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1. Marco teorico

1.1 Contaminacién ambiental y cadmio

La contaminacion ambiental es uno de los problemas mas importantes a nivel
mundial, afectando la calidad de vida de la sociedad. Se ha estimado que, en los
paises industrializados, un 20% de la incidencia total de las enfermedades puede
atribuirse a factores medioambientales relacionados a la exposicion y/o consumo
de agua, alimentos y aire contaminados. Los metales pesados como el mercurio
(Hg), arsénico (As), plomo (Pb) y cadmio (Cd) son de los contaminantes mas
importantes debido al impacto econémico y sobre la salud de la poblacion. La
exposicion a estos metales puede contribuir al deterioro en la salud a mediano o
largo plazo, lo que sumaria al desarrollo de enfermedades del tipo degenerativo. Sin
embargo, es dificil establecer relaciones de causalidad (Reyes et al., 2016; Vargas-
Marcos, 2005).

A pesar del conocimiento de los efectos adversos de los metales pesados
sobre la salud, el crecimiento econdmico y la globalizacion han contribuido a un
aumento en su liberacién al medio ambiente, sobre todo en paises en desarrollo.
De manera notable, las emisiones de Cd al medio ambiente aumentaron durante el
siglo XX, asociadas a la actividad metalurgica y quema de combustibles. Ademas,
los productos que contienen Cd como las baterias recargables, pinturas, pigmentos
o aleaciones raramente son reciclados y muchas veces desechados junto con la

basura comun (Jarup, 2003).
1.2 Generalidades del Cd

El Cd es considerado el quinto contaminante mas peligroso a nivel mundial.
Es un metal pesado y pertenece al grupo 12 de la tabla periddica, de valencia 2, con
el numero atébmico 48 y una masa atomica de 112.4 g/mol. Posee cuatro isétopos
naturales y dos radioactivos. En estado puro es un metal de color blanco azulado,
ductil, inodoro, suave y maleable. Su punto de fusion es de 321.07°C, con una
densidad de 8.65 g/cm?® a 20°C. EI Cd?* posee un orbital d'° lleno y debido a esto

no presenta quimica redox. Ademas de poseer caracteristicas similares al ion zinc
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(Zn?*) con respecto a su flexibilidad en la coordinacion (ATSDR, 2012). El Cd?* es
un acido de Lewis mas débil que el Zn?* lo que propicia una menor estabilidad en
complejos con ligandos de oxigeno y el nitrogeno. Sin embargo, la afinidad del Cd?*
con ligandos sulfuro es mayor que la del Zn?*; el log K para cisteina es de 9.2 para

Zn?* mientras que para Cd?* es de 11.
1.3 Fuentes de emisiones de Cd al ambiente

Fuentes naturales

El Cd se encuentra ampliamente distribuido en la corteza terrestre en una
concentracion de hasta 0.1 ppm. Sin embargo, en las rocas sedimentarias y de
minerales de sulfuro las concentraciones de Cd son mas altas. La erosion fisica de
rocas y suelos moviliza cantidades importantes de Cd a los océanos. Se estima que
el mayor porcentaje de liberacion de Cd en los océanos se atribuye a erosion
continental (~30%). La movilizacion del Cd también ocurre a través de erupciones
volcanicas. La actividad volcanica es responsable de alrededor del 60% de las 500
toneladas anuales de Cd emitidas al ambiente de manera natural (Sigel et al., 2013).
Las emisiones atmosféricas tienden a ser las de mayor preocupacidén en términos
de salud humana, debido a las cantidades, dispersion y el potencial de exposicion
(Jarup, 2003).

Fuentes antropogénicas

Se estima que las actividades antropogénicas contribuyen con 4000-13,000
toneladas de Cd por afo, sobrepasando por mucho a lo emitido por fuentes
naturales. El Cd no se encuentra en la naturaleza en estado puro; por afinidad
quimica se asocia a metales como en Zn, Pb, y cobre (Cu). Debido a esto, el Cd se
libera al ambiente como subproducto del procesamiento de estos metales. El uso
de combustibles fosiles y la incineracion de basura contribuyen a la liberacion y
acumulacion de este metal en la atmosfera y la tierra. El uso de fertilizantes
fosfatados, donde el Cd?* se encuentra como ion contaminante, contribuye a la
acumulacion de este metal en terrenos de cultivo y consecuentemente a la

acumulacion de este metal en cultivos y animales de consumo. Aunado a lo anterior,
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las descargas industriales y la disposicion de aguas residuales municipales en rios
contribuyen a la contaminacion de suelos y mantos freaticos (Garcia-Pérez & Cruz-
Azcona, 2012; IARC, 2011). Debido a la emision, distribucion y acumulacion del Cd

en el ambiente, es inminente su presencia en productos de consumo humano.
1.4 Exposicién a Cd

Exposicion ocupacional

Los trabajadores de industrias implicadas en la industrializacién del Cd se
encuentran expuestos a niveles altos de este metal. El sistema respiratorio es la
principal via de entrada de Cd al organismo en trabajadores. El Cd se encuentra
unido a particulas en el rango respirable. El 6xido de cadmio (CdO) es una de las
principales especies de Cd que se encuentran en el aire. Sin embargo, en los
ultimos afos se ha encontrado que el cloruro de cadmio (CdCl.), usado en la
industria de los pigmentos también contribuye a la exposicién de este metal en
trabajadores. Las concentraciones de Cd en el humo o polvo varian entre diferentes
industrias. En paises de la Union Europea o EUA las mejoras en procesos
industriales y de seguridad e higiene han llevado a una disminucion de los niveles
de Cd en el aire de los centros de trabajo, contrario a lo que pasa en paises en
desarrollo (Garcia-Pérez & Cruz-Azcona, 2012; Jarup, 2003).

Exposicion no ocupacional

Las plantas toleran el Cd mejor que humanos y animales. La planta del
tabaco (Nicotiana spp) puede acumular una mayor cantidad de Cd que la presente
en el suelo de cultivo. El consumo de tabaco contribuye a la entrada de Cd al
organismo (Satarug et al., 2003). Se ha demostrado que el contenido de Cd en
sangre de fumadores es de 4-5 veces mayor que la de no-fumadores. Un cigarro
contiene de 1-2 ug de Cd del cual hasta el 10% se inhala al fumar y el 50% de esto
es absorbido. Una persona que fuma 20 cigarros al dia estaria absorbiendo hasta
1ug de Cd al dia. A pesar del alto contenido de Cd en el humo del tabaco, los
fumadores pasivos solo reciben bajas cantidades de este (Jarup, 2003; Jarup et al
1998).
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En la poblacion no fumadora, la dieta es la fuente mas importante de
exposicidon a Cd. El agua contribuye a un bajo porcentaje de la ingesta de este metal
por lo que los alimentos son la principal fuente de Cd para la poblacion general. El
uso de fertilizantes fosfatados en la agricultura propicia la acumulacion de Cd en el
terreno de cultivo. Aunado a esto, las aguas tratadas que se usan para riego también
contienen altas concentraciones del metal (Frias-Espericueta et al., 2010) EI Cd en
los terrenos puede pasar a los cultivos, filtrarse a aguas subterraneas o ser
arrastrado por aguas superficiales (Villanueva & Botello, 1992). La absorcion de Cd
por las plantas depende de la planta y el pH del suelo. Suelos con alta acidez
favorecen la movilizacion del Cd hacia la planta (Satarug et al., 2003). Los vegetales
de hoja verde, las papas, los cereales y leguminosas pueden contener cantidades

importantes de Cd.

Especies como los moluscos y crustaceos también pueden acumular y
concentrar Cd de aguas contaminadas. Se estima que estas especies pueden
contener Cd en una concentracion de 0.2mg/kg. La carne café de cangrejo puede
contener Cd hasta 10mg/kg, mientras que el hepatopancreas hasta 14.9mg/kg)
(Satarug et al., 2003). La carne visceral de mamiferos terrestres contiene hasta
50ug/kg de tejido. Aunque el consumo de alimentos en general es menos eficiente
que el consumo de agua o la exposicién al aire contaminado. La cantidad de Cd
ingerido varia de acuerdo con la dieta, pero se estima entre 8-25 ug/dia del cual se
absorbe ~10% (IARC, 2011; Jarup et al., 1998).

1.5 Entrada de Cd en el organismo

Pulmones

El Cd entra principalmente por pulmones y tracto gastrointestinal. La
absorcion del Cd en piel es relativamente insignificante y solo se ha encontrado que
el Cd puede entrar a través de la piel cuando se esta expuesto a altas
concentraciones o durante periodos prolongados de tiempo (Zalups & Ahmad,
2003).
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La absorcion en pulmones es mas efectiva que en el intestino. La absorcion
en pulmones depende de las propiedades fisicoquimicas de los compuestos de Cd,
el tamafio de la particula y por ende el sitio de deposicidn. Las particulas grandes
como el polvo (>10 um de diametro) tienden a depositarse en las vias respiratorias
superiores, mientras que las particulas pequefias como vapores o humo (0.1um de
diametro) alcanzan los alveolos y alli son absorbidos y transferidos a sangre. EI CdO
presente en el humo del cigarro puede alcanzar los alveolos y alli entre el 50-100%
sera absorbido (Masters et al.,, 1994). Ademas, el Cd inhalado puede ser
transportado de manera retrograda desde neuronas olfatorias primarias hacia el
bulbo olfatorio, facilitando la entrada de Cd a sistema nervioso central (Sunderman,
2001).

Tracto gastrointestinal

El tracto gastrointestinal es la otra via de ingreso de Cd al organismo. La
absorcion de este metal depende de la especie de organismo expuesto, el tipo de
compuesto de Cd, dosis y frecuencia de administracion. Se ha demostrado que la
eficiencia de absorcion de Cd gastrointestinal es de solo 1-2% en ratas y ratones,
mientras que en humanos es de 3-8% (ATSDR, 2012; Miller et al., 1969). Se ha
reportado que la absorcion se lleva a cabo principalmente en duodeno y yeyuno y
que este porcentaje se ve disminuido por la suplementacion de metales como hierro
(Fe), calcio (Ca) y Zn (Brako et al., 2003). El Cd se acumula rapidamente en la

mucosa intestinal y se transfiere a circulacion sistémica de manera lenta.

Dado que el Cd no tiene funciones biolégicas, no existen mecanismos de
transporte especiales para este metal, por lo que se ha propuesto que el Cd “imita”
a elementos esenciales para utilizar sus proteinas transportadoras(Zalups &
Ahmad, 2003). A pesar de que no se han descrito detalladamente los mecanismos
de transporte del Cd en los enterocitos, la evidencia indica que el transporte desde
el lumen intestinal hasta el interior de los enterocitos estd mediado por el
transportador de metales divalentes tipo 1 (DMT1). Este transportador participa en
la absorcién de Fe no-hemo y se expresa principalmente en el duodeno. En

condiciones de bajo Fe sérico, se induce su expresion en intestino para aumentar
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la absorcion de Fe de la dieta. Sin embargo, el aumento en la expresion de DMT1
favorece también la absorcion intestinal de Cd (Ferguson et al., 2001). Otra de las
proteinas que participa en la absorcion de Cd en intestino es la proteina
transportadora de Zn 14 (ZIP14), la cual tiene una alta afinidad para transportar Cd,
al igual que los canales TRPVG6 selectivos de Ca?* (Girijashanker et al., 2008; Wang
& Du, 2013). Ademas, el Cd puede formar complejos Cd-proteina con
metalotioneinas (Cd-Mt) y glutation (Cd-GSH), los cuales pueden ser absorbidas por

enterocitos (Figura 1).
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Figura 1. Entrada de Cd a los enterocitos. Tomada de Martelli et al. 2006

1.6 Distribucién de Cd en el organismo

Una vez que el Cd llega a circulacion se distribuye a la mayoria de los
organos. En sangre periférica el Cd es transportado unido a proteinas como
albumina, metalotioneinas (MTs) y otras que contengan grupos tiol. De manera
importante el Cd puede concentrarse en eritrocitos y solo un pequefo porcentaje
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permanece en plasma. El Cd puede unirse a la hemoglobina y a las metalotioneinas
presentes en eritrocitos promoviendo asi la distribucién del metal a los tejidos. Via
porta, el Cd se distribuye primero en higado. Este 6rgano concentra la mayor
cantidad de Cd después de la administracion (50-60% de la dosis administrada por
via enteral) (Jarup et al., 1998). Después, el Cd acomplejado con MTs sera
transportado a rifiones(Jonah & Bhattacharyya, 1989). Son estos érganos los
principales blancos del dafio generado por Cd. Se asocia que la acumulaciéon de Cd
en higado y riflones esta regulada por la sintesis de MTs, que son proteinas
implicadas en la proteccién contra el dafo celular generado por Cd (ATSDR, 2012;
Dudley et al., 1985). En otros 6érganos como pancreas y bazo se han reportado altos
niveles de Cd (Goering & Klaassen, 1983) y concentraciones menores en el corazén

y testiculos (Figura 2) (Nordberg et al., 1971).

INHALATION
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Cd
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Figura 2. Distribucion del Cd en el organismo de mamiferos. Tomado de Sabolic, 2010
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Entrada a sistema nervioso central (SNC)

En tejidos como higado, rifion o pancreas, el Cd puede acumularse
facilmente. Sin embargo, érganos como los testiculos o cerebro poseen barreras
fisicas altamente selectivas que disminuyen el transporte de sustancias desde
circulacién al interior de sus células. EI SNC posee tres barreras que contribuyen a
esto: la barrera hematoencefalica (BHE), la barrera sangre-liquido cefalorraquideo
y el epitelio aracnoideo. A lo largo de los vasos sanguineos del SNC se encuentra
la BHE, la barrera mas selectiva y controlada de estas barreras. La BHE es esencial
en la regulacion de la entrada y salida de iones, de oxigeno y de nutrientes entre la
sangre en circulacion y los compartimentos cerebrales. La BHE protege al tejido

cerebral de la invasion de toxinas y patogenos (Keaney & Campbell, 2015).
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Figura 3. La unidad neurovascular de la BHE. Tomada de Keaney, 2015

La BHE se conforma de unidades neurovasculares, conformadas por
astrocitos, pericitos, microglia y células endoteliales especificas. Entre las células
endoteliales adyacentes existen conjuntos de proteinas que conforman las uniones
estrechas, las cuales regulan el transporte paracelular de solutos a través del
espacio intercelular (Figura 3)(Serlin et al. 2015). Los iones, nutrientes y otras

moléculas atraviesan la BHE por difusion paracelular o por la via transcelular. El
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transporte transcelular incluye procesos de transocitosis mediada por receptor,
sistema de eflujo, endocitosis y transporte mediado por acarreadores (Tajes et al.,
2014).

A pesar de la presencia de la BHE y su alta selectividad se ha reportado que
el Cd también puede acumularse en cerebro de ratones y ratas neonatos. En etapas
previas al nacimiento, la BHE se encuentra totalmente formada pero aun no es tan
selectiva ni funcional, lo que hace que los animales neonatos sean mas vulnerables
al Cd. En ratas adultas se describe que la BHE y el plexo coroideo impiden la
entrada de Cd al SNC. Sin embargo, muchos estudios experimentales muestran el
dafio celular y funcional de cortezas cerebrales y cerebelares de animales en
crecimiento expuestos a Cd. El mecanismo concerniente al transporte de Cd en el

cerebro es muy poco estudiado (Branca et al., 2016; Méndez-Armenta et al., 2001).
1.7 Complejos Cd-Metalotioneina

Dentro del organismo el Cd no se encuentra libre, se une a proteinas que
favorecen su transporte y distribucion. El Cd tiende a unirse mejor a proteinas que
contengan grupos tidlicos. De acuerdo con la serie Irving-Williams; la cual indica la
estabilidad de union entre grupos donadores de oxigeno (O), nitrégeno (N) y azufre
(S) a metales de transicion, el Cd?* es mas afin a grupos tidlicos que el Zn?*. Esto
le confiere al Cd la capacidad de desplazar con facilidad al Zn de su unién a
proteinas en sitios tioles (Irving & Williams, 1953). Intracelularmente existe un alto
numero de donantes tidlicos proteicos, a los cuales el Cd se une mas eficientemente
que el Zn. Esta caracteristica es de las importante para entender la toxicologia del
Cd. En este sentido, una de las proteinas con mayor capacidad de unir Cd son las
metalotioneinas. La union de Cd a metalotioneinas es 3 veces mayor que la de Zn
y es de mayor afinidad. Se ha descrito que el complejo Cd-MT es la principal forma

de transporte del Cd hacia el rinon.

Las metalotioneinas son proteinas de bajo peso molecular (>10,000 Da), de
las cuales existen 4 (1, I, lll, 1V) isoformas que mantienen homologia estructural y
funcional entre si. Las isoformas | y |l se expresan en todos los tejidos, la isoforma
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IV se expresa solo en epitelio escamoso estratificado y la isoforma Ill se expresa,
de manera fisioldgica, exclusivamente en SNC. Estas proteinas contienen entre 60
a 68 residuos aminoacidicos, de los cuales 18-23 corresponden a cisteinas, de 6 a
8 a lisinas y 7 a 10 serinas. En su estructura terciaria, los residuos de cisteina se
acercan y forman dos clusters tiolato, que forman los dominios a y f8; y es en estos
clusters donde se unen los metales. El dominio a contiene el C-terminal y posee 11
cisteinas las cuales forman un cluster tiolato que puede unir hasta 4 atomos de Zn
y/o Cd 0 5 a 6 atomos de Cu. En el dominio 3 se encuentra el N-terminal y 9 cisteinas
que al formar el cluster pueden unir 3 atomos de Zn y/o Cd o 6 atomos de Cu (Zatta,
2008).

B — domain o.— domain
Figura 4. Sitios de unién de metales en las metalotioneinas. Tomado de Dziegel et al. 2016

Fisiologicamente las MTs participan en la homeostasis de Zn y Cu. Regulan
la concentracion citosolica de estos iones uniéndolos o liberandolos de acuerdo con
el estimulo que reciban. La expresion de las MTs se regula por la concentracion de
estos iones libres; a mayor concentracion de Zn en citosol se induce la expresion
de MTs. Estas proteinas también tiene actividad antioxidante intracelular frente a
radicales libres. Se ha demostrado que poseen una alta afinidad por las especies
reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés). Esta capacidad brinda
proteccion celular contra el dafio por Cd. La formacion de complejos Cd-MT, Cd-Zn-
MT y NO-MT (6xido nitrico-metalotioneina) ayuda a detoxificar Cd y radicales libres
(Zangger et al., 2001). Dada la alta afinidad del Cd por las MT, se requieren bajas
concentraciones de Cd para desplazar al Zn de su union (Sigel et al., 2013). La

12



Evaluacion de la respuesta oxidante en hipocampo de ratas
administradas con cadmio

unién de Cd a proteinas puede modificar su funcion. Existen proteinas reguladoras
redox, que dependen de la asociacion-disociacion de zinc de centros tiolato, por lo

que la unién a estos puede impedir la funcion de la proteina (Maret, 2006).
1.8 Cd y estrés oxidante

Ademas de interferir con la funcién de las MTs, se ha propuesto que el Cd
ejerce sus efectos tdxicos en el organismo al inducir estrés oxidante (EO). EI EO es
un desequilibrio celular en favor de los prooxidantes. Este desequilibrio promueve
dafio en la funcion y estructura de proteinas, ADN y lipidos, que se ha asociado al
desarrollo de muchas enfermedades crénico-degenerativas (Valko et al., 2007). En
condiciones fisiolégicas las ROS son producidas durante el metabolismo oxidativo,
sobre todo en mitocondria (Murphy, 2009; Valko et al., 2007). Las ROS cumplen
funciones celulares en todos los tejidos. En cerebro son esenciales para el
desarrollo neuronal pues regulan el crecimiento de células progenitoras
hipocampales. También participan en la potenciacion a largo plazo (LTP); proceso
determinante en la formacion de la memoria (Cobley et al., 2018; Salim, 2016).

Al no poseer quimica redox el Cd no puede inducir la produccién de ROS
directamente (Cuypers et al., 2010). Sin embargo, al desplazar metales de su unién
a proteinas, incrementa la concentracion de metales redox como el Fe o Cu. Estos
metales participan en reacciones tipo Fenton y de Haber-Weiss, produciendo
radicales hidroxilo (*OH) (Casalino et al., 1997; Dorta et al., 2003). Ademas del
desplazamiento de metales redox, el Cd también puede interferir en la actividad de
los complejos de la cadena transportadora de electrones (CTE) e inducir la
formacion de ROS. Wang en 2004 evalud la capacidad inhibitoria del Cd sobre los
complejos de la CTE en higado, cerebro y corazon. Sus resultados muestran que
los complejos Il y Il son mas sensibles a Cd. Mientras que el Cd induce la formacion
de ROS en el complejo Ill; promueve la acumulacion de semiubiquinonas que son
inestables y propensas a donar electrones al oxigeno molecular para formar el anion
superoéxido (Wang et al., 2004). Otros estudios muestran que el Cd también regula
positivamente a genes nox y las proteinas NOX (NADPH oxidasas) producen ROS
(Rockwell et al., 2004; Thijssen et al., 2007).
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Ante la produccién de ROS las células poseen mecanismos antioxidantes;
enzimas, péptidos y metabolitos con capacidad amortiguadora o biotransformadora
(Halliwell, 2007). Sin embargo, en condiciones de EO estos se ven sobrepasados
por la produccion de ROS. Estudios muestran que el Cd puede inhibir o activar
sistemas antioxidantes celulares (Cuypers et al., 2010; Wang & Du 2013). La
superéxido dismutasa (SOD) se encarga de catalizar la dismutacion del anidn
superoxido (O2*") a peroxido de hidrogeno (H202). El peréxido de hidrégeno es
biotransformado en agua por la accidén de la catalasa o la glutation peroxidasa. Se
ha descrito que el Cd puede disminuir la actividad de la isoforma 1 de la SOD y de
catalasa al unirse a ellas. Ademas, el Cd también puede desplazar el metal del
centro activo en la catalasa y la peroxidasa, lo que inhibe su funcion (Polykretis et
al., 2019; J. Wang et al., 2015).

El glutation (GSH) es un tripéptido antioxidante que se encuentra a todas las
células del organismo. Enzimas como la glutation peroxidasa y glutation transferasa
utilizan glutation como agente reductor en su funcion. Ademas, el GSH reacciona
con moléculas prooxidantes, lo que evita la oxidacion de macromoléculas y
alteraciones celulares consecuentes. Existen otras moléculas que contienen grupos
tioles y que por tanto pueden formar complejos con el Cd como las piorredoxinas,
que pueden reducir el H202, hidroperdxidos organicos y peroxinitritos. Es importante
mencionar que, en general, el SNC posee una defensa antioxidante endogena
menor comparada con tejidos como el higado.

Ante el incremento de ROS en la célula también se activan factores de
transcripcion antioxidante. Nrf2 es factor de transcripcidn central en la defensa
antioxidante. Nrf2 pertenece a la subfamiia de factores tipo zipper de leucina
basicos. En condiciones fisiologicas, Nrf2 se encuentra en citoplasma unido a la
proteina Keap1. Ante estimulos electrofilicos, Nrf2 se separa de Keap1 y se
transloca al nucleo. Alli se dimeriza con proteinas Maf pequefias y este dimero
reconoce al elemento de respuesta antioxidante (ARE) de sus genes blanco (Figura
5) (Suzuki & Yamamoto, 2015; Taguchi & Yamamoto, 2017). Nrf2-Keap1 regula

genes que promueven antioxidantes directos, que inactivan antioxidantes, regula la
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sintesis y regeneracion de GSH y de NADPH. Ademas, regula la expresion de
transportadores ABC que favorecen la salida de xenobidticos y de proteinas que

inhiben la inflamacion y el dafio a proteinas (Kensler et al., 2007).

Inlye,
\ Keap‘l Ler. cys

Oxidative/
/ electrophilic

Basal state stress

= .:‘”:.. M@ N\@
°Q V\@

Cytoprotective

Figura 5. Interaccion de Keap1-Nrf2 en estado basal y ante estimulos electrofilicos. Tomada de Suzuki et
al. 2015.

1.9 Cd y estrés nitrosante

El Cd también puede promover estados de estrés nitrosante. El 6xido nitrico
(NO) es la molécula central en el desarrollo de este. EI NO es un gas incoloro,
considerado un radical libre y producido por muchos tipos celulares; células
endoteliales, macrofagos, células gliales y neuronas. Su vida media en sistemas
biologicos es de uno 30 segundos ya que se oxida formando nitritos y nitratos. Al
ser un gas no polar, puede difundir a través de las membranas con facilidad.
Participa en muchos procesos fisiolégicos, mediados por la activacién de la
guanilato ciclasa y consecuente sintesis de GMPc (Valko et al., 2007). En SNC, el
NO contribuye con la irrigacién sanguinea al encéfalo, dirige el crecimiento de las
terminaciones nerviosas, participa en la diferenciacién de las células gliales y actua
como neuroregulador. El hipocampo es el area donde se consolida la memoria y alli
el NO participa en la LTP. EI NO actua como mensajero retrogrado y difunde hacia
las neuronas presinapticas para aumentar la liberacion de neurotransmisores
(Benarroch, 2011; Pérez-Neri, 2015).
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El NO se forma por la actividad de la sintasa de 6xido nitrico (NOS) con uso
de L-argninina, O2y NADPH. Existen 3 isoformas de esta enzima; endotelial (eNOS,
NOS Ill), neuronal (nNOS, NOS 1) e inducible (iNOS, NOSII), siendo esta ultima
isoforma la mas eficiente en la produccion de NO. Estudios han mostrado que el Cd
incrementa la concentracion de NO en higado de ratas (Ke et al., 2019). Mientras
que la expresion de eNOS aumenta en testiculo de ratones después de ser
administradas con bajas concentraciones de Cd y disminuye con concentraciones
altas de Cd (Ren et al., 2019). Estudios en nuestro laboratorio determinaron que la
exposicidon a Cd durante 3 y 4 meses aumenta la concentracion de nitritos en
hipocampo de ratas (Pulido et al., 2019). El NO puede reaccionar con el anidn
superéxido para formar peroxinitrito (ONOQO™) que posee una mayor capacidad
prooxidante. La sobreproduccion de NO y de otras especies reactivas de nitrégeno
(RNS) pueden oxidar lipidos membranales y nitrar proteinas, lo que cambia su

funcion y aumenta su reciclaje.

1.10 Consecuencias clinicas de la toxicidad del Cd

Los rifiones regulan los fluidos y electrolitos en el cuerpo, eliminan sustancias
potencialmente toxicas y producen hormonas que regulan la presion sanguinea, la
calcificacion de los huesos y la produccion de eritrocitos. El Cd puede generar dafio
renal, iniciando con lesidn tubular caracterizada por un incremento en la excrecion
de proteinas como de bajo peso molecular como la f2-microglobulina (WHO, 1992).
Se ha demostrado también que la exposicion a Cd puede generar daino glomerular
con una disminucion de la tasa de filtrado glomerular. Mientras que se ha
relacionado a la uremia como causa comun de muerte entre granjeros que sufren

de la enfermedad ltai-ltai generada por Cd (Jarup, 2003).

Después de las primeras horas después de la exposicidon al Cd, es el higado
el organo que almacena la mayor cantidad del metal. Diversos estudios acerca de
la hepatotoxicidad del Cd indican que, en administraciones agudas, el Cd tiene un
efecto toxico directo sobre el higado ademas genera isquemia debida al dafo
endotelial y la consecuente respuesta inflamatoria (Yamano et al., 2000). También

en higado se han observado cambios histopatolégicos en ratas expuestas durante
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22 dias a Cd, que pueden resultar tanto en apoptosis como en necrosis (El-sokkary
et al., 2010). En general, el dafio que genera el Cd en higado se asocia a su union
a grupos sulfidrilo en proteinas de membrana, citosdlicas y enzimas. El Cd también
puede competir con metales esenciales como el Zn, el Se (selenio) o el (Cu),
interfiriendo en los procesos celulares en los que participan estos metales. De igual
manera, se ha descrito que el Cd afecta funciones celulares como actividad
enzimatica, sistemas de reparacion del ADN, estado redox de la célula y

transduccion de sefiales (Kerkhove et al., 2010).

En exposiciones agudas por inhalacion, los pulmones son los principales
organos danados. El Cd propicia la destruccion de epitelio pulmonar generando
edema, bronquitis y neumonitis en animales y humanos. A nivel celular, se
disminuyen enzimas como catalasa, SOD, grupos sulfhidrilo no proteicos y glutation
peroxidasa (GPx). La respuesta al Cd en pulmones es similar a la observada con
otros agentes que producen dafio oxidativo. La exposicion por largo tiempo
disminuye la funcién pulmonar y genera enfisema y dafa la funcion olfatoria. Cabe
destacar que este tipo de exposicion puede llevar al desarrollo de cancer pulmonar,
por lo que se ha clasificado al Cd y a sus compuestos dentro del grupo 1 de
carcinogénicos humano (IARC, 2011)(IARC 2011; WHO, 2010). Si bien érganos
como rifiones e higado son los principales 6rganos blanco del dafio toxicolégico
generado por el Cd, en afios recientes se ha demostrado que el SNC es
particularmente susceptible al Cd (Agnihotri et al., 2015). Debido a la permeabilidad
limitada de la barrera hematoencefalica y el plexo coroideo, la entrada de Cd al
cerebro es limitada. Sin embargo, se han documentado efectos fisiolégicos del Cd

en sistema nervioso central después de ser administrado por via oral.
1.10.1 Efectos del Cd sobre el SNC

El Cd afecta severamente la funcion del SNC con sintomas que incluyen
dolores de cabeza y vértigo, disfuncion olfatoria, sintomas parecidos al
parkinsonismo, disminucion de la funcién vasomotora, neuropatia periférica, perdida
de equilibrio, disminucion en la capacidad para concentrarse y dificultades en el
aprendizaje (Wang & Du, 2013). En estudios epidemiolégicos con trabajadores

17



Evaluacion de la respuesta oxidante en hipocampo de ratas
administradas con cadmio

expuestos a Cd, se evidencié pérdida de la memoria y funciones motoras
ralentizadas (Hart et al., 2001; Viaene et al., 2016). En nifios de edad escolar se
reportaron asociaciones entre la concentracion de metales pesados como el Cd y
comportamientos no adaptativos en nifios. Ademas, se relaciona de manera
inversamente proporcional el contenido de Cd en el cabello con el coeficiente
intelectual en nifos. Estos estudios muestran una asociacion entre la concentracion
de Cd con el retardo mental y habilidades motoras disminuidas en humanos
(Marlowe et al., 1985; Thatcher et al., 1982).

Los efectos del Cd sobre la conducta y cognicidn se relacionan a cambios
estructurales y funcionales en las neuronas. Se ha observado que la administracion
de Cd por via oral produce cambios perjudiciales en la morfologia de neuronas
piramidales en hipocampo. La comunicacion neuronal depende en gran medida de
la morfologia de las neuronas; la longitud de sus procesos dendriticos y la
arborizacion de estos favorecen el numero de contactos entre neuronas y
consecuentemente la comunicacion neuronal. Trabajo realizado en el laboratorio
demuestra que una administracion oral de Cd hasta por 4 meses disminuye la
arborizacién dendritica, la longitud dendritica total y el numero de espinas
dendriticas de neuronas hipocampales (Pulido et al., 2019). En estudios in vitro el
Cd modifico la morfologia neuronal después de una sola dosis de Cd (Lopez et al.,
& Gonzalez, 2003). Ademas, se ha demostrado que el Cd a bajas concentraciones
induce apoptosis en precursores oligodendrociticos, mientras que a altas
concentraciones de Cd se observa necrosis (Almazan et al., 2000).

Aunado a los cambios morfolégicos y de muerte neuronal, estudios reportan
que el Cd inhibe la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE) en ratas neonatas
(Gupta et al., 1991). Mientras que estudios a largo plazo muestran cambios en la
actividad de la AChE y Na*, K* ATPasa en diferentes areas del cerebro (Gongalves
et al.,, 2012). In vitro, se ha reportado que el Cd incrementa las ROS, afecta la
actividad de enzimas antioxidantes e interfiere en la homeostasis de iones como
Zn?* y Ca?*. Se ha reportado, in vitro, que el Cd interfiere con la homeostasis del
Ca?* intracelular libre lo que induce apoptosis. Ademas, estudios revelan que el Cd
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puede disipar del potencial de membrana mitocondrial y activar caspasa 3 y 9,
produciendo apoptosis mediada por la sefializacion de Ca?* - mitocondria (Yuan et
al., 2018). De manera importante, se ha demostrado que el Cd es un posible factor
etiolégico para enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de
Alzheimer o enfermedad de Parkinson (Jiang et al., 2007; Okuda et al., 1997).

A pesar de los estudios acerca de la toxicidad del Cd en SNC, los
mecanismos por los cuales genera daino y afecta la cognicién aun no son totalmente

claros.
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2. Planteamiento del problema

La contaminacion es un problema a nivel mundial. Si bien existen muchos
productos, materiales o deshechos que contribuyen a este problema, la
contaminacioén por metales pesados representa un riesgo mayor para el ambiente y
los seres vivos. Debido a su localizacion ubicua y a sus caracteristicas toxicoldgicas,
el Cd ha sido clasificado como el quinto contaminante mas peligrosos a nivel
mundial. Los efectos toxicos de este metal sobre higado y rindn se han reportado
ampliamente. En estos érganos se ha descrito que el Cd induce de manera indirecta
la formacion de ROS y altera el estado redox de las células. Ademas, interfiere con
la homeostasis de iones enddgenos como Zn?* y Ca?*. Sin embargo, en afios
recientes se ha sefalado al cerebro como el 6rgano mas susceptible a dafo
generado por Cd. Diversos estudios demuestran que el Cd afecta la funcionalidad
cognitiva en modelos animales y en humanos. Mientras que in vitro se ha reportado
que el Cd induce apoptosis y necrosis. Ademas de cambios en la morfologia de las
neuronas. Sin embargo, se desconoce si el Cd puede inducir estrés oxidante y
neurodegeneracion en hipocampo; area esencial en la consolidacién de la memoria.
Es por lo que, en este trabajo se evalu6 en un modelo animal de rata joven-adulta
si el Cd puede inducir estrés oxidante y neurodegeneracion en hipocampo al ser

administrado por via oral durante 2, 3 y 4 meses.
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3. Justificacion

Uno de los problemas ecolégicos y de salud que ha ganado importancia a
nivel mundial, es la contaminacion al Cd. Debido a su prolongado tiempo de vida
media, baja tasa de excrecion y bioacumulacion, el Cd puede generar dafio
estructural y funcional en los organismos. El cerebro es particularmente susceptible
a los danos generados por el Cd, afectando procesos cognitivos fundamentales
como el aprendizaje y la memoria. Debido a esto, es de suma importancia la
comprension de los mecanismos que conllevan a su patogénesis, involucrando
procesos como el estrés oxidante, cambios estructurales de la BHE vy
neurodegeneracion. Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio demuestran
que el Cd modifica de manera negativa la morfologia de neuronas piramidales de
hipocampo. Sin embargo, es preciso dilucidar los mecanismos de toxicidad del Cd
sobre el cerebro. Si bien los efectos téxicos de este metal se conocen desde hace
anos, existen pocos estudios de sus efectos sobre el hipocampo de ratas adultas.
La informacidn obtenida podria ayudar a comprender el efecto de factores exdégenos
que pueden alterar la memoria y posible desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas para asi poder desarrollar estrategias que disminuyan estos
factores de riesgo ambientales.
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4. Objetivo general

Evaluar la respuesta oxidante y neurodegenerativa en hipocampo de ratas

expuestas a Cd.

4.1 Objetivos especificos

1.

Determinar la concentracion de Cd en hipocampo de rata.

Evaluar integridad de la barrera hematoencefalica de ratas expuestas a Cd a
diferentes tiempos.

Valorar el curso temporal del estrés oxidante en el hipocampo de ratas
administradas con Cd.

Evaluar si existe degeneracion neuronal en el hipocampo de ratas expuestas
a Cd.
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5. Hipotesis

El Cd administrado por via oral genera cambios estructurales en la barrera
hematoencefalica, que favorecen la acumulacion de este metal en el hipocampo de
rata. En consecuencia, se induce una respuesta oxidante tiempo dependiente, que

afecta la viabilidad de las neuronas hipocampales.
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7. Materiales y métodos

7.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron 72 ratas de la cepa Wistar de peso entre 80-100 gr, obtenidas
del Bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla.
Los animales fueron siempre manejados bajo los lineamientos de la guia del
cuidado y uso de animales de laboratorio establecida por el CICUAL. Se
mantuvieron bajo condiciones controladas de luz-oscuridad de 12 horas y
temperatura de 19-26°C, permanecieron en cajas de polipropileno con una cama de

aserrin y con disponibilidad de agua y alimento “ad libitum”

Se conformaron 3 grupos con una n=24 ratas por grupo para cada tiempo de
administracion de Cd: 2, 3 y 4 meses respectivamente. Cada grupo se subdividié en
dos grupos (n=12); un grupo control (agua ad libitum) y uno Cd, al cual se le
administré una solucién de CdCI2 a 32.5ppm ad libitum.

7.2 Obtencion de las muestras

Una vez concluidos los periodos de exposicion respectivos, se obtuvieron las
muestras. 3 animales por grupo fueron anestesiados con pentobarbital sédico i.p.
(10 mg/kg de peso). Se perfundieron intracardialmente con solucion Hartman, se
obtuvo el cerebro, se disectd el hipocampo y se almacenaron las muestras a -70 °C

para su posterior procesamiento y determinacion de metales.

Otros 4 animales por grupo fueron anestesiados y perfundidos intracardialmente
con 100mL de solucion Hartamn y 100mL de paraformaldehido 4%, se obtuvieron
los cerebros y fueron fijados en mas paraformaldehido 4% para su posterior

deshidratacion e inclusion en parafina.

Los 5 animales restantes por grupo fueron anestesiados y decapitados, se obtuvo
el cerebro y se disectd el hipocampo para ser homogenado y realizar las

determinaciones bioquimicas.
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7.3 Cuantificacion de metales en hipocampo

Los hipocampos de cerebros perfundidos fueron incubados a 37°C en una
estufa durante 3 dias con una solucion 50:50 de acido nitrico y acido perclérico
hasta desintegrar el tejido. El sobrenadante se diluyé 1:10 en agua desionizada y
se determind la concentracion de Cd y Zn por medio de espectroscopia de emision
atomica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) (Varian Agilent 730-es ICP-
OES).

7.4 Ensayos para determinar el balance redox en hipocampo

a) Cuantificacion de malondialdehido (MDA) y 4-hidroxi-alquenales (4HDA)

Los niveles de MDA y 4HDA fueron cuantificados por el método de Estebauer y
Zollner (1989). A 100 pL del sobrenadante se adicionaron 650 pL de la solucion 1
(1-metil-2-6-feni-indol 10.3mM en acetonitrilo y metanol), y 150 yL de &acido
metanosulfonico. Las muestras se agitaron e incubaron a bafio Maria, 45°C, 1 hora,
se centrifugaron a 3500 rpm, 10 minutos. Se determin6é la absorbancia del
sobrenadante a 586 nm. Las concentraciones se obtendran interpolando la
absorbancia de las muestras en la curva estandar patron de MDA; 1, 1, 3, 3
tetrahidroxipirano (0.5 a 5 uM).

b) Cuantificacién de ROS totales

Los niveles de ROS intracelulares fueron medidos por fluorometria. Los tejidos
se incubaron con dihidrodiclorofluoresceina diacetato (H2-DCF-DA) 30 minutos,
para que las esterasas celulares formen dihidrodiclorofluoresceina (DCFH), el cual
al reaccionar con peréxido de hidrogeno (H202) genera una molécula fluorescente.
La fluorescencia fue detectada en un lector de placas para fluorescencia “Multi-well
Plate Reader” a una longitud de onda de 485 nm de excitacion y 530 nm de emision.
La absorbancia obtenida se traslapé a la curva estandar construida a partir de DCFH
con concentraciones conocidas de H20:.
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c) Cuantificacion de GSH y GSSG

El contenido total de GSH y GSSG fue determinado mediante la técnica de
reciclaje enzimatico basada en el uso de la enzima glutation reductasa. El glutation
es oxidado por el acido 5,5’-5-nitrobenzoico (DNTB) y reducido por la NADPH en
presencia de glutation reductasa (Tietze, 1969). Para determinar la concentracion
de glutation total, la formacion del acido 2-nitro-5-tiobenzoico fue monitoreada a 412
nm y el glutation presente fue evaluado por la comparacion del resultado con la

curva estandar.

El procedimiento es especifico para GSSG cuando se usa 2-vinilpiridina o 4-
vinilpiridina (que no inhiben a la glutation reductasa) para enmascarar GSH. Para el
calculo de la concentracion de GSH se realiz6 la siguiente operacién: GSH = GSH
total — GSSG. Para el célculo de indice redox se utilizaré la operacion: indice redox
= GSH + [2xGSSG]/(2xGSSGx100).

d) Cuantificaciéon de la actividad de glutation peroxidasa (GPx)

La actividad de la GPx sera determinada usando el método descrito por Flohé y
Gunzler (1984). La GPx presente en el sobrenadante reduce los hidroperoxidos al
sustrato de tert-butil peroxido de hidrogeno y la enzima se oxida. La GPx oxidada
es regenerada por el GSH, el cual se oxida a GSSG. El GSSG regresa a GSH por
la donacién de un electrén proveniente del NADPH via glutation reductasa (GR). La
tasa de decremento de NADPH es directamente proporcional a la actividad de GPx
y ésta se midio espectrofotométricamente a 340 nm (Perkin EImer Lamda EZ-150).
La actividad medida fue expresada en ymol/min/mg de proteina.

e) Cuantificacion de la actividad de glutation transferasa (GST)

Sera determinada usando el método descrito por Habig (1974). La reaccion
consiste en mezclar 33mM de buffer Hepes pH 7.5, 1.5 mM GSH, 1.5 mM de 1-
cloro-2-dinitrobenceno (CDNB) y agua en un volumen total de 1 mL. La conjugacion
de GSH con CDNB en presencia de la GST es una medida de su actividad, la cual
se puede seguir espectrofotométricamente a 340 nm durante 3 min. La actividad fue

reportada como pmol/min/mg de proteina.
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f) Cuantificacion de glutation reductasa (GSSG-R)

Sera determinada monitoreando la oxidacion de NADPH en presencia de GSSG
de acuerdo con el método de Smith (1988). EI GSH formado reacciona con 5,5-
dithiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) mostrando un incremento en la
absorbancia la cual fue medida a 412 nm. El sistema de reaccion contenia 0.1M de
buffer de fosfato (pH 7.5), 1 mM de EDTA, 2 mM de GSSH y 3 mM de solucion
DTNB. La reaccion fue iniciada por la adicion de 2mM de NADPH.

g) Cuantificacion de la actividad de la superoxido dismutasa (SOD)

La superodxido dismutasa (SOD) fue analizada mediante el método del pirogalol
en el que el pirogallol en medio basico se auto-oxida generado en el medio de
reaccion radicales superoxido, de esta forma la reaccién radicalaria se propaga,
acelerando la auto-oxidacién absorbiendo el paso de luz a 420 nm. La presencia de
SOD inhibe la autoxidacién al evitar las reacciones de propagacion. Por convenio
se toma 1 U de SOD como la cantidad de enzima que inhibe en un 50% la reaccién

de auto-oxidacion del Pirogallol a 25°C y pH 8.2.

h) Cuantificacion de la actividad de catalasa (CAT)

La cuantificacidn de la actividad de catalasa (CAT) se realiz6 mediante el uso de
luz ultravioleta espectrofotometria segun lo establecido por Nelson y Kiesow en
1972. Las muestras de tejido fueron homogenadas con buffer de fosfato de potasio
20mM (pH 7.4 y 150 mM NaCl, con dilucién 1:20) y centrifugado a 10,000 x g por
10 min a 4°C. El ensayo consistié en mezclar 2.0 mL de buffer de fosfato de potasio
(50 mM a pH 7.0), 0.05 mL de H202 (0.3) M y 0.05 mL del homogenado. Los
cambios en la absorbancia de H202 se siguieron por 60 segundos a 240 nm. La
actividad de catalasa se calcul6 como pmol/min/mg de proteina que es igual a U/mg
de proteina

7.5 Inclusion en parafina
Los cerebros fijados en paraformaldehido fueron deshidratados en
concentraciones crecientes de alcohol (70, 80, 96, 100%) y en xilol. Los tejidos

deshidratados fueron embebidos e incluidos en parafina (Paraplast) para la
formacion de bloques. Utilizando un microtomo (Leica) se obtuvieron cortes de
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hipocampo de 7uM de grosor, los cortes se montaron en laminillas silanizadas

previamente.

7.6 Inmunofluorescencia

Los cortes se desparafinaron en xilol 10 minutos (x2), e hidrataron en alcohol-
xilol 50:50 10 minutos (x1), alcohol 100% 10 minutos (x2) y alcohol 70% 10 minutos
(x1) hasta agua destilada (5 minutos). Se realizo la recuperacion antigénica con
buffer de citratos, pH 6, 95°C, 10 min. Las uniones inespecificas fueron bloqueadas
con albumina sérica de bovino (Sigma) al 5% en PBS-triton durante 2 horas en
camara humeda a temperatura ambiente. Los cortes se incubaron con los
anticuerpos primarios: anti-MT3 1:100 (Santa Cruz Biotechnology, sc-164990), anti-
NRF2 1:100(Santa Cruz Biotechnology, sc-365949), anti-iNOS1:100 (Santa Cruz
Biotechnology, sc-8310), anti-3-nitrotirosina 1:100 (Millipore, 06-284), anti-
claudina-5 1:50 (Millipore, ABT45), y anti-caspasa-3 1:100 (Santa Cruz
Biotechnology, sc-7272); durante 24 a 48 horas a 4°C.

Para la inmunodeteccion indirecta se utilizaron anticuerpos secundarios
conjugados con fluoresceina 5-isotiocianato (FITC) o rodamina, incubados 2 horas
a temperatura ambiente en camara humeda y protegidos de la luz. Aquellas
laminillas para la deteccién de Nrf2 y claudina-5 se incubaron con anti-GFAP 1:500
(Abcam, 53554) durante 24 horas a 4°C.

Todas las laminillas, exceptuando aquellas para caspasa-3 se montaron con
medio Vecta-Shield (VectorLabs) conjugado con DAPI (2,4-diamino-2-fenilindol).
Las laminillas para caspasa-3 fueron montadas con Vecta-Shield conjugado con
ioduro de propidio como marcador para neurodegeneracién. Se cubrieron con un

cubreobjetos y se sellaron las orillas de este con una capa de barniz de uias.

Las microfotografias fueron tomadas usando un microscopio de fluorescencia
Olympus BX41 y se fotografiaron las regiones CA1, CA3 y giro dentado de

hipocampo a 40X. Las imagenes fueron analizadas utilizando el programa ImageJ.
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7.7 Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos cuantitativos se realizé con ayuda del
programa Graphpad Prism version 6.0. Se realizé la comparacion entre grupos
control y problema de cada tiempo de exposicion a Cd. Los datos de las pruebas
bioquimicas fueron comparados por medio del estadistico t de “Student”. El analisis
del numero de células inmunorreactivas se realiz6 mediante la prueba U de Mann-
Whitney. Los resultados fueron graficados como la media + error estandar de la
media (EEM) y un nivel de significancia menor del 0.05 (p<0.05) fue considerado

significativamente diferente.
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8. Resultados

8.1 El Cd se acumula en hipocampo de rata el ser administrado por via oral

Al determinar la concentracion de Cd en el hipocampo (Figura 6) no se
encontré cambio después de 2 meses de administracién. Sin embargo, al mes 3
existe un aumento significativo en la concentracion de Cd (34%) y para el mes 4 la

concentracion aumentd en un 134%.
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Figura 6. Concentracion de Cd en hipocampo. Se determiné por ICP-OES la concentracién de Cd en hipocampo después
de 2, 3 y 4 meses de administraciéon de una solucién 32.5ppm de CdCl,. Los datos representan la media de los valores + el
EEM (Error Estandar de la Media). Las comparaciones entre grupos se realizaron por la prueba de “t” de Student.
*%%1<0.001, ****p < 0.0001.

8.2 El Cd no modifica la inmunorreactividad de la claudina-5 en BHE
Una vez que se determind que el Cd se acumula en hipocampo, se evalué si
la entrada de Cd se facilita al afectar a claudina-5; una proteina estructural de las

uniones estrechas que regula el transporte paracelular en la BHE. Las
microfotografias muestran a claudina-5 (rojo), GFAP (verde) y nucleos (azul)
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(Figura 7A). Los resultados demuestran que a ninguno de los tiempos de
administracion con Cd se observan cambios significativos en la inmunorreactividad
a claudina-5 de los grupos con Cd cuando se comparan con respecto a su control
(Figura 7B).

Control

2 meses

3 meses

40 pm

4 meses

80

60

40

Densidad U.A.

20

Ctl_Cd Ctl__Cd Ctl_Cd
2 meses 3 meses 4 meses

Figura 7. Inmunorreactividad a claudina-5 y GFAP. El Cd no cambia la inmunorreactividad a claudina-5 en hipocampo. Los
datos representan la media de los valores + el EEM (Error Estandar de la Media). Las comparaciones entre grupos se
realizaron por la prueba de “t” de Student. *p<0.05

32



Evaluacion de la respuesta oxidante en hipocampo de ratas
administradas con cadmio

8.3 El Cd acumulado en hipocampo no incrementa los ROS pero si los
marcadores de estrés nitrosante

Una vez que se determiné que el Cd administrado por via oral puede
acumularse en hipocampo desde el mes 3 de administracién, se evalu6 si el Cd
aumenta la concentraciéon de ROS. Por medio de fluorometria se determiné la
concentracion de ROS, principalmente peroxido de hidrogeno (H202). Los
resultados obtenidos no muestran cambios significativos en la concentracion de

ROS en ninguno de los grupos Cd a ningun tiempo de administracion (Figura 8).
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Figura 8. Efecto del Cd sobre los ROS. La administracién de Cd no aumenta los niveles de ROS después de 2, 3 y 4 meses
de administracién de Cd. Los datos representan la media de los valores + el EEM (Error Estandar de la Media). Las
comparaciones entre grupos se realizaron por la prueba de “t” de Student. *p<0.05.

Se considera que el Cd puede inducir la formacién de ROS de manera
indirecta al desplazar metales enddgenos, como el hierro (Fe) de su uniéon a
proteinas; estos metales pueden participar en reacciones tipo Fenton y generar
ROS. Al mismo tiempo se ha relacionado al Cd con la sobreproduccion de NO. Esta

molécula tiene funciones importantes en el SNC, sin embargo, su produccion
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exacerbada puede llevar a estados de estrés nitrosante y contribuir con la oxidacion

y nitracion de lipidos y proteinas.

Se evalué por inmunofluorescencia al marcador 3-nitrotirosina (verde)
(Figura 9A). Esta modificacion postraduccional de las proteinas se asocia al

proceso de estrés nitrosante.
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Figura 9. Inmunorreactividad a 3-nitrotirosina. Cd incrementa la inmunorreactividad a 3-nitrotirosina en las regiones CA1
y CA3 de hipocampo. Los datos representan la media de los valores + el EEM (Error Estandar de la Media). Las
comparaciones entre grupos se realizaron por la prueba de U de Mann-Whitney, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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A los 2 meses de administracion no existen cambios en la inmunorreactividad
en ninguna de las areas (Figura 9B). Los resultados indican aumento significativo
en el numero de células inmunorreactivas a 3-NT a los 3 meses en el area CA1
(633%) y giro dentado (843%) (Figura 9C) y a los 4 meses en las tres areas de
interés; CA1 (800%), CA3 (394%) y Gd (844%) (Figura 9D).

El aumento en este marcador esta relacionado con un aumento en la
concentracion de NO, el cual ya ha sido reportado previamente. La produccion de
esta molécula esta mediada por enzimas sintasas de oxido nitrico (NOS), de las
cuales la isoforma inducible es la mas eficiente y que, por tanto, se asocia con

procesos de estrés nitrosante.

Las microfotografias muestran la inmunorreactividad a iNOS (verde) y
nucleos (azul) (Figura 10A). La evaluacion de la iNOS por fluorescencia muestra
que los 2 meses no existen cambios significativos (Figura 10B) y a partir de los 3
meses existe un aumento en el numero de células inmunorreactivas a este
marcador en las tres areas de interés: CA1 (125%), CA3 (143%) y Gd (181%)

(Figura 10C). El aumento significativo también se observa al mes 4 (Figura 10D).
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Figura 10. Inmunorreactividad a iNOS en CA1, CA3 y Gd hipocampal. Los datos representan la media de los valores * el
EEM (Error Estandar de la Media). Las comparaciones entre grupos se realizaron por la prueba de U de Mann-Whitney.
*p<0.05 **p<0.01
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8.4 El Cd incrementa la lipoperoxidacién en hipocampo
Las especies ROS pueden reaccionar con NO para formar peroxinitrito, el

cual es altamente oxidante y que puede oxidar lipidos generando MDA o 4-HDA. Se
determiné la concentracion de estos marcadores de lipoperoxidacion (Figura 11),
los resultados muestran un incremento en su concentracion en el grupo Cd del mes
4 de administracion (26%), mientras que el resto de los grupos no muestra cambios

significativos cuando se compararon con su control.
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Figura 11. Efecto del Cd sobre LPO. La administracion de Cd aumenta los niveles de LPO después de 4 meses de
administracion de Cd. Los datos representan la media de los valores + el EEM (Error Estandar de la Media). Las
comparaciones entre grupos se realizaron por la prueba de “t” de Student. *p<0.05.

Estos resultados muestran que la acumulacién de Cd en el hipocampo es
dependiente del tiempo de administracion. Ademas de que no genera un aumento

en las ROS, pero si en la LPO y marcadores de estrés nitrosante.
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8.5 La administracion de Cd altera los sistemas antioxidantes celulares.
La célula cuenta con sistemas antioxidantes que regulan la produccion y

accion de ROS y, de manera indirecta, de nitrogeno. Se evaluo la actividad de
enzimas antioxidantes encargadas de la detoxificacion de ROS. SOD es la enzima
encargada de dismutar el anion superoxido, generado en la cadena de trasporte de
electrones, en una molécula menos reactiva, el peréxido de hidrogeno. Los
resultados muestran un incremento en su actividad (26%) en el grupo Cd de 2

meses y una disminucion en el grupo Cd de 4 meses (42%) (Figura 12).

El producto de la actividad de la SOD es el peroxido de hidrogeno, el cual
puede ser transformado a agua por dos enzimas diferentes. Si bien la actividad de
la catalasa no muestra cambios significativos (Figura 13A), si se observa que en
los grupos administrados con Cd existe una tendencia a disminuir. GPx es segunda
enzima que biotransforma el peréxido de hidrogeno, pero con el uso de glutation.
En este caso desde el mes 3 de administracién de Cd (Figura 13B) se observa un
aumento en su actividad sin ser significativo (12%), mientras que en el grupo Cd del
mes 4 se observa aumento significativo de su actividad (24%), lo cual podria

relacionarse con que no existan cambios en la concentracion de ROS.
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Figura 12. Efecto del Cd sobre la actividad de la SOD. La administracion de Cd afecta la actividad de la SOD alos 2y 4
meses. Los datos representan la media de los valores + el EEM (Error Estandar de la Media). Las comparaciones entre
grupos se realizaron por la prueba de “t” de Student. *p<0.05, ***p<0.001.
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Figura 13. Efecto del Cd sobre la actividad de la catalasa y GPx. El Cd durante 2, 3 y 4 meses no cambia la actividad de la
catalasa (A) pero si aumenta la actividad de la GPx después de 4 meses (B). Los datos representan la media de los valores
+ el EEM (Error Estandar de la Media). Las comparaciones entre grupos se realizaron por la prueba de “t” de Student.
*p<0.05, **p<0.01

En cerebro, el sistema antioxidante mas importante es el glutation. Ante la
exposicion a Cd las células incrementan la produccion de este péptido. Al evaluar
la concentracion total de glutation no observamos cambios significativos a ningun
tiempo de exposicion (Figura 14A). Mientras que al observar los resultados del
indice redox, es decir, el balance entre glutation en su forma oxidada y reducida
podemos observar que los grupos administrados con Cd tienden a indices menores
que su grupo control (Figura 14B), lo cual indicaria que se favorece un estado
oxidado. De manera mas clara se observa que el glutation reducido tiende a
disminuir conforme aumenta el tiempo de administracion (Figura 14C), mientras que
el glutation oxidado tiende a aumentar (Figura 14D). Al ser el glutation el
antioxidante mas importante en cerebro resulta interesante el comportamiento que
se observa al no haber aumento de GSH total, ni cambios significativos en el indice
redox. Esto podria estar regulado por la actividad de enzimas que se encargan del

uso y reciclaje del GSH.

La enzima encargada del reciclaje de GSSG a GSH es la glutation reductasa.
Su actividad muestra una tendencia a aumentar desde el mes 3, mientras que el
aumento es significativo al 4 mes de analisis (28%) (Figura 15). Esto concuerda con
el hecho de no encontrar diferencias significativas en el indice redox ni en el
glutation total, pero es importante notar la tendencia a aumentar del GSSG aun

cuando la actividad de glutation reductasa aumenta.
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Figura 14. Efecto del Cd sobre el GSH total y el indice GSH/GSSG. La administraciéon de Cd durante 2, 3 y 4 meses no
cambia la concentracidn de GSH total en hipocampo de rata (A), ni altera el indice redox (B). Se observa que el Cd genera
una tendencia a que el GSH reducido disminuya (C) y el GSSG aumente (D). Los datos representan la media de los valores
+ el EEM (Error Estandar de la Media). Las comparaciones entre grupos se realizaron por la prueba de “t” de Student.
*p<0.05

En este sentido, la actividad de la glutation transferasa, enzima que cataliza
la unibn de GSH con moléculas electrofilicas como productos de LPO o
xenobidticos, aumenta su actividad de manera significativa desde el mes 3 de
administracion (48%) y hasta el mes 4 con un aumento del 45% de su actividad
(Figura 16).

Estos resultados se relacionan con los resultados de LPO, e indice redox. Es
posible que el aumento en la actividad de esta enzima impida un aumento en la

LPO, pero contribuyendo a la disminucion de glutation reducido.
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Figura 15. Glutation reductasa. La actividad de la glutatién reductasa en hipocampo de ratas expuestas a Cd no cambia a
lo largo del tiempo de exposicidn. Los datos representan la media de los valores + el EEM (Error Estandar de la Media). Las
comparaciones entre grupos se realizaron por la prueba de “t” de Student. *p<0.05
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Figura 16. Glutation S-transferasa (GST). La actividad de la GST aumenta en hipocampo conforme con el tiempo de
exposicion: 2, 3 y 4 meses. Los datos representan la media de los valores + el EEM (Error Estandar de la Media). Las
comparaciones entre grupos se realizaron por la prueba de “t” de Student. *p<0.05, **p<0.01
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Ademas del aumento en la actividad de enzimas antioxidantes ante la
presencia de Cd, se pueden inducir factores de transcripcion que regulen la
expresion de estas enzimas. Nrf2 es uno de los principales factores que regulan
esto. Al evaluar por inmunofluorescencia a Nrf2 se observan cambios en la
inmunorreactividad a Nrf2 (verde) y a GFAP en el grupo Cd cuando se compara con
su control después de 3 y 4 meses de administracion de Cd (Figura 17A). El conteo
de células inmunorreactivas no muestra cambios significativos en ninguna de las
areas de interés en el mes 2 (Figura 17B). Al tercer mes se observa el aumento de
inmunorreactividad a ambos marcadores. El conteo de células indica un aumento
significativo en CA3 (Figura 17C). Para el cuarto mes se evidencia un aumento
tanto en Nrf2 como en GFAP, el conteo de células inmunorreactivas a Nrf2 muestra

aumentos significativos en las tres areas: CA1, CA3 y Gd (Figura 17D).
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Figura 17. El Cd incrementa la inmunorreactividad a Nrf2 y GFAP en CA1, CA3 y Gd hipocampal. Los datos representan
la media de los valores + el EEM (Error Estandar de la Media). Las comparaciones entre grupos se realizaron por la prueba
de U de Mann-Whitney. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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8.6. Metalotioneina 3 aumenta en hipocampo en respuesta a la acumulacién
de Cd
Ademas de la accion de los sistemas antoxidantes, la célula cuenta con

proteinas que pueden unir al Cd para disminuir su toxicidad. Las proteinas de mayor
relevancia que pueden unir Cd son las metalotioneinas. Existen 4 isoformas, la

isoforma Il se expresa casi exclusivamente en cerebro.

A) CA1 CA3
»n
53
n
£
™ o 2 oEE D -
Ctl_Cd Ctl_Cd Cti_Cd
- ) ) GD
)
g
E 5
3
s
‘n - 5% ’
Q m £
0 H
g :°
F
” ; i 1ol
g
.5 o 3 =
Ctl_Cd Ctl_Cd Ctl_cd
- CM ) )
D)
9 é’ 10
- 3
5 i
(<] 2
o g
0 z°
z
Q z -
(7] !
o 3 o
; N
“ N
E o = = =
z
Ctl_Cd Ctl_Cd Ctl_Cd
- ) ) GD

Figura 18. Cd incrementa la inmunorreactividad a metalotioneina 3 en las regiones CA1, CA3 y giro dentado de
hipocampo. Los datos representan la media de los valores + el EEM (Error Estandar de la Media). Las comparaciones
entre grupos se realizaron por la prueba de U de Mann-Whitney. *p<0.05 **p<0.01
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Se evalud por fluorescencia a metalotioneina Ill (MT-Ill), las microfotografias
muestran a MT-IIl en verde y los nucleos marcados en azul (Figura 18A); se
observa un aumento en la fluorescencia que depende del tiempo de administracion.
La evaluacion del numero de células inmunorreactivas muestra que a partir de 3
meses de administracion de Cd se aumenta de manera significativa la
inmunorreactivadad a MT-1ll en CA1y CA3 (Figura 18C) y que este comportamiento
continua hasta el mes 4 de administracion (Figura 18D). Ademas, es importante
notar que, de manera basal, la Mt-lll es mayor en el area de giro dentado que en las

otras areas analizadas.

8.7. El Cd induce neurodegeneracion en hipocampo a partir de 3 meses de
aministracion
Finalmente, para determinar si el Cd puede inducir neurodegeneracion se

evalud la inmunorreactividad a caspasa-3 y a ioduro de propidio, los cuales son
indicadores de apoptosis celular. Las microfotografias muestran a caspasa-3 en
verde y al ioduro de propidio (PI) en rojo (Figura 19A). En el grupo administrado por
2 meses no se observan cambios en la inmunorreactividad de ninguna de las
marcas, al realizar el conteo de células positivas no se aprecian cambios
significativos (Figura 19B). A partir del es 3 y hasta el mes 4 se observa un aumento
en la inmunorreactividad y en el numero de células positivas a ambos marcadores.
En el caso del mes 3 se observan cambios significativos en el area CA1 y CA3
(Figura 19C), mientras que en el mes 4 el aumento significativo es apreciable
también en Gd (Figura 19D).
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Figura 19. Inmunorreactividad a caspasa-3 y ioduro de propidio en hipocampo. Los datos representan la media de los
valores + el EEM (Error Estandar de la Media). Las comparaciones entre grupos se realizaron por la prueba U de Mann-
Whitney. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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9. Discusion de resultados

La contaminacion ambiental por metales pesados representa un riesgo a la
ecologia y los seres vivos. Particularmente, el Cd es el quinto contaminante
ambiental mas peligroso a nivel mundial. Las emisiones de este metal al ambiente
promueven que el ser humano se encuentre en contacto con el Cd a través del aire
y el consumo de agua y alimentos contaminados. Este metal produce efectos
toxicos en el organismo que dependen de la especie quimica del Cd, la via de
entrada al organismo, la dosis y el tiempo de exposicion. Desde hace tiempo se
conocen los efectos téxicos del Cd en la salud humana. En particular, en SNC se
sabe que este metal produce déficits cognitivos que puede estar involucrado en el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer
o la enfermedad de Parkinson (Akinyemi et al., 2017; Gongalves et al., 2012; Jiang
etal., 2017; Jiang et al., 2007; Karri et al., 2016; Okuda et al., 1997) En parte, estos
efectos pueden estar ligados a modificaciones en la morfologia neuronal (Méndez-
Armenta et al., 2001; Montes et al., 2015; Ohtani-Kaneko et al., 2008; Pulido et al.,
2019). De igual manera se han reportado alteraciones en la homeostasis del Ca?*
(Chen et al., 2015; Xu et al., 2011) y disfunciones en enzimas que regulan a los
neurotransmisores como la acetilcolina (Akinyemi et al., 2017; Gongalves et al.,
2012). Ademas, el Cd es un inductor indirecto de ROS, lo que puede generar estrés
oxidante y consecuente dafio a ADN, lipidos y proteinas (Valko et al., 2007). Muchos
de estos estudios se han realizado en modelos de cultivo celular o animales
neonatos. Sin embargo, estos modelos son muy susceptibles al dafio generado por
este metal; en animales neonatos la BHE aun no es funcional completamente lo que
promueve la entrada del metal al SNC, mientras que en cultivo las neuronas no
cuentan con la regulacion de las células gliales. De los estudios llevados a cabo en
animales jovenes y adultos se sabe que el Cd también afecta de manera negativa
los procesos cognitivos, pero el mecanismo o mecanismos por los cuales el Cd

genera estos efectos aun no es claro.

En este trabajo, al exponer a ratas macho de la cepa Wistar a una dosis del
nivel mas bajo de efecto adverso observado para ratas Wistar en agua de beber
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(LOAEL: 32 ppm) (ATSDR, 2012), se encontré que el Cd puede entrar a SNC y
acumularse en hipocampo después de 3 y 4 meses de exposicion (Figura 6).
Muchos estudios demuestran que una vez que el Cd se absorbe en el organismo,
ya sea por los pulmones o tracto gastrointestinal, se distribuye primero a higado,
seguido por rifiones y secundariamente a otros tejidos (ATSDR, 2012; Swiergosz-
Kowalewska, 2001). En estudios con animales neonatos, los resultados muestran
que el Cd puede acumularse en diferentes areas del cerebro luego de una sola dosis
administrada por via intraperitoneal (i.p.) (Méndez-Armenta et al., 2001; Montes et
al., 2015). Mientras que, en estudios con animales adultos el Cd administrado por
via nasal puede acumularse en bulbo olfatorio (Evans & Hastings, 1992). Los
autores relacionan una mayor acumulacion de Cd en animales neonatos con la
funcionalidad de la BHE. En animales neonatos la selectividad de la BHE difiere en
comparacion con animales adultos (Schmitt et al. 2017; Tobwala et al., 2014). La
BHE forma parte del mecanismo de defensa contra la entrada de xenobidticos y
otras sustancias al SNC, al regular de manera selectiva el transporte paracelular y
transcelular (Serlin et al., 2015; Tajes et al.,, 2014). Sin embargo, diferentes

estimulos pueden alterar su permeabilidad (Tobwala et al., 2014; Yokel, 2009).

La BHE esta conformada por células endoteliales especializadas, pericitos y
astrocitos. Entre las células endoteliales adyacentes se encuentran proteinas
transmembranales que forman las uniones estrechas que son encargadas de
controlar el transporte paracelular de iones y otras moléculas (Jia et al., & Jiang,
2014; Keaney & Campbell, 2015). Para conocer si el Cd afecta la integridad de la
BHE, evaluamos por inmunofluorescencia a claudina-5. Nuestros resultados indican
que el Cd no promueve alteraciones en las uniones estrechas en hipocampo (Figura
7), lo cual indicaria que la entrada de Cd a SNC no depende de alterar proteinas de
las uniones estrechas. Existen mas mecanismos que el Cd podria utilizar para entrar
al SNC de animales adultos. Dado que el Cd no es metal esencial en el organismo
se sabe que utiliza mecanismos de transporte para otros iones (Saboli¢ et al., 2010;
Zalups & Ahmad, 2003). Uno de los mas importantes es el transportador DMT1 que
participa en el transporte de Fe desde el lumen intestinal hacia el interior de los

enterocitos. Ademas, también se encuentra en la membrana endosomal de muchos
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tipos celulares para facilitar la captura de Fe. DMT1 se expresa en células
endoteliales de BHE y del plexo coroideo (Skjgrringe et al., 2015) por lo que podria
facilitar la entrada de Cd en las células endoteliales y después hacia SNC. Sin
embargo, se debe considerar que la mayor proporcion de Cd en circulacion se
encuentra formando complejos con proteinas lo que dificultaria la interaccion del Cd
con DMT1 (Zalups & Ahmad, 2003). También se ha descrito que el Cd puede
acumularse en el plexo coroideo durante administraciones cronicas y agudas de Cd
(Arvidson & Tjalve, 1986). El plexo coroideo forma parte de la barrera sangre-liquido
cefalorraquideo (LCR) y se ha demostrado que presenta una alta expresién de
metalotioneinas, favoreciendo la formacion de complejos Cd-MT y la acumulacién
del metal en esta area (Nishimura et al., 1992). Se cree que la acumulacion de
metales pesados en el plexo puede generar alteraciones en su estructura y causar
apoptosis relacionada con estrés oxidante (Arvidson & Tjalve, 1986). La ruptura del
plexo facilitaria la entrada de Cd al LCR y su distribucién al resto del cerebro. A
pesar de que no estan claros los mecanismos que permiten la entrada de Cd al
SNC, este estudio muestra que el Cd si se acumula en hipocampo de manera

progresiva sin alterar la BHE.

Uno de los principales mecanismos de toxicidad del Cd es el estrés oxidante
(Chen et al., 2015; Liu et al., 2009; Olszowski et al., 2015). El estrés oxidante es un
desbalance en la célula que favorece la presencia de especies prooxidantes y que
puede generar dano y promover la muerte celular. La fisiopatologia de muchas
enfermedades se ha ligado al estrés oxidante y se ha propuesto como un factor en
el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer o Parkinson
(Halliwell, 2006; Karri et al., 2016; Okuda et al., 1997).

Las neuronas son especialmente susceptibles al dafio oxidante debido a
varios factores: 1) las ROS juegan un papel vital en la sefializacién neuronal; O2*"
y H202 regulan el crecimiento de progenitores hipocampales y regulan la LTP
(Dickinson et al., 2010; Massaad & Klann, 2010). 2) El metabolismo de la glucosa
en neuronas es primordialmente oxidativo. Ademas, la baja expresion de enzimas

relacionadas con el metabolismo de glucosa en neuronas facilita la glucotoxicidad
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(Magistretti & Allaman, 2015; Rabbani & Thornalley, 2008). 3) Para soportar la
fosforilacion oxidativa en cerebro se requiere una alta cantidad de oxigeno y de
mitocondrias, lo que propicia un aumento en la produccion de ROS mitocondriales
(Magistretti & Allaman, 2015). 4) La defensa antioxidante enddgena es baja

comparada con otros érganos (Cobley et al., 2018).

Debido a su configuracién electrénica el Cd no posee quimica redox (Cuypers
et al., 2010). Sin embargo, es capaz de desplazar a metales redox enddgenos (Fe
y Cu) de su unién con proteinas, incrementando la concentracion de estos metales
libres en citoplasma (Dorta et al., 2003). Estos metales participan en reacciones de
Fenton y Haber-Weiss lo que produce radicales hidroxilos (*OH). Los resultados de
este estudio no muestran cambios en la concentracion de ROS en ninguno de los
grupos expuestos a Cd (Figura 8), a pesar del incremento en la concentracion de
Cd en el hipocampo. En este sentido existe la posibilidad de que el Cd si induzca la
formacion de ROS pero que estos hayan reaccionado con otras moléculas o hayan

sido detoxificadas por enzimas antioxidantes.

Algunos de los ROS son radicales libres porque contienen uno o mas
electrones desapareados en un orbital atdbmico o molecular. Este electréon
desapareado le otorga un grado considerable de reactividad (Halliwell, 2012; Valko
et al., 2007). El radical hidroxilo (*OH) tiene una alta reactividad con una vida media
muy corta (10 segundos). In vivo reacciona inmediatamente con macromoléculas
cercanas. El radical hidroxilo puede generar dafio al ADN y promover la
mutagénesis y carcinogénesis. Ademas, puede favorecer la lipoperoxidacion y la
generacion de aldehidos o y B insaturados como el malondialdehido (MDA) y 4-
hidroxialquenales (4-HDA) los cuales pueden generar aductos mutagénicos de ADN
(Valko et al., 2007).

En este trabajo se reporta que el Cd aumenta significativamente la
concentracion de MDA y 4HDA después de 4 meses de administracion (Figura 11),
lo cual concuerda con la acumulacion de Cd en hipocampo. Estudios en diversos
organos, incluyendo cerebro describen el aumento en LPO debido a Cd (El-Maraghy
et al., 2001). El aumento en la LPO también puede estar mediado por especies
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reactivas de nitrogeno (RNS). En plantas se ha descrito que el Cd puede inducir
estrés nitrosante, mientras que en mamiferos se han reportado el aumento en la
concentracion de NO y nitritos en cerebro (Ansari et al., 2017; J. Chen et al., 2017;
Corpas & Barroso, 2014; Pulido et al., 2019).

EI NO es una molécula pequefa que contiene un electron desapareado, pero
en condiciones de bajo oxigeno posee una gran estabilidad (vida media >15 s).
Actia como molécula sehalizadora en procesos como la neurotransmision,
regulacion de la presion sanguinea, mecanismos de defensa inmune y relajacion
muscular (Valko et al., 2007). Es soluble en medios lipidicos y acuosos lo que facilita
su difusion en citoplasma y a través de la membrana celular (Pérez-Neri, 2015). El
aumento en la concentracion de NO y de otras RNS se conoce como estrés
nitrosante. Este tipo de estrés promueve la nitracion de proteinas, lo que altera su
estructura e inhibe su funcion normal. Nuestros resultados muestran aumento en la
nitracion de proteinas en CA1, CA3 y Gd de hipocampo a los 3 y 4 meses de
administracion de Cd (Figura 9). La nitracion de residuos tirosina es una
modificacion postraduccional que consiste en adicionar un grupo nitro en un carbono
del anillo aromatico. Este proceso es considerado selectivo pues no todos los
residuos tirosina pueden ser nitrados. Se ha reportado que la nitracion de tirosina
es capaz de cambiar la funcion de las proteinas, generalmente inhibiéndolas
(Bartesaghi et al., 2007; Radi, 2013). Estudios proteémicos con células en
condiciones pro-inflamatorias reportan la nitracion de tirosina en proteinas que
participan en el desarrollo de estrés oxidante, apoptosis y producciéon de ATP (Aulak
et al., 2001). En este estudio, el aumento en la nitracion de proteinas podria estar
alterando su funcién y contribuyendo de esta manera a la patologia generada por el
Cd.

El aumento en la nitracion de proteinas indica un aumento en la produccion
de NO. La sintesis de NO esta mediada por actividad de las NOS, la cual a partir
de arginina producen NO vy citrulina (Moncada & Higgs, 1993). Existen 3 isoformas
de esta enzima (endotelial, neuronal e inducible), dos de las cuales son constitutivas

(endotelial y neuronal) y su actividad esta regulada por el sistema Ca?*-calmodulina.
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La tercera isoforma es inducible y se regula por moléculas proinflamatorias (Steinert,
Chernova, & Forsythe, 2009). Al evaluar a la isoforma inducible (iNOS) en este
estudio los resultados muestran que aumenta a los 3 y 4 meses en CA1, CA3 y GD
(Figura 10), lo cual concuerda con el aumento en la nitracion de proteinas. En este
sentido, la induccién de la iINOS aumenta la concentracién de NO lo que favorece
la nitracion de proteinas. La iNOS puede producir concentraciones micromolares de
NO, mientras que las otras isoformas producen concentraciones nanomolares
bajas. EI NO tiene efectos duales dependiendo de su concentracion: a bajas
concentraciones actua como neuromodulador y promueve la neuroproteccion,
mientras que a altas concentraciones puede producir neurotoxicidad y
neurodegeneracion. Esto ha llevado a asociar la induccion de la iNOS como
marcador de estrés nitrosante (Benarroch, 2011; Pérez-Neri, 2015; Steinert et al.,
2009).

Ademas, la induccion de la iINOS se ha asociado al desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas por el mal plegamiento de proteinas debido a su
nitracion o aumento en la LPO (Beckhauser et al., 2016; Calabrese et al., 2004; Diaz
et al.,, 2010). En este sentido, a pesar de no observar un aumento en los ROS
después de la exposicidon a Cd si observamos el aumento en la LPO, lo cual podria
estar relacionado con la produccion de NO. Las células del sistema inmune
producen tanto NO como O2°" durante el estallido respiratorio (DZzolji¢ et al., 2015;
Luiking et al. 2010). Bajo estas condiciones el NO y O2*" pueden reaccionar para
producir cantidades significativas del anion peroxinitrito (ONOQO?), el cual tiene una
mayor capacidad oxidante que el NO y O2*" y puede fragmentar el ADN y oxidar
lipidos. Ante bajas concentraciones de NO (10-100 nM) la mayor parte del Ox*
producido sera catalizado por la SOD para producir H2O2. Sin embargo, durante la
sobre activacion de la eNOS o induccion de la iNOS, la concentracion del NO
excede los niveles micromolares y compite con la SOD por el O>*" para generar
ONOO™ (Radi, 2013). El método de deteccion usado para determinar la
concentracion de ROS detecta principalmente H202 y en menor medida O»*". Cabe

la posibilidad de que el Cd genere un aumento en la concentracién de O2* en
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mitocondria pero que al aumentar la concentracion de NO sea preferente la
formacion de ONOO™ y que esto favorezca la LPO observada en el 4° mes de

exposicion.

Para prevenir o contrarrestar el dafio generado por las ROS o RNS, la célula
cuenta con mecanismos de defensa antioxidante. En este estudio la SOD mostro
un comportamiento dual: en el grupo administrado por 2 meses con Cd se observa
un aumento en la actividad, a los 3 meses no existe cambio y a los 4 existe una
disminucién significativa en su actividad (Figura 12). En higado se ha reportado que
la actividad de enzimas como SOD, catalasa o GPx disminuye después de la
exposicion a Cd. Mientras que en neuronas la actividad de esta enzima varia de
acuerdo con la dosis, tiempo de administracion y modelo utilizado (Kanter et al.,
2016; Unsal et al., 2015; Yuan et al., 2018). La Mn-SOD en mitocondria y la CuZn-
SOD en citosol son enzimas que se encargan de catalizar la dismutacion del anion
superoéxido en peroxido de hidrégeno. En modelos animales se ha demostrado que
el Cd?* afecta la actividad de la SOD en varios tejidos. El Cd puede alterar el
plegamiento de la SOD vy propiciar la agregacion de estas proteinas. Esto se
relaciona con la citotoxicidad observada en enfermedades neurodegenerativas
(Huang et al., 2006; Jurczuk et al., 2004). Estudios in vitro han mostrado que el Cd?*
no se une directamente a la CuZn-SOD, pero si promueve la oxidacién de cisteinas
C57 y C146 interfiriendo con la maduracion de la SOD1 (Polykretis et al., 2019).
Ademas, tanto in vivo como in vitro, se ha reportado que la MnSOD puede ser
nitrada en Tyr34, lo que la inactiva (MacMillan-Crow et al., 1996). Aunado a esto, se
ha descrito que el Cd ejerce un efecto hormético sobre la actividad de SOD; bajas
concentraciones de Cd incrementan la actividad, mientras que altas
concentraciones la disminuyen (Zhang et al., 2009). Este efecto podria contribuir a

los resultados reportados en este trabajo.

Otra de las enzimas que contribuye a la proteccion celular antioxidante es la
catalasa. Esta enzima es una metaloproteina de Fe que cataliza la transformacion
de H202 en H20 y O2. En este trabajo no se observan cambios significativos en su

actividad en ninguno de los grupos administrados con Cd, aunque si existe una
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tendencia a disminuir conforme aumenta el tiempo de exposicion (Figura 13A). Los
reportes de la actividad de esta enzima en diferentes 6rganos son variables y
dependen del tiempo de administracion y de la dosis (Casalino et al., 1997). En
cerebro después de una administracion de Cd a bajas concentraciones (i.p.) durante
30 dias no se observan cambios significativos de la actividad de CAT (Agnihotri et
al., 2015). Mientras que concentraciones mayores de Cd administradas durante 20
dias se disminuye de manera significativa la actividad de CAT en hipocampo (Kanter
et al., 2016). En cerebro, la cantidad de CAT es ~50 veces menor que en higado y
se encuentra principalmente en peroxisomas (Glorieux et al., 2015). Ademas, su
mecanismo de reaccién requiere de 2 moléculas de H202, lo cual podria restringir
su actividad cuando H2O2 se encuentra presente solo en concentraciones
nanomolares (Kirkman & Gaetani, 2007). Ademas, existe otra enzima con la

capacidad de detoxificar el H202, la glutation peroxidasa (GPx).

La GPx es una enzima de selenio que cataliza la reduccion del H202 o
lipoperdxidos con uso de 2 moléculas de GSH como agente reductor. En este
estudio se observa que el Cd aumentd la actividad de GPx de manera tiempo-
dependiente a partir del mes 3 (Figura 13B). Este aumento podria compensar la
baja actividad de CAT en cerebro, ayudando a mantener los niveles de ROS sin
cambios. Los resultados reportados en la bibliografia muestran resultados variables
de acuerdo con el 6rgano. Trevifio en 2015, utilizando el mismo modelo, reporta que
la actividad de GPx en pancreas tiene un comportamiento dual, aumenta en los
primeros meses de administracion y disminuye desde el tercer mes (Trevifio, 2015).
Mientras que, después de 30 dias de administracién de bajas concentraciones de
Cd en ratones, la actividad de GPx en cerebro no cambia (Agnihotri et al., 2015).
Igual que otras enzimas en cerebro, el contenido y actividad de GPx son bajos, lo
cual limitaria su accion frente a altas concentraciones de H-O2 (De Marchena et al.,
1974). Ademas, estudios sobre la distribucion celular de GPx en los diferentes tipos
células muestran que microglia contiene GPx en mayor proporcion comparado con
el nivel reportado en neuronas y astrocitos (Power & Blumbergs, 2009). Esta

distribucion diferencial demuestra la dependencia de las neuronas en la capacidad
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antioxidante de células de la glia y aumenta la susceptibilidad de las neuronas al

dano oxidativo.

Adicionalmente a las enzimas antioxidantes, también se encuentra el péptido
GSH que actua como un “buffer redox” para mantener el potencial redox
tiol/disulfuro (Sies, 1999). Los resultados obtenidos en este trabajo no muestran
diferencias significativas en el contenido de GSH total en ninguno de los grupos
administrados con Cd, ni en el contenido de GSSG (Figura 14). Esto se refleja en
el indice GSH/GSSG, lo que nos indica que no hay alteraciones en el ambiente
redox, pero es importante notar que existe la tendencia del GSSG a aumentar
conforme al tiempo de exposicion. En contraste con nuestros resultados, se ha
reportado que en exposiciones crénicas a Cd el contenido total de GSH aumenta al
igual que su especie oxidada (lkediobi et al., 2004). Esto podria sugerir que, en
nuestro modelo, las células en hipocampo (neuronas y glia) pueden amortiguar el

estrés oxidante generado por Cd.

En cerebro, dado que la actividad de CAT es baja y confinada a los
peroxisomas, el GSH y GPx juegan papeles predominantes en remover el exceso
de H20>. La expresidon de GPx y contenido de GSH es diferencial entre los tipos
celulares presentes en cerebro: las neuronas contienen una menor concentracion
de GSH y GPx que los astrocitos y el pool de GSH es mayor en citosol que en
mitocondria (J. Huang & Philbert, 1995). En este sentido se ha descrito que el Cd?*
puede ingresar a mitocondria, aumentar la produccién de ROS mediada por el
complejo Ill de la CTE e inducir muerte celular (Y. Wang et al., 2004; Yuan et al.,
2018). La entrada de Cd?* a mitocondria y aumento en los ROS y RNS aunado al
bajo nivel de antioxidantes en este organelo podrian contribuir a la toxicidad de este

metal en SNC y promover la neurodegeneracion.

Los resultados no muestran cambios en el contenido total de glutation ni en
el indice GSH/GSSG después de la administraciéon de Cd. Para mantener este
microambiente reductor la glutation reductasa (GR) cataliza la reaccion de reduccion
de 1 mol de GSSG a 2 moles GSH por medio de la oxidacion de NADPH y con uso
de FAD. En nuestro estudio la actividad de la GR increment6 de manera significativa

55



Evaluacion de la respuesta oxidante en hipocampo de ratas
administradas con cadmio

a los 4 meses de administracion (Figura 15). Lo cual podria explicar que no existan
cambios en el contenido de GSH total ni incrementos significativos en la
concentracion de la especie oxidada. El aumento en la actividad en esta enzima

también podria compensar la baja sintesis de GSH en cerebro.

Finalmente, el sistema de glutation se cierra con la glutation transferasa
(GST). Esta enzima cataliza la conjugacion del GSH con diferentes moléculas
toxicas para la célula. En este trabajo, la actividad de la GST en hipocampo aument6
en el tercer y cuarto mes de administracion (Figura 16). GST puede detoxificar
productos de la LPO, lo que concuerda con los resultados de LPO en este estudio;
el aumento de la actividad de GST a los 3 meses impide que exista un aumento en
MDA y 4-HDA, mientras que al cuarto mes, su actividad se ve sobrepasada y
aumenta la LPO. En higado se ha reportado que el Cd disminuye la actividad de la
GST en ratas administradas con Cd durante 4 semanas (Renugadevi & Milton
Prabu, 2010). Mientras que en administraciones agudas su actividad aumenta (Bai
et al., 2014). En cerebro se ha reportado una disminucion en la actividad de esta
enzima después de 4 semanas de administracion de Cd (Shagirtha et al., 2011).
Nuestros resultados indican que el hipocampo tiene la capacidad de regular hasta
cierto punto el dafio oxidante que puede generar el Cd, mediado por el circuito de
glutation. Sin embargo, conforme aumenta el tiempo de exposicion a este metal, el

dafio oxidante se hace presente.

Ademas de la importancia del GSH en la defensa antioxidante en SNC, una
de las proteinas centrales en proteccion del dafio generado por Cd son las MTs. Las
MTs participan en la homeostasis del Zn y Cu al regular su concentracion
citoplasmatica. Estas proteinas contienen dos clusteres tiolato que permiten la unién
simultanea de 4 Cu'* y de 3-4 Zn?*. El Cd?* puede desplazar al Zn?* en las MTs
formando el complejo Cd-MT que tiene una constante de estabilidad mayor que el
complejo Zn-MT. Se ha descrito que en organos periféricos el Cd genera un
incremento en la expresién y sintesis de MT-l y MT-II. Esta induccion es mediada
por la sefalizacién del Zn liberado (Saboli¢ et al., 2010). Nuestros resultados
muestran un aumento paulatino de MT-IllIl en CA1, CA3 y Gd desde el mes 3 (Figura
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18). MT-lll se encuentra principalmente en cerebro y su expresion es mayor en Gd
hipocampal, amigdala y corteza piriforme (Dziegiel et al., 2016). Aunado a su
funcién en la homeostasis de Zn y Cu, MT-Ill regula la funcion de Zn como
neuromodulador (Toth, 2011). Ademas, MT-IIl contiene una secuencia de 6
aminoacidos en su extremo C-terminal lo que le otorga la funcion de inhibidor del

crecimiento neuronal (GIF) (Vasak & Meloni, 2017).

Nuestros resultados muestran un aumento en MT-Ill en el mes 3 y 4 de
administracidon con Cd, con lo que se incrementaria la formacion del complejo Cd-
MT como mecanismo de proteccion contra este metal. Se ha descrito que MT-Ill se
expresa mayoritariamente en neuronas con alto contenido en Zn como las
glutamatérgicas presentes en hipocampo (Masters et al., 2018). El Zn se almacena
en vesiculas presinapticas y se libera junto con los neurotransmisores para actuar
como neuromodulador en el espacio sinaptico. Se ha descrito que la desregulacion
en el Zn y Cu libres se asocia a la fisiopatologia de la enfermedad de Alzheimer y
Parkinson (Zatta, 2008). A diferencia de MT-l y MT-II, la expresion de MT-Ill no se
induce por Cd u otros activadores clasicos de la isoforma | y Il (Vasak & Meloni,
2017). Con lo que el aumento en MT-Ill que observamos podria relacionarse mas
con una desregulacion del Zn en neuronas glutamatérgicas que con la formacion
del complejo Cd-MT. Aun se desconoce la regulacidon de la expresion y sintesis de
MT-3, pero se ha descrito un aumento en su expresion con estrés oxidante en

procesos de hipoxia (Tsui et al., 2019).

De manera interesante MT-IIl funciona también como factor inhibidor del
crecimiento Reportes indican que, en procesos de dafo e inflamacién, MT-III
aumenta para inhibir el crecimiento neuronal con la finalidad de permitir la
reparacion del area dafiada (Howells et al., 2010). En un trabajo anterior reportamos
una disminucion en la arborizacion dendritica y numero de espinas dendriticas en
neuronas de CA1, CA3 y Gd después de la administracion de Cd (Pulido et al.,

2019). El aumento en MT-Ill podria estar implicado en la atrofia neuronal observada.

Ademas del aumento en MTs como factor protector contra el Cd, se ha

reportado que las células incrementan la expresiéon de proteinas antioxidantes. Uno
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de los reguladores centrales en la expresidn de muchas proteinas antioxidantes es
Nrf2 (Wu et al. 2016). Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2) es un factor
de transcripcion tipo zipper de leucina. De manera normal, la proteina Keap1 regula
la funcion de Nrf2 por la via del proteasoma (Suzuki & Yamamoto, 2015). Cuando
Nrf2 se activa, se transloca a nucleo y se une a proteinas Maf pequefias. El dimero
Nrf2-Maf reconoce y se une al elemento de respuesta antioxidante (antioxidant
response element, ARE) en la region promotora de sus genes blanco. Entre los
genes regulados por Nrf2 se encuentran las subunidades cataliticas de varias clases
de glutation transferasa (GST) y la y-glutamil-cistein sintasa; enzima determinante
en la formacion de GSH (Hayes & Dinkova-Kostova, 2014). En este estudio los
resultados muestran un aumento en la Nrf2 en CA1, CA3 y Gd a partir del mes 3 y
que se exacerba en el mes 4 de administracién (Figura 17). Existen reportes que
muestran que el Cd, H20: y productos de lipoperoxidacion son activadores de Nrf2
via oxidacion de Keap1 (Saito et al., 2015). El aumento en la actividad de enzimas
antioxidantes podria relacionarse también a un aumento en su expresion. La
defensa antioxidante en neuronas es baja y coincide con una baja expresion de Nrf2
en estas células (Cobley et al., 2018). Se ha reportado que en los astrocitos la
expresion basal de genes dependientes de Nrf2 se encuentra muy elevado (100-
1000 veces) en comparacion con las neuronas (Liddell, 2017). Esto indica que la
defensa antioxidante de las neuronas depende, en gran parte, de los astrocitos u
otras células de la glia. Aunado al aumento en Nrf2, también se observa un aumento
en la inmunorreactividad para GFAP (Figura 17A), la cual es una proteina del tipo
filamento intermedio de citoesqueleto que durante la activacién de los astrocitos se

exacerba (Aguilar-Montilla, 2017).

Los astrocitos son células gliales encargadas de la regulacion del
microambiente cerebral y llevan a cabo funciones en la neurotransmision, en el
metabolismo neuronal y pueden liberar gliotransmisores. Ademas, participan
activamente en las sinapsis (sinapsis tripartita) y regulan la potenciacion a largo
plazo (LTP) (Aguilar-Montilla, 2017). La activacion de los astrocitos se asocia con
procesos inflamatorios iniciados por células de la microglia. La microglia lleva a

cabo funciones de macréfago en el SNC y esta involucrada en la regulacién de la
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actividad de la red neuronal en hipocampo adulto; controla la integracion de nuevas
neuronas y la eliminacion de neuronas apoptoéticas. Estas funciones influyen en la
plasticidad sinaptica; mecanismo base de la memoria y por tanto ampliamente
estudiado en hipocampo (Ghasemi et al., 2019; Liddell, 2017). El estrés oxidante
puede activar células de microglia y astroglia lo que implica la liberacion de
citocinas, quimiocinas y moléculas pro y antinflamatorias. La sobreactivacion de los
astrocitos se conoce como astroliosis y se relaciona con estados pro-inflamatorios.
Un estado pro-inflamatorio crénico produce un detrimento en la memoria, asociado

a la produccion exacerbada de TNF-a e IL-1B3 (Sofroniew & Vinters, 2010).

TNF-a, IL-18 y ROS activan la via NF-kB en astrocitos (Lattke, 2018).
Dependiendo de la seial y tiempo del estimulo, lo activacion de la via NF-kB induce
la expresion de moléculas pro y antioxidantes y favorece estados pro y
antinflamatorios. Ademas, la regulacion de su activacion también esta dada por
otras vias de sefalizacion. La via NF-kB puede activar a la via Nrf2-Keap, y esta a
su vez, regula negativamente a NF-kB. Sin embargo, la activacion de la astroglia en
procesos cronicos aumenta la expresién de moléculas pro-oxidantes como NOX2,
xantina oxidorreductasa, iINOS, COX2, entre otras (Morgan & Liu, 2011). Por lo que
el aumento que observamos en INOS podria estar regulado también por la
activacion de los astrocitos y regulado por Nrf2. En estudios con ratones KO Nrf2 -
se aumenta la expresion de COX1 e iINOS, comparados con ratones WT (Chanas
et al., 2002). Por lo que el incremento en Nrf2 protege a las células del NO al regular

de manera negativa a la iINOS.

El estrés oxidante generalmente trae como consecuencia el daio y muerte
celular. En este estudio, la tincion de ioduro de propidio y caspasa-3 muestra que el
Cd produce aumento en la muerte celular desde el tercer mes y que este proceso
se exacerba a los 4 meses en las 3 areas hipocampales. Los resultados concuerdan
con la activacion de los astrocitos y el desarrollo del estrés oxidante. Ademas de la
muerte celular inducida por el estrés oxidante en neuronas se ha descrito que
alteraciones en el metabolismo del Ca?* promueve la muerte celular. En cultivos de

neuronas se ha reportado que Cd induce muerte celular por apoptosis a bajas
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concentraciones; ademas de generar muerte por necrosis a altas concentraciones
(L6pez et al., 2003). Se ha reportado que la activacion de las vias MAPK y mTOR
median la muerte celular por apoptosis inducida por Cd y que la activacién de estas
vias se debe a la desregulacion en el Ca?* (Chen, Liu, & Huang, 2008; Xu et al.,
2011). Se ha descrito que el Cd puede inducir estrés en el reticulo endoplasmico lo
que incrementa de Ca?* en citosol y promueve la sefializacién de apoptosis (J. Chen
et al., 2017; Orrenius et al., 2003). Por lo que la neurodegeneracion observada
puede ser multifactorial y no solo depender del estrés oxidante generado por Cd,
sino también por alteraciones en Ca?", que ademas se han relacionado con

enfermedades neurodegenerativas.

Nuestros resultados muestran que el Cd administrado por via oral puede
acumularse en hipocampo de animales adultos y que la entrada no depende del
dafio a proteinas de la BHE para facilitar su entrada. Una vez en hipocampo el Cd
induce estrés nitrosante e incrementa la LPO conforme aumenta el tiempo de
exposicion. Al mismo tiempo, las defensas antioxidantes que dependen de glutation
aumentan e inhiben el dafio oxidativo hasta cierto punto. Aunado a esto, se aumenta
MT-IIl'y Nrf2, lo que contribuye a la defensa antioxidante del sistema. Sin embargo,
conforme aumenta el tiempo de exposicion a Cd también aumenta la reactividad de
astrocitos y posiblemente la inflamacion. A pesar de la regulacién positiva de los
sistemas antioxidantes, conforme aumenta el tiempo de exposicidn, también
aumenta la neurodegeneracién en todas las areas hipocampales estudiadas. Lo que

finalmente podria contribuir con los déficits en la memoria reportados anteriormente.
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10. Conclusiones

El Cd administrado por via oral se acumula en hipocampo de ratas adultas

desde el 3 mes de administracion

El Cd no afecta la integridad de las uniones estrechas de la barrera

hematoencefalica.

Conforme se acumula el Cd en hipocampo aumentan los marcadores de
dafno oxidativo y de estrés nitrosante. Consecuentemente aumenta la
actividad de los sistemas antioxidantes que se ven superados en el cuarto

mes de exposicion.

El Cd genera neurodegeneracion en CA1, CA3 y Gd de hipocampo de rata
después de 3 y 4 meses de administracion.
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