido graso libre (FFA) contenido se calcula:

Concentracionenmg/dl = (Abs muestra / Abs estandar) x 8.6 mg/dl
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Anexo #6
Elisas

La determinacion de insulina se realizd mediante una prueba de Elisa también con un kit comercial

a) Fundamento: En este procedimiento, la inmovilizacion toma lugar durante el ensayo en la
superficie del pozo en la microplaca durante la interaccion de estreptavidina cubierta sobre
el pozoy agregado exdgenamente un anticuerpo de insulina monoclonal biotinilado. Una vez
mezclado el anticuerpo monoclonal biotinilado, el anticuerpo de enzima etiquetada y un
suero que contiene el antigeno nativo, resulta una reaccion entre el antigeno nativo y los
anticuerpos, sin competencia o impedimento estérico, para formar un complejo de sandwich
soluble. Después de que se obtiene el equilibrio, la fraccidn del anticuerpo-atado es separado
del antigeno libre por la decantacion o la aspiracién. La actividad enzimatica en la fraccion
del anticuerpo-limite es directamente proporcional a la concentracién nativa del antigeno.

Utilizando diversas referencias del suero de los valores sabidos del antigeno, una curva de la reaccion
a cierta dosis puede ser generada de la cual la concentracién del antigeno de un desconocido puede
ser comprobada.

Anexo #7
Técnica para deshidratacién, embebido y corte de tejidos en parafina

¢ Una vez obtenidos los tejidos, colocar en solucion con formalina al 4% en PBS 1X, hasta su
inclusién en parafina.

e Colocar los tejidos en casetes para inclusion.
Proceso:

l. PBS 1X, durante 45 minutos, para limpiar la formalina.
Il. Alcohol 70%, 1 hora
[l Alcohol 80%, 1 hora
V. Alcohol 96% 1, 1 hora
V. Alcohol 96% 2, 1 hora
VI. Alcohol 100% 1, 1 hora
VII. Alcohol 100% 2, 1 hora
VIILI. Alcohol-Xilol (1:1), 1 hora
IX. Xilol 1, 1 hora
X. Xilol 2, 1 hora
XI. Xilol-Parafina (1:1), 1:30 horas
XII. Parafina 1, 1 hora
X, Parafina 2, 1 hora
XIV. Parafina 3 (Inclusion)

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 3um, colocados en laminillas previamente sialinizadas, se dejaron secar y se
almacenaron para realizar las tinciones e inmunofluorescencias correspondientes.
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Anexo #8

Técnica Hematoxilina & Eosina

Precalentar a 55°C antes de la rehidratacién por 15 min

Rehidratacién:

© N Uk wN e

Tincion:

Ny s wWN e

Xilol 1 (15 min)

Xilol 2 (10 min)

Xilol-Etanol (15 bafios)
Etanol Absoluto 1 (15 bafios)
Etanol Absoluto 2 (15 bafios)
Etanol al 96% 1 (15 bafios)
Etanol al 96% 2 (15 bafios)
Agua destilada (10 bafios)

Hematoxilina 8 min

H,0 (10 bafios)

Alcohol Acido (1 bafio)
Carbonato de Litio (3 bafios)
H,0 (5 bafios)

Eosina (30 segundos)

Agua Detilada (10 bafios)

Deshidratacion:

Ny sEwWwN e

Alcohol al 96% 2 (15 bafios)
Alcohol al 96% 1 (15 bafios)
Etanol Absoluto 2 (15 bafios)
Etanol Absoluto 1 (15 bafios)
Xilol-Alcohol (15 bafios)

Xilol 2 (5 min)

Xilol 1 (5 min)

Montaje:

Al término de la deshidratacion se procede a colocar la resina y se deja secar toda la noche.

Anexo #9
Técnica de Inmunofluorescencia
Reactivos:
Tren:
1. Xilol'1 (10 min)
2. Xilol 2 (10 min)
3. Xilol-Etanol (15 bafios)
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Etanol Absoluto 1 (15 bafios)
Etanol Absoluto 2 (15 bafios)
Etanol al 96% 1 (15 bafios)
Etanol al 96% 2 (15 bafios)
PBS 1x (10 bafios)

Solucién de recuperacidn antigénica Diva Decloacker Biocare (1:10)

Albumina libre de 1gG al 2% en SSI Anticuerpos primario y secundario

Vectashield con DAPI Esmalte de ufias transparente

Procedimiento:

Colocar las laminillas por 40 minutos en la estufa a 60°C.
Desparafinar y deshidratar los tejidos.
Poner las laminillas en la solucion de recuperacién de antigenos durante 40 min a 60°C

Dejar enfriar 20 minutos, Lavar tres veces con PBS 1X.
V. Hacer zonas hidréfobas alrededor de cada tejido en la laminilla.
VI. Bloguear con albumina 2% durante 2 horas (100 pL por laminilla), Lavar 3 veces con PBS 1X
VILI. Colocar el anticuerpo primario en la dilucion establecida por la casa comercial, o por
prueba vy error y dejar toda la noche. (100 pL por laminilla), Lavar 3 veces con PBS el
anticuerpo.
VIII. Colocar el anticuerpo secundario en la dilucion establecida durante 2 horas (100 pL por
laminilla), desde este paso todo el procedimiento se realiza en oscuridad. Lavar con PBS 1X,
3 veces
IX. Dejar que las laminillas se sequen por completo.
X. Colocar 5 pL por tejido de Vecta shield con DAPI.
XI. Poner un cubreobjetos y sellar con esmalte.
XIl. Dejar que las laminillas se sequen y guardarlas en refrigeracién.
Anexo #10
Cuantificacién de proteinas totales
1. Curva de calibracién:

Preparar sln BSA 100 mg/mL / 100 pg/uL (Hacer por triplicado)

VII.

2.

10=90 pL agua + 10 pL BSA (100 pg/mL)
5= 50 pL agua + 50 pL BSA (10 pg)*
2=80 plL agua + 20 pL BSA (10 pg)?
1=50 plL agua + 50 pL BSA (2 pg)?
0.5= 50 plL agua + 50 pL BSA (1 ug)*
Agregar en una celda:
2 puL muestra + 1 mL Reactivo Bradford.
Realizar Curva Calibracién.

Medir Muestra:
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l. 2 puL muestra + 1 mL Reactivo Bradford
3. Calcular através de la curva de calibracién la concentracion de la muestra.

Anexo #11
Supercomplejos

Procedimiento
l. Preparar un gel de acrilamida de gradiente del 3-13% para condiciones nativas
Preparacién muestra:

l. Precalentar digitonina a 95°C.
II.  Tomar los pL que corresponda a la concentracién 100 pg/ulL de proteinas de BAT de cada
grupo y colocar 4 uL de digitonina.
[l Incubar 10 min en hielo.
V. Centrifugar 30 min a maxima velocidad / 4°C.
V. Quitar el sobrenadante y ponerlo en un ependorf nuevo.
VI. Afadir al sobrenadante 2 pL de buffer de BNGE.

Corrimiento gel:

I.  Tomar =15 pL del sobrenadante total y cargar en cada pocillo correspondiente del gel
(Marcador de peso molecular (Higado), Grupos Experimentales y Control).
[I.  Verificar que no existan fugas entre el buffer del cdtodo y el anodo
Il Correr el gel 30 min 90 Vy 1.30 hr 250V, dejar que salga todo el colorante.

Actividad en gel:

Una vez terminado el corrimiento en condiciones nativas y apreciar que, si habia bandas en el gel,
se procedid a agregar en un recipiente los sustratos para evaluar la actividad en gel de los
complejos, los cuales se incubaron en el siguiente orden y condiciones:

e ClV: Para 100 mL de sustrato afiadir: 50 mg diaminobenzidina tetrahidroclorada (DAB), 100
mg cyt ¢, 90 ml de buffer de fosfato 50 mM ph 7.4, hacer 10 a 15 alicuotas y almacenar por
varios meses a -20°C. Incubar 15 mL alrededor de 2 h.

e Cl: Para 20 ml de sustrato afiadir: 20 mL agua+ 2mM Tris-HCl, 0.1 mg/mL NADH, 2.5 mg/ml
Cloruro de azul de nitrotetrazolio (NTB), preparar fresca cada vez, incubar alrededor de 1.5
h cuidando que no se sature el fondo.

Finalmente se colocaron los geles en un acetato que lo cubriera de ambos lados y se escaneo para
su posterior analisis en el programa Image J.
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