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Lista de abreviaturas

4-AA 4-aminoantipirina

4-AF 4-Aminofenazona

Ac-CoA Acetil coenzima A

ACL ATP-citrato liasa

ADP Adenosina-5-difosfato

AGPAT Acil glicerol-fosfato acil transferasa
AGL Acidos grasos libres

ALAT Alanina aminotransferasa

ALP Fosfatasa alcalina

ASAT Aspartato aminotransferasa

ATSDR Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades
Akt Proteina quinasa B

CAT Catalasa

Cd Cadmio

CE Colesterol esterasa

CM Quilomicrones

CO Colesterol oxidasa

DG Diacilglicerol

DGAT Diacilglicerol aciltransferasa

DHAP Dihidroxiacetona-fosfato

DMT1 Transportadores de metales divalentes
DNL Lipogénesis de novo

EEM Error estandar de la media

EPA Agencia de Proteccién Ambiental

F1P Fructosa 1-fosfato

FASN Acido graso sintasa

FDA Administracion de Drogas y Alimentos

FOXO-01 Forkhead box-01



GLUT2
GK

GS
GSH
GSK3p
GPAT
GPO
G3P
HDL
HMG-CoA
H202
IARC
IDL
INSIG
IRS-1
IRS-2
IL-1B
IL-6
IL-8
JNK
LDL
LOAEL
LPA
LPL
MAPK
MASDL
MASH
MDA
MT’s

Transportador de glucosa tipo 2
Glicerol quinasa

Glucogeno sintasa

Glutation

Glucodgeno sintasa quinasa-3f3
Glicerol-fosfato acil transferasa
Glicerofosfato deshidrogenasa
Gliceraldehido 3-fosfato

Lipoproteina de alta densidad
Hidroximetilglutaril-coenzima A
Peroxido de hidrégeno

Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
Lipoproteinas de densidad intermedia
Gen inducido por insulina

Receptor de insulina tipo 1

Receptor de insulina tipo 2
Interleucina 1-beta

Interleucina 6

Interleucina 8

Cinasa Jun N-terminal

Lipoproteina de baja densidad

Nivel mas bajo de efectos adversos observados
Acido lisofosfatidico

Lipoproteinlipasa

Proteina quinasa activada por mitégenos

Enfermedad de higado graso asociada a disfuncion metabdlica

Esteatohepatitis asociado a disfuncién metabdlica
Malondialdehido

Metalotioneinas



mTOR
MTP
NADPH
NF-kB
NIOSH
NMR
NOAEL
ORO
OSHA
Q2e.-
OH-
PA
PDK1
PEPCK
PFK-1
PI3K
PIP2
PIP3
PLTP
POD
PPM
REL
RER
ROS
RNS
RPM
RTKs
SCAP
SOD

Diana mamifera de la rapamicina

Triglicéridos microsémicos

Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa
Factor nuclear kappa de cadena ligera potenciador de células B activadas
Instituto Nacional de Salud y Seguridad Ocupacional
Nivel de Riesgo Minimo

Nivel de Efectos Adversos No Observados
Tincidn rojo oleoso

Administracion de Salud y Seguridad Ocupacional
Anién superoxido

Radical hidroxilo

Acido fosfatidico

Quinasa dependiente de fosfoinositido 1
Fosfoenolpiruvato Carboxiquinasa
Fosfofructoquinasa-1

Fosfatidilinositol-3-quinasa
Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato
Fosfatidilinositol-3,4,5-bifosfato

Proteina de transferencia de fosfolipidos
Peroxidasa

Partes por millén

Reticulo endoplasmatico liso

Reticulo endoplasmatico rugoso

Especies Reactivas de Oxigeno

Especies Reactivas de Nitrogeno

Revoluciones por minuto

Tirosinas quinasas receptoras

Proteina activadora de la escision SREBP

Superodxido Dismutasa



SREBP-1c
SREBP-2
ChREBP
TGP
TNF-a
TRL

VLDL

ZIP

ZnT

Proteina de unién al elemento regulador de esteroles
Proteina de union al elemento regulador de esteroles 2
Proteina de union al elemento de respuesta a carbohidratos
Transaminasa glutamico-piruvica

Factor de necrosis tumoral alfa

Lipoproteinas ricas en triglicéridos

Lipoproteina de muy baja densidad

Proteinas parecidas a Zrt

Transportador de Zinc



Introduccion

A lo largo de la historia, los metales han sido clave en la transformacion de la
humanidad, desde las edades prehistoricas hasta el desarrollo industrial y
tecnolégico, y han tenido un gran impacto en la cultura y la economia. Sin embargo,
la comunidad cientifica, tiempo después, se dedico a describir su importancia para el
ser humano.

A mediados del siglo XX se inici6 el estudio sobre ciertos metales que después fueron
nombrados como esenciales para el ser humano, metales como el sodio, potasio,
magnesio, calcio, hierro, manganeso, cobre y zinc, los cuales son necesarios para el
correcto funcionamiento del organismo, llevando a cabo funciones metabdlicas y
fisiologicas, como el transporte de oxigeno, fungen como cofactores en reacciones
quimicas, procesos de estabilizacion de proteinas e incluso la construccion de
material genético (Zoroddu et al., 2019).

Aunque los metales esenciales deben mantenerse en concentraciones fisioldgicas, si
superan su umbral de seguridad, podrian volverse toxicos. Por otro lado, hay metales
con caracteristicas quimicas similares en el medio ambiente que pueden desplazar a
los elementos esenciales de su sitio de accidn en el organismo y generar efectos
adversos. Estos metales son conocidos como no esenciales y metales pesados, que
incluyen elementos como el plomo, el mercurio, el arsénico y el cadmio (Cd), entre
otros. Estos no cumplen con funciones bioldgicas importantes y son daninos para la
salud incluso en cantidades minimas.

Por lo tanto, aun existe un amplio panorama de investigacion en relacion con los
metales pesados y hay evidencia de que una exposicion cronica genera alteraciones
metabdlicas, con incognitas sobre los mecanismos de accién. Podemos dar pie a la
busqueda y comprension de factores, tanto ambientales como antropogénicos, que
contribuyen al desarrollo de enfermedades cronicas y trastornos metabdlicos.

Marco teodrico

Antecedentes

A través de la historia se afirma que el Cd formo parte de un doble descubrimiento,
pues se le atribuye principalmente a Friedrich Stromeyer, Karl Samuel Leberecht
Hermanny J. C. H. Roloff, todos ellos quimicos alemanes, quienes hicieron el mismo
descubrimiento de forma independiente en el afio 1817. Hermann y Roloff adquirieron
un 6xido de zinc sospechoso, que se encontraba a la venta en varias farmacias
pequenas de la ciudad. Ambos creian que estaba contaminado con arsénico. Al
realizar las pruebas correspondientes, se encontraron con la presencia de un nuevo
y desconocido elemento (Lifeder, 2020).

Por otra parte, el quimico Friedrich Stromeyer realizé su descubrimiento a partir de
una muestra de calamina, compuesta por carbonato de zinc. Este compuesto se



vendia anteriormente en farmacias como alternativa para tratar afecciones de la piel,
en lugar del 6xido de zinc. Los fabricantes del carbonato de zinc afirmaban que, si
este era expuesto a fuentes de calor, se producia el 6xido del metal, pero con
tonalidades amarillas, lo cual despertdé el interés de Stromeyer, dado que el
compuesto tenia que ser de color blanco; por eso decidié calentar muestras de
calamina y extraer el producto, llevé a cabo su reduccion y, posteriormente, logro el
aislamiento del Cd, que nombré “Cadmium” (Lifeder, 2020).

Generalidades del Cadmio

El Cd es un metal que se encuentra cotidianamente en la naturaleza, particularmente
en la corteza terrestre, los suelos y las rocas, y también se asocia con subproductos
de la produccion de metales como zinc, plomo y cobre (NIH, 2015). EI Cd es un metal
de transicion maleable, inodoro, blando, de color blanco azulado, con un peso atémico
de 112.4 g/mol y una densidad de 8.65 g/cm3. Tiene numero atomico 48 y pertenece
al grupo IIB de la tabla periodica. Al presentar alta ductilidad y conductividad térmica
y eléctrica, asi como resistencia a la corrosion, se utiliza en una amplia variedad de
aplicaciones industriales (Saini & Dhania, 2020).

De acuerdo con la Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades
(ATSDR, por sus siglas en inglés), el Cd se encuentra entre los cuatro metales mas
toxicos, junto con el arsénico, el plomo y el mercurio, que tienen mayor impacto en la
salud (ATSDR, 2019). Al presentarse en el medio ambiente, ya sea de manera natural
o por actividades antropogénicas, representa graves riesgos para la salud humana y
una larga vida media de eliminacion. Ademas, la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC, 1993) lo clasific6 como carcinbgeno humano de
grupo 1 (Saini & Dhania, 2020).

Exposicién a Cadmio

Actualmente, la exposicidn a este metal se ha incrementado debido a actividades
antropogénicas, como la fabricacion de productos galvanizados, piezas eléctricas o
sistemas automotrices, equipos militares e instalaciones marinas, asi como la
fabricacion de pigmentos, plasticos y estabilizadores de PVC. Ocupacionalmente,
durante su elaboracion, pueden inhalarse polvos o gases contaminados, ya que el Cd
puede encontrarse en el aire en forma de particulas o vapores. También podemos
entrar en contacto a través de los alimentos a consecuencia de los desechos quimicos
liberados por las industrias en canales de riego, asi como en lagos o rios, en los
cuales se han detectado altos niveles del metal, pues este existe en forma de ion
hidratado o como complejo idnico asociado a sustancias organicas o inorganicas, lo
que favorece su acumulaciéon en productos de cosecha, como se ha visto en las hojas
de hortalizas como la lechuga, la espinaca, las papas, los cereales, el soja y las
semillas de girasol. Otra fuente importante que favorece la entrada a la cadena
alimentaria es el uso de fertilizantes fosfatados (ATSDR, 2016).



Es importante mencionar que también existen otras vias por las cuales pueden
aumentarse las concentraciones de Cd en el medio ambiente. De manera natural, una
de ellas es por erupciones volcanicas, pues a través de estos acontecimientos se
liberan toneladas de cenizas que, en su composicion, presentan concentraciones
importantes de Cd. Por lo tanto, las personas que viven en zonas volcanicas estan
expuestas a este metal. También se puede encontrar en mantos acuiferos y aguas
subterraneas debido a la erosion de las rocas, es por eso que los animales acuaticos
también pueden almacenar cantidades importantes del metal (Torres et al., 2023).

Dado que el Cd y sus compuestos son altamente téxicos, se ha demostrado que la
exposicion prolongada puede afectar de diferentes formas, ya sea mediante el
desarrollo de algun tipo de cancer o la aparicion de patologias del sistema
cardiovascular, renal, gastrointestinal, neuroldgico, reproductivo y respiratorio
(Moroni-Gonzalez et al., 2023).

Vias de ingreso

El ingreso del Cd al organismo puede ocurrir por tres vias principales: de forma
cutanea, la cual no presenta ningun riesgo, pues es poco probable que ingrese al
organismo por medio de la piel; solo se ha informado en casos de uso prolongado de
productos contaminados con este metal, y su absorcidn es minima. Por via
respiratoria, por la exposicion al metal en personas que viven cerca o trabajan en
industrias, en zonas de actividad volcanica o en fumadores, se ha descrito una mayor
absorcién, ya que se puede inhalar del 5 al 50% de Cd a través de los pulmones; vy,
finalmente, por via oral, debido al consumo de alimentos y agua contaminados, de
esta manera, cerca del 1 al 10% ingresara al organismo por medio del tubo digestivo,
y su absorcidn sera mayor en el caso de personas con deficiencia de hierro (ATSDR,
2016).

Si bien, existen organizaciones como la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA), la
Administracion de Salud y Seguridad Ocupacional (OSHA), la Administracion de
Drogas y Alimentos (FDA), la Agencia para Sustancias Téxicas y el Registro de
Enfermedades y el Instituto Nacional de Salud y Seguridad Ocupacional (NIOSH) del
CDC, las cuales tratan de regular la ingesta de sustancias toxicas para la salud publica
por medio de reglamentos y recomendaciones, los cuales nos muestran los niveles a
los que no debe excederse a su exposicion.

La EPA ha establecido que la exposicion a concentraciones de Cd de 0.04 mg/L en
el agua potable durante hasta 10 dias no causara efectos adversos en un nifio y que
la exposicidon de por vida a concentraciones de Cd de hasta 0.005 mg/L no causara
efectos adversos (ATSDR, 2016). Por su parte, la FDA ha determinado que los niveles
de Cd en el agua en botella no deben exceder 0.005 mg/L, mientras que la OSHA ha
establecido un limite de exposicion legal de 5 yg/m?® del metal como promedio durante
una jornada diaria de 8 horas (ATSDR, 2016).

10



Sin embargo, hay que tener en cuenta que varios factores determinan el dafio
ocasionado por la exposicion al metal. Estos factores incluyen la dosis, la duracion, la
cinética de toxicidad del Cd y la via por la que el metal entré en contacto con el
individuo, asi como la edad, el sexo, el ritmo de vida y, sobre todo, las diferentes
condiciones de salud.

El nivel de riesgo minimo (NMR) de exposicion al Cd para los seres humanos, segun
la ATSDR, se define como la exposicion diaria al metal sin riesgo notable durante una
exposicion especifica. Los estudios en seres humanos y animales sobre la toxicidad
del Cd por inhalacién han establecido que el NMR para la exposicion aguda es de
0.03 ug de Cd/m?y, para una exposicion cronica, de 0.01 ug de Cd/m3. Por otro lado,
el NMR oral agudo es de 1.12 a 65.6 mg de Cd/kg/dia; la exposicién intermedia
corresponde a 0.5 ug de Cd/kg/dia y la créonica a 0.1 ug de Cd/kg/dia (Moroni-
Gonzalez et al., 2023).

Los efectos adversos se han establecido a partir de datos de dosis-respuesta como
punto de partida para el NMR (Moroni-Gonzalez et al., 2023). A partir de estos, se han
clasificado en dos: el nivel de efectos adversos no observados (NOAEL), que
corresponde a la dosis mas elevada de una sustancia que no ha demostrado tener
efectos toxicos o perjudiciales para la salud en personas o animales; y el nivel mas
bajo de efectos adversos observados (LOAEL), que corresponde a la concentracion
o cantidad mas pequefia de una sustancia que causa una alteracién observable y
distinguible de un control apropiado (Castro G, 2013).

Absorcion, distribuciéon y bioacumulacién de Cd

En animales y humanos, el Cd no tiene ninguna funcién bioldgica conocida y, ademas,
no cuenta con transportadores exclusivos en la célula, por lo que sus principales
mecanismos de transporte suelen ser por canales idnicos, como los canales de calcio,
por transportadores de metales, como DMT1 (Divalent Metal Transporter 1), que
transportan hierro, y por proteinas transportadoras de zinc y cobre (ZIP y ZnT). Esta
competencia con metales divalentes esenciales le confiere la capacidad de atravesar
membranas y, dentro de las células, se une a ligandos por afinidad, como sucede con
las metalotioneinas, lo que disminuye la absorcidon de cobre y zinc (Saini & Dhania,
2020).

Por ejemplo, el zinc es un metal de transiciéon que pertenece al grupo 12, periodo 4
de la tabla periddica, posee un radio atdmico de 134 pm y un radio iénico de 74 pm,
estas caracteristicas quimicas le confieren suma importancia para el desempefo de
diferentes funciones bioldgicas, pues resulta ser un componente regulador, estructural
y catalitico, el cual favorece la comunicacion dentro y fuera de la célula para mantener
el equilibrio y diferentes procesos fisioldgicos, los cuales se llevan a cabo por medio
de proteinas dependientes de zinc, como factores de transcripcion, enzimas de
sefalizacion celular que dan paso a eventos de proliferacion, apoptosis y en el
desarrollo de las defensas antioxidantes (Costa et al., 2023).
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Por otro lado, el Cd tiene propiedades quimicas similares, pero diferencias en tamafio
y en afinidad electronica, también pertenece al grupo 12 pero al periodo 5, por lo cual
posee un radio atomico de 151 pm y un radio iénico de 95 pm, por lo que el mayor
tamano del Cd le permite desplazar al zinc y ocupar sitios de importancia bioldgica,
distorsionando la geometria de coordinacion y afectando la funcién celular (Trevifio
Mora, S. 2015).

Diffusion Zn%*
facilitated

P= =

e

Calcium ion Metal ion Active
channel transporter transport

Figura 1. Mecanismos de transporte de Cd?* a través de la membrana celular. Elaboracion propia
con apoyo de |A, 2025.

Cuando el Cd es ingerido y entra en contacto con el tracto gastrointestinal, se forma
el complejo metalotioneina-cadmio (MT-Cd) para almacenarlo en el enterocito. Sin
embargo, si la exposicidn es elevada o cronica, el metal atraviesa la mucosa intestinal
por medio de los DMT1, compitiendo con y disminuyendo la absorcion de hierro, y de
esta manera pasa directamente al torrente sanguineo, donde se une a proteinas como
la albumina, las globulinas y la transferrina, las cuales favorecen su movilidad y
distribucion a diversos érganos y tejidos. La exposicion del metal a diversos tejidos
provoca su almacenamiento entre el 40% y el 80%, principalmente en higado y rifién,
dado que en una exposicion cronica las proteinas unidas al Cd pueden filtrarse con
facilidad por el glomérulo; sin embargo, al llegar a los tubulos contorneados
proximales, son reabsorbidas y acumuladas (Trevifio Mora, S. 2015).

En estos 6rganos blancos, al conjugar el metal con proteinas y péptidos afines, puede
formar complejos menos daninos, eliminando una minima parte de estos a través de
las heces y la orina (ATSDR, 2015). Por otra parte, una concentracion elevada del
metal puede saturar la capacidad de complejacion de estos 6rganos, lo que permite
su bioacumulacién durante hasta 60 afios y genera efectos toxicos, metabdlicos y
patolégicos, e incluso la pérdida de la funcion.

Para que la forma idnica del Cd atraviese la membrana celular del hepatocito, primero
debe unirse a los transportadores de hierro y de zinc, ya que el metal posee un radio
atémico similar al de estos iones divalentes; de este modo, el Cd puede utilizarlos
para ingresar a las células. El ingreso también puede ser por otros mecanismos, como
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el de endocitosis por medio de la unién del Cd con proteinas que seran captadas por
las células hepaticas (Martinez-Finley et al., 2012).

Una de las conjugaciones mas importantes del Cd es con las metalotioneinas, pues
estas son proteinas de bajo peso molecular, ricas en cisteina y con un alto contenido
de grupos sulfhidrilo, que les confieren una excelente actividad antioxidante,
neutralizando asi los radicales libres y disminuyendo el dafio por estrés oxidativo en
las células (Yang et al., 2024).

El Cd captado se expone principalmente al parénquima hepatico, donde es fijado por
los grupos sulfhidrilo presentes en la membrana plasmatica, para posteriormente
pasar al citosol del hepatocito, donde se unira a una variedad de proteinas afines a
calcio, zinc y hierro, modificando su funcion. En los hepatocitos, las metalotioneinas
y el glutatién se unen al metal, evitando la alteracion de las vias metabdlicas y de los
mecanismos de sefializacion en el tejido (Trevifio Mora, S. 2015).

Generalidades y funciones del tejido hepatico

El higado es un 6rgano de color marrén rojizo oscuro, de forma triangular, que pesa
alrededor de 1500 g. Este se localiza en la parte superior derecha de la cavidad
abdominal, por debajo del diafragma, por encima del estémago, del rifidn derecho y
de los intestinos. Posee una doble irrigacion sanguinea proveniente de la vena porta
en un 75% y de la arteria hepatica en un 25%. Por eso, es un o6rgano fundamental
para el cuerpo humano, pues regula el equilibrio metabdlico del organismo por medio
del metabolismo, degradacién y eliminacion de ciertos componentes de la sangre; es
capaz de sintetizar y resguardar elementos importantes para el organismo, asi como
de metabolizar, degradar y eliminar xenobiéticos, evitando su toxicidad (Kalra A et al.,
2023).

| Funciones del tejido hepatico |

li Resguardo

Glucdgeno l
Vitaminas
iposolubles y

B12

-

Minerales Lipidos

Colesterol, trig

esis —l
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transporiadoras

v

Metabolismo

R

Carbohigratos

Lipidos

Proteinas y aminoacidos

Hormonas

v

Degradacion
Farmacos y toxinas
Hormonas
Bilirrubina

Proteinas

Figura 3. Principales funciones del tejido hepatico. Elaboracién propia 2025.

Histologia del tejido hepatico

La unidad funcional del higado es el lobulillo, que se caracteriza por su forma
hexagonal y en cada uno de sus vértices se encuentra la triada portal, compuesta por
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la vena porta, la arteria hepatica y el conducto biliar. La base del lobulillo esta
compuesta por estructuras celulares denominadas hepatocitos, que presentan
membranas apicales o basolaterales y se clasifican en tres zonas segun la funcion
que desempefian (Kalra A et al., 2023).

La zona | es la region periportal de los hepatocitos, donde se encuentra una mayor
perfusion de sangre oxigenada y rica en nutrientes, lo que la convierte una zona de
gran importancia en el metabolismo oxidativo y en procesos como la beta-oxidacion,
la gluconeogénesis, la formacion de bilis, el metabolismo del colesterol y el
catabolismo de aminoacidos (Kalra A et al., 2023).

La zona Il se define como la regidn paracentral y presenta caracteristicas intermedias
entre las zonas | y lll. También se caracteriza por la liberacion de hormonas
reguladoras del hierro, como la hepcidina. Cabe mencionar la importancia de esta
hormona, pues también cumple funciones de reactante de fase aguda o cronica, por
lo que su concentracién plasmatica puede variar en respuesta a eventos inflamatorios
(Chambers K et al., 2023).

La zona lll se encuentra alejada de la triada portal, lo que provoca una perfusion mas
baja; sin embargo, desempefia un papel importante en la desintoxicacion, la
biotransformacién de farmacos, eventos como la cetogénesis, la glucdlisis, la
lipogénesis y la formacidon de glutamina (Kalra A et al., 2023). Sin embargo, por la
falta de oxigeno, esta zona es mas vulnerable a sufrir dafios por isquemia o necrosis.

El espacio entre la luz sinusoidal y la membrana basolateral de los hepatocitos se
denomina espacio de Disse, el cual se compone de microvellosidades que se
comunican con el capilar, lo que permite la irrigacién sanguinea hacia los hepatocitos.
Este espacio contiene una matriz extracelular compuesta por colageno,
proteoglicanos y otras proteinas que proporciona soporte a los hepatocitos en
ausencia de la membrana basal (Kalra A et al., 2023).

El papel del higado en el metabolismo

El higado es el principal érgano en la regulacion del metabolismo energético. A través
de hormonas como la insulina y el glucagon, se adapta a las necesidades energéticas
del organismo, formando energia a partir de la glucosa y otros sustratos, como acidos
grasos (AGL), lipoproteinas y cuerpos cetdnicos, y también puede acumular esa
energia en forma de glucégeno y lipidos (Pozo M. et al., 2020).

En la fase de absorcion, el higado da paso a un metabolismo anabdlico, en el que los
nutrientes obtenidos se acumulan en forma de glucégeno y lipidos. En primera
instancia, los hepatocitos captan a gran velocidad la glucosa y los acidos grasos
provenientes de la vena porta, con ayuda del transportador de glucosa GLUTZ2, que
no depende de la insulina, y de diferentes transportadores de acidos grasos
constitutivamente expresados en la membrana de los hepatocitos (Pozo M et al.,
2020).
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Particularmente durante el consumo de alimentos, el flujo de glucosa en los
hepatocitos sigue diferentes procesos, como la glucdlisis y la glucogénesis,
generando y/o almacenando energia, y posteriormente mantiene el estado energético
mediante dos procesos conocidos como gluconeogénesis y glucogendlisis. Estos
eventos ocurren durante el periodo de ayuno. En este sentido, durante la ingesta de
alimentos, la concentracion de insulina aumenta, por lo cual en los hepatocitos se
dirige la glucosa absorbida hacia la ruta de la glucogénesis e incrementa la glucdlisis,
para posteriormente dar paso a la lipogénesis y asi sintetizar acidos grasos a partir
de la acetil-CoA resultante. Por lo tanto, el higado participa activamente en la
homeostasis de la glucosa y de los lipidos (Pozo M et al., 2020).

Una vez finalizada la absorcidén de nutrientes, el organismo utiliza la glucosa y los
acidos grasos circulantes, asi como las reservas intracelulares de glucogeno y de
lipidos, como fuente de energia (Pozo M et al., 2020).

Al reducirse la glucemia, la concentracién de insulina disminuye y la de glucagon
aumenta, lo que hace que el higado dirija su metabolismo hacia la degradacion de
moléculas complejas en otras mas simples para obtener energia y dar paso a la
glucogendlisis. Este proceso aporta glucosa en las primeras horas de ayuno si el
tiempo de ayuno incrementa la glucogendlisis continua, pero con ayuda de la
gluconeogénesis hepatica, que libera glucosa al plasma (Pozo M et al., 2020).

Para regular el metabolismo energético hepatico, se necesita que los hepatocitos
coordinen enzimas responsables de los procesos de glucdlisis, gluconeogénesis y
glucogendlisis, en los que los puntos clave son la fosforilacion y desfosforilacion de la
glucosa para llevar a cabo la glucélisis o liberar la glucosa al plasma, la formacién de
piruvato y fosfoenol piruvato, que formaran acetil-CoA, el marcaje del inicio del
proceso de gluconeogénesis a partir de lactato o aminoacidos y, finalmente, la sintesis
o hidrolisis del glucogeno. Sin embargo, esta regulacion puede verse afectada por
procesos de estrés oxidativo e inflamacion (Pozo M et al., 2020; Rui, 2014).

Para la formacion de lipidos, los puntos clave son las enzimas acetil-CoA carboxilasa
(ACC) y la sintasa de acidos grasos (FAS), necesarias para sintetizar acidos grasos
de novo a partir de acetil-CoA y dependientes de la insulina. Los acidos grasos son el
principal sustrato para la sintesis de triglicéridos; estos se originan bajo diferentes
condiciones fisioldgicas. En principio, los triglicéridos obtenidos a partir de la dieta son
transportados a los hepatocitos para su descomposicion, con ayuda de los restos de
quilomicrones, tras la absorcion parcial (Zhu et al., 2023).

La segunda fuente de acidos grasos proviene de la lipogénesis de novo (DNL) a partir
de carbohidratos; también parte de los acidos grasos se obtiene de la movilizacion de
tejidos, liberando acidos grasos libres, que seran transportados a la sangre y podran
circular a diferentes 6rganos. Estos acidos grasos pueden oxidarse o sintetizarse en
triglicéridos en el higado. Los triglicéridos sintetizados en el higado se liberan
mediante lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) o se almacenan en el propio
higado.
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Lipogénesis hepatica de novo

La lipogénesis de novo hepatica es un proceso bioquimico fundamental de sintesis
de acidos grasos a partir de acetil-CoA. Este proceso se produce a través de la via
comun de la glucolisis y del catabolismo de carbohidratos, principalmente de la
glucosa, aunque actualmente se sabe que la fructosa también es un sustrato
altamente lipogénico (Sanders & Griffin, 2016). Se cree que la fructosa evita el paso
regulador critico de la fosfofructoquinasa-1 (PFK-1) en la glucdlisis. La fructosa es
fosforilada por la fosfofructoquinasa en el higado a fructosa 1-fosfato (F1P). Luego, la
F1P es catalizada por la aldolasa, lo que genera dihidroxiacetona-fosfato (DHAP) y
gliceraldehido. Este ultimo sera fosforilado por la tioquinasa para producir
gliceraldehido 3-fosfato (G3P), y asi la G3P y la DHAP ingresan a la glucdlisis.

Durante la sintesis de triacilglicerol de novo, los acidos grasos se forman mediante la
acilacion inicial del glicerol-3-fosfato con acil-CoA, lo que da lugar a &cido
lisofosfatidico (LPA). Este paso es catalizado por la glicerol-fosfato aciltransferasa
(GPAT). El acido lisofosfatidico es acilado nuevamente por otra acil-CoA mediante la
acilglicerol-fosfato aciltransferasa (AGPAT), produciendo acido fosfatidico (PA), que
sera desfosforilado por la fosforilasa del acido fosfatidico, generando diacilglicerol
(DG). Se utiliza nuevamente la acil-CoA para acilar el diacilglicerol en triacilglicerol
mediante la diacilglicerol aciltransferasa (DGAT). Los triglicéridos sintetizados pueden
liberarse a través de las lipoproteinas de muy baja densidad o almacenarse en el
propio higado, como se muestra en la figura 5.
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Regulacién de la lipogénesis hepatica de novo

La regulacion transcripcional de la DNL tiene dos principales vias de activacion,
mediadas por el aumento de las concentraciones de glucosa y la sefializacion de
insulina; estas vias se llevan a cabo por proteinas de unién al elemento regulador de
esteroles 1c (SREBP1c) y por la proteina de union al elemento de respuesta a
carbohidratos (ChREBP) (Sanders & Giriffin, 2016).

La actividad de SREBP1c se regula positivamente por la sefializacién de insulina,
dando como resultado la liberacion proteolitica de la forma activa de SREBP1c¢, desde
la membrana del Golgi, y que gracias a la interaccion con proteinas de la membrana
del reticulo endoplasmatico liso (REL) conocidas como la proteina activada por
escision de SREBP (SCAP) y el gen inducido por insulina (INSIG) se libera en su
forma activa y madura. La activacion de SREBP1c se lleva a cabo por dos vias
principales del receptor de insulina, que involucran la via de la fosfatidilinositol-3-
quinasa y la proteina quinasa B (PI3K-PKB/AKT), pero con resultados distintos: en
una se produce la fosforilacion inicial de SREBP1c y en la otra, la activacion del
receptor X del higado (Sanders & Griffin, 2016).

Asimismo, la activacion de ChREBP se produce debido al aumento posprandial de
glucosa en los hepatocitos, mediado por la proteina GLUTZ2. La importancia de esta
proteina radica en que su sobreexpresion proporciona piruvato, que se convierte en
acetil-CoA como sustrato lipogénico mediante la piruvato deshidrogenasa (Sanders &
Griffin, 2016), lo que incrementa la sintesis de triglicéridos.

Transporte de lipidos séricos.

El principal transporte de lipidos se realiza mediante las lipoproteinas, que circulan a
través del torrente sanguineo. Estas lipoproteinas son macromoléculas que se
conforman mediante la conjugacion de lipidos y proteinas especificas, llamadas
apolipoproteinas, que cumplen funciones estructurales y de reconocimiento. Las
lipoproteinas de mayor importancia metabdlica son los quilomicrones (CM), las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), las lipoproteinas de baja densidad (LDL-
C), las lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) y las lipoproteinas de alta densidad
(HDL-C) (Albitar et al., 2024). Estas lipoproteinas son complejos que sirven como
vehiculos para la exportacién de los lipidos producidos en la DNL hepatica.

Las VLDL estan compuestas por una monocapa de fosfolipidos y colesterol no
esterificado, con un nucleo principalmente de triglicéridos hepaticos, y en la superficie
encontramos la molécula de apolipoproteina B100 (apoB100), la cual es fundamental
para el ensamblaje y la produccién de las VLDL, asi como otras apolipoproteinas,
como la apoC-lll, la cual es crucial para la estabilizacion de las gotitas lipidicas neutras
en el lumen del reticulo endoplasmatico, y la apoA-lI (Sanders & Griffin, 2016). El
proceso de formacion de VLDL se lleva a cabo en dos pasos, ademas de la
translocacion de apoB100 a través de la membrana del reticulo endoplasmatico
(RER). En el RER, la proteina de transferencia de triglicéridos microsémicos (MTP)
contribuye a la lipidacion parcial del naciente apoB100, inhibiendo su degradacion y
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formando una VLDL inicial, que posteriormente dara paso a una VLDL funcional
(Sanders & Griffin, 2016).

Cuando la proteina apoB100 sufre una mayor lipidacién debido a la fusidon con gotitas
lipidicas neutras (principalmente triglicéridos) en el lumen del reticulo endoplasmatico,
generan VLDL funcionales, las cuales son transportadas por vesiculas especializadas
al Golgi, en donde el apoB100 es glicosilado y fosforilado para que finalmente sean
liberadas de los hepatocitos al espacio de Disse por medio de la fusion de vesiculas
excretoras con la membrana sinusoidal y posterior a eso, ser liberadas a circulacion
(Sanders & Griffin, 2016).

Las lipoproteinas de densidad intermedia son mas pequefas y densas que las VLDL;
presentan una menor proporcién de triglicéridos respecto al colesterol, ya que son un
producto de la lipdlisis de las VLDL. Aproximadamente la mitad de estas particulas
son capturadas en el higado mediante el reconocimiento de la apoE, y la otra mitad
son convertidas en LDL-C por la lipasa hepatica (Errico et al., 2013). Las LDL-C se
caracterizan por la expresion de apoB100 y su rica composicion de ésteres de
colesterol. Su funcién principal es el transporte y el intercambio de colesterol con las
células; este intercambio se lleva a cabo mediante el reconocimiento de la apoB100
y la apoE por parte de receptores de membrana plasmatica. La expresion y la
funcionalidad adecuadas de los receptores de LDL-C son importantes para mantener
la concentracion sérica de LDL-C (Errico et al., 2013).

Los receptores experimentan eventos de endocitosis, en donde se transportan al
citoplasma y el LDL-C contenido es hidrolizado para formar aminoacidos y colesterol
no esterificado, este colesterol es utilizado para la sintesis de membranas y hormonas
o ser convertido en ésteres de colesterol para poder ser almacenados, pues este
colesterol resulta ser téxico para las células si su concentracion es elevada (Errico et
al., 2013). Las lipoproteinas de alta densidad se componen de ésteres de colesterol
y contienen la apolipoproteina A-l, la cual favorece la salida intracelular de fosfolipidos
y de colesterol en exceso; su sintesis depende del catabolismo de los quilomicrones
y los VLDL, asi como de la sintesis de apolipoproteina A-I por parte del higado y del
intestino. Las funciones que desarrolla son el transporte reverso de colesterol para su
eliminacion, la inhibicion de la oxidacion de las LDL-C, asi como su capacidad
antiinflamatoria y antitrombdética (Errico et al., 2013).

Resistencia a insulina y lipogénesis hepatica

La insulina desempefia un papel central en la regulacién del metabolismo de los
lipidos, actuando como hormona anabdlica que promueve el almacenamiento y la
utilizacién eficiente de la energia. En condiciones fisiolégicas, inhibe la lipdlisis en el
tejido adiposo al suprimir la actividad de la lipasa sensible a hormonas, reduce la
liberacién de AGL hacia la circulacion y estimula la lipogénesis hepatica y adipocitaria
mediante la activacién de enzimas clave como la acetil-CoA carboxilasa y la sintasa
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de acidos grasos. Ademas, favorece la captacion de glucosa en tejidos periféricos y
su conversion en glicerol, esencial para la esterificacion de los acidos grasos en
triglicéridos. Cuando estos efectos se atenuan, ya sea por defectos en la accion o en
la sefalizacion de la insulina, se establece un estado de resistencia a la insulina,
definido como la disminucién de la respuesta biolégica normal a concentraciones
fisiolodgicas de la hormona en tejidos sensibles como el musculo, el higado y el tejido
adiposo (Vargas E et al., 2022).

La resistencia a la insulina altera profundamente el metabolismo lipidico al disminuir
la capacidad de la hormona para suprimir la lipdlisis en el tejido adiposo y, al mismo
tiempo, mantener activa la DNL hepatica. Esta disociacion metabdlica favorece un
exceso de AGL hacia el higado, donde se reesterifican en triglicéridos y se
empaquetan en VLDL. Como resultado, se incrementan las concentraciones séricas
de triglicéridos, colesterol total y apolipoproteina B, acompafadas de una reduccién
de HDL-C y de una acumulacion de particulas pequefias y densas de LDL-C,
caracteristicas de la dislipidemia aterogénica. Ademas, la activacion sostenida de
factores lipogénicos como SREBP-1c y ChREBP amplifica la sintesis endégena de
acidos grasos, exacerbando el depdsito hepatico de lipidos y contribuyendo al
desarrollo de la esteatosis hepatica asociada a disfuncion metabdlica y alteraciones
cardiovasculares secundarias (Moroni-Gonzalez et al., 2023; Sarmiento-Ortega et al.,
2017).

Resistencia a insulina asociada a Cd

La exposicion al Cd se asocia con multiples alteraciones metabdlicas, entre ellas la
desregulacion de la homeostasis lipidica. EI Cd puede acumularse en tejidos
metabodlicamente activos como el higado, el pancreas y el tejido adiposo, donde
interfiere con las vias de senalizacion de la insulina. A nivel pancreatico, el Cd induce
estrés oxidativo, disfuncién mitocondrial y apoptosis de las células (3, lo que reduce la
secrecion de insulina. En tejidos periféricos, el Cd altera la fosforilacidon del receptor
de insulina (IR) y de los sustratos del receptor de insulina tipo 1y 2 (IRS-1 e IRS-2),
lo que disminuye la activacién de la via PI3K/Akt, esencial para la captacién de
glucosa mediada por GLUT4. Estas alteraciones se traducen en una menor
sensibilidad a la insulina y una resistencia insulinica sistémica (Moroni-Gonzalez et
al., 2023).

Una vez instaurada la resistencia a la insulina, el higado se convierte en un sitio critico
de disfunciéon metabdlica. En condiciones normales, la insulina inhibe la
gluconeogénesis y modula la sintesis lipidica; sin embargo, bajo exposicion a Cd, este
equilibrio se pierde. La insulina pierde su capacidad de suprimir la produccion
hepatica de glucosa, pero mantiene o incluso exacerba su efecto lipogénico. Este
fendbmeno, conocido como resistencia selectiva a la insulina, se caracteriza por una
activacion inadecuada de factores de transcripcion lipogénicos como SREBP-1c y
ChREBP. En consecuencia, aumenta la expresion de enzimas clave como la acetil-
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CoA carboxilasa y la sintasa de acidos grasos (FASN), lo que genera un
sobrerresguardo de triglicéridos en el hepatocito (Zhu et al., 2023).

Cadmio y lipogénesis hepatica

La evidencia sugiere que la acumulacion hepatica de Cd podria modificar el lipidoma
sérico y hepatico. La sobreproduccion de lipoproteinas ricas en triglicéridos (TRL) es
una consecuencia directa de la toxicidad metabdlica inducida por el xenobidtico en el
higado (Moroni-Gonzalez et al., 2023).

El incremento de la lipogénesis hepatica inducida por Cd se manifiesta como
esteatosis hepatica y dislipidemia sistémica. Paralelamente, el Cd estimula la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y activa vias inflamatorias,
mediadas por el factor nuclear kappa de cadena ligera potenciador de células B
activadas (NF-kB) y la cinasa Jun N-terminal (JNK), que potencian el dafo celular y
perpetuan la resistencia a la insulina. La acumulacion lipidica, junto con el estrés
oxidativo y la inflamacion cronica, altera la secrecion de lipoproteinas y favorece la
liberacion de VLDL en la circulacion, lo que eleva las concentraciones seéricas de
triglicéridos y colesterol. En conjunto, estos mecanismos establecen un vinculo directo
entre la exposicion al Cd, la resistencia a la insulina y el desarrollo de la lipotoxicidad
hepatica, lo que contribuye a la progresién del sindrome metabdlico y de las
enfermedades cardiovasculares asociadas (Moroni-Gonzalez et al., 2023).

En nuestro grupo de trabajo hemos observado que los biomodelos de rata Wistar
expuestos a la dosis LOAEL de Cd sobreproducen VLDL grandes (VLDL1), que
constituyen una TRL, y su formacion depende tanto de la acumulacion de gotitas
lipidicas en el citosol como de los flujos de AGL hacia el higado. La VLDL1 influira en
el desarrollo de la esteatosis hepatica y en la formacion de lipoproteinas de baja
densidad (sLDL-C). Ademas, el Cd influye en la formacion de pequefias subfracciones
de HDL-C (HDL-3c), que presentan un bajo contenido de colesterol libre esterificado
y de fosfolipidos y un alto contenido de triglicéridos (Sarmiento-Ortega et al., 2017).

La presencia de sLDL-C y la resistencia a la insulina son factores de riesgo para el
desarrollo de aterosclerosis, que, junto con la acumulacion de Cd, promueven la
progresion de la enfermedad cardiovascular debido al dafo, al estrés y a la
inflamacion. Adicionalmente, las HDL-C, junto con la hipertrigliceridemia y la elevada
concentracion de AGL, contribuyendo a la dislipidemia metabdlica. Estos mecanismos
estan asociados con defectos en la actividad enzimatica de la proteina de
transferencia de ésteres de colesterol, la lecitina-colesterol aciltransferasa y la
proteina de transferencia de fosfolipidos (PLTP) debido al estrés oxidativo y a la
inflamacion hepatica (Moroni-Gonzalez et al., 2023).

Por lo tanto, la DNL hepatica es una via natural mediante la cual se controlan los
niveles de glucosa y se almacena energia mediante la biosintesis de triglicéridos,
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dependiente de la sefalizacion de la insulina. Cuando la via de los carbohidratos se
altera, se produce hipertrigliceridemia, lo que da lugar a la ruptura del equilibrio entre
la lipogénesis y la lipdlisis (Moroni-Gonzalez et al., 2023). Por lo tanto, este trabajo de
investigacion se centra en conocer el efecto de la exposicion cronica a Cd en dosis
NOAEL y LOAEL sobre el lipidoma hepatico y, ademas, relacionarlo con un posible
dafo causado por el metal.

La hepatotoxicidad inducida por lipidos, también denominada lipotoxicidad hepatica,
se refiere al dafo estructural y funcional que sufre el higado como consecuencia de
la acumulacién excesiva de acidos grasos vy triglicéridos en los hepatocitos. Con el
tiempo, estos procesos desencadenan alteraciones histologicas caracteristicas, como
la esteatosis, la inflamacion crénica y la fibrosis, que pueden evolucionar hacia la
esteatohepatitis no alcohdlica y cirrosis (Souza-Arroyo et al., 2022; Tejada-Cifuentes,
2010).
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Figura 4. Mecanismo propuesto de la relacion de la exposiciéon a Cd con la resistencia a insulina y el
incremento de la lipogénesis (Modificado de Ntambi et al., 2015).

En este sentido, en estudios anteriores se ha demostrado que la exposicion a Cd
causa dafno hepatico en ratas, lo que se traduce en un aumento de la actividad de la
alanina aminotransferasa (ALAT), la aspartato aminotransferasa (ASAT) y la fosfatasa
alcalina (ALP), asi como en dafo estructural del tejido (Shi et al., 2024; Zou et al.,
2021), lo cual podria ser consecuencia del acumulo de lipidos hepaticos.

En el diagnéstico clinico, el incremento en la actividad de ALAT y ASAT es el
marcador de lesion hepatica mas utilizado. Ambas enzimas participan activamente en
la bioenergética y en las rutas anfibdlicas hepaticas, pues catalizan la transferencia
de un grupo amino de un aminoacido a a-cetoglutarato. Para la L-alanina, su producto
de reaccion es L-glutamato; para la L-aspartato, es piruvato y oxaloacetato. El efecto
general es el intercambio de un grupo amino por un grupo ceto y el piridoxal 5’-fosfato
actua como coenzima en ambas reacciones (McGill, 2016).
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Ambas enzimas se expresan en diversos tejidos y constituyen marcadores
importantes para evaluar el grado de lesion (Liu et al., 2024). Debido a que, en un
estado fisiolégico normal, estas enzimas se encuentran al interior de las células, su
concentracion sérica suele aumentar por diversas razones: a) cuando las células
sufren necrosis; b) cuando existe proliferacion celular y el porcentaje de liberacion se
mantiene; ¢) cuando existe una mayor induccion de las enzimas, lo que incrementa el
porcentaje de liberacion; d) cuando disminuye el aclaramiento enzimatico; y €) cuando
existen procesos de obstruccion en el tejido que las producen (McGill, 2016). Por lo
tanto, la evaluacién de estas enzimas podria ser una buena herramienta para
determinar el dafio hepatico asociado al incremento del resguardo de lipidos.

Fisiopatologia de higado graso

La enfermedad de higado graso se define por cambios macro y microvesiculares,
ademas de la presencia de grasa en el tejido hepatico que excede el 5% de su peso,
lo que provoca eventos de citotoxicidad, lipotoxicidad, dafio inflamatorio en los
hepatocitos y fibrosis (Saavedra-Chacoén et al., 2021; Tholey, 2025). La fisiopatologia
se basa actualmente en el componente metabdlico; se considera la manifestacién de
una disfuncién metabdlica sistémica que se desarrolla principalmente por resistencia
a la insulina (Tholey, 2025).

Los posibles mecanismos que desarrollan esta fisiopatologia son la reduccién de la
sintesis de lipoproteinas de muy baja densidad y el aumento en la sintesis hepatica
de triglicéridos por una reduccion de la beta oxidacion de acidos grasos o un aumento
del transporte de acidos grasos hacia el tejido hepatico, la inflamacion es el resultado
del dafio lipoperoxidativo de las membranas celulares, estos eventos estimulan a las
células estrelladas del higado y provocan fibrosis (Tholey, 2025).

Se ha establecido el término de enfermedad de higado graso asociada a disfuncién
metabdlica y se le han conferido criterios de diagndstico claros, como la presencia de
sindrome metabdlico y de enfermedades cronico-degenerativas, como obesidad,
dislipidemia, hipertensiéon e intolerancia a la glucosa. Si alguna de estas
enfermedades esta presente, aumenta la probabilidad de que la enfermedad progrese
a enfermedad de higado graso asociada a disfuncién metabdlica (Saavedra-Chacén
et al., 2021; Tholey, 2025).

A pesar de que existe una cantidad y variedad de evidencia cientifica sobre los
mecanismos metabdlicos, genéticos y hormonales implicados en el desarrollo del
higado graso, la exposicion a metales pesados, particularmente al Cd, sigue siendo
un aspecto poco estudiado, asi como la fisiopatologia que puede desencadenarla. La
mayoria de los estudios se han enfocado en factores comunes como la resistencia a
la insulina, la obesidad, la dislipidemia y, en casos mas especificos, el estrés
oxidativo; sin embargo, han dejado de lado el papel de los contaminantes
ambientales, que pueden contribuir a la progresion del dafio hepatico.
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Esta falta de informacion nos deja con cierta incognita para la comprension de la
enfermedad, en este contexto, nuestro proyecto surge con la finalidad de estudiar y
evidenciar la posible asociacion entre la exposicion al cadmio, el dafio hepaticoy a su
vez con higado graso, aportando asi una informacién importante sobre la influencia
de factores ambientales en los trastornos metabdlicos. Comprender esta relacion
podria contribuir al desarrollo de estrategias preventivas y a una mejor evaluacion del
riesgo en poblaciones expuestas a este metal.

23



Planteamiento del problema

El Cd actualmente se considera un metal contaminante presente en el medio
ambiente y cobra importancia por su papel en la patogénesis de enfermedades que
inicialmente se originan en trastornos metabdlicos. Su acumulacién en el organismo
potencia procesos de inflamacion y de estrés oxidativo que favorecen la toxicidad y la
carcinogénesis, asi como la pérdida de la funcion de 6rganos metabolicamente
importantes. En estudios realizados anteriormente en nuestro grupo de trabajo, se ha
visto que la exposicion al metal tiene repercusiones en el higado, pues abarca desde
el tamano macroscopico del 6rgano hasta su funcionamiento. Se ha demostrado que
la exposicion al metal genera alteraciones metabdlicas, principalmente en la
sefalizacion de la insulina, lo que mas adelante incrementa el desarrollo de
enfermedades cronico-degenerativas.

Asimismo, la exposicion al metal se relaciona con alteraciones metabdlicas lipidicas,
que constituyen un factor de riesgo para el desarrollo de higado graso asociado a
disfuncion metabdlica (MASLD) o de esteatohepatitis asociada a disfuncién
metabdlica (MASH). La enfermedad de higado graso, asociada a la disfuncién
metabdlica, es consecuencia de un conjunto de factores de riesgo como el sobrepeso,
la obesidad central, la dislipidemia, la resistencia a la insulina y la diabetes; sin
embargo, la acumulacion de Cd en el tejido no se menciona en las guias de practica
clinica y de diagnéstico clinico.

Dado que la prevalencia de la MASLD y la MASH es cada vez mayor y se presentan
con mayor frecuencia en la poblacion hispana, es importante conocer los diferentes
factores que inducen la patologia. La poblacién de alto riesgo alcanza el 50% en
pacientes con sobrepeso, hasta el 95% en pacientes con obesidad, 70% en pacientes
con diabetes y 50% en pacientes con dislipidemia (S. & P., 2015). Como ya se sabe,
la MASLD afecta a un tercio de la poblacién, pero, especificamente en México, la
poblacién presenta varios factores de riesgo, o que hace que la prevalencia supere
el 50% (Bernal-Reyes et al., 2019).

La enfermedad de higado graso asociada a disfuncion metabdlica es la enfermedad
mas comun a nivel mundial y se ha convertido en la primera causa de trasplante
hepatico en México. Su incidencia se observa en todos los grupos etarios de la
poblacion mexicana de 40 a 50 afios, destacando en el sexo masculino y en personas
con la variante genética asociada a esta enfermedad, como el polimorfismo PNPLAS.
La prevalencia reportada en la poblacién asintomatica en México es del 17,1 % vy, a
nivel mundial, del 10 % al 24 %, con un incremento de hasta 4,6 veces en la poblacién
obesa. Por ello, la Asociacion Mexicana de Gastroenterologia abrid multiples lineas
de investigacion sobre la MASLD, elaborando guias para su diagnéstico y tratamiento
(Bernal-Reyes et al., 2019; Diaz Greene et al., 2020).

Actualmente, la poblacion se encuentra sobreexpuesta a sustancias quimicas
derivadas de los residuos contaminantes de las industrias, que se acumulan en el
agua y en los alimentos, lo que favorece su consumo directo. La importancia de esta
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investigacion radica en observar las alteraciones bioquimicas y morfologicas del tejido
hepatico en funcién de la cronicidad y la concentracion de Cd expuestas, asi como en
conocer la temporalidad y la cantidad con que el tejido hepatico almacena grasa en
los hepatocitos.
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Justificacion

La prevalencia de alteraciones metabdlicas ha aumentado debido a que una gran
parte de la poblacién padece sobrepeso u obesidad por malos habitos en la vida
cotidiana, que van desde la mala alimentacion hasta la falta de actividad fisica. Sin
embargo, la exposicion durante periodos prolongados a sustancias quimicas
contaminantes que inducen estas enfermedades cronico-degenerativas, como la
diabetes, la hipertension y la obesidad, sigue siendo poco estudiada. Ademas, el
efecto de estas enfermedades sobre o6rganos metabdlicamente activos, como el
higado, conduce a patologias como las dislipidemias, que podrian desencadenar
enfermedades como el higado graso no asociado a disfuncion metabdlica v,
posteriormente, fendmenos de inflamacion, fibrosis, cirrosis, insuficiencia hepatica,
cancer de higado o necrosis del tejido.

Por lo que el Cd cobra relevancia, debido a que la poblacion esta expuesta a un
contacto directo con él y, sobre todo, a las recientes investigaciones sobre el impacto
en las funciones metabdlicas de diferentes 6rganos clave en los procesos de
homeostasis metabodlica. Dado que este xenobidtico es considerado uno de los
metales mas toxicos para la salud humana e incluso animal, se sabe que puede
permanecer durante afios en el organismo y no tiene ninguna funcién biolégica
importante. Sin embargo, su almacenamiento tiene consecuencias graves debido a
que se acumula en higado, pancreas, tejido adiposo, rifion, testiculos y hueso, por
nombrar los mas estudiados.

La trascendencia del estudio sobre como la acumulacion de Cd influye en el
metabolismo hepatico y durante cuanto tiempo lo hace destaca en los posibles
cambios que pueden ocurrir en puntos especificos de las rutas metabdlicas de este
organo. Esto podria resultar en la alteracion de su funcionamiento, principalmente en
el aumento del almacenamiento de lipidos, lo que incrementa el riesgo de diabetes,
enfermedades cardiacas y accidentes cerebrovasculares.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto de la exposicidén cronica a dosis LOAEL y NOAEL de cadmio sobre
el lipidoma, la actividad de las transaminasas y la histologia hepatica en rata macho
Wistar.

Objetivos particulares

En ratas macho Wistar expuestas y no expuestas cronicamente a dosis LOAEL y
NOAEL de cadmio

e Cuantificar el lipidoma hepatico y el sérico.
e FEvaluar la actividad de las transaminasas hepaticas y séricas.
e Evaluar los cambios histomorfolégicos asociados a depdsitos de grasa.

Hipotesis

Ho: La exposicion cronica a dosis de LOAEL y NOAEL de cadmio no genera cambios
en el lipidoma hepatico de rata macho Wistar.

Ha: La exposicion cronica a dosis de LOAEL y NOAEL de cadmio genera cambios en
el lipidoma hepatico de rata macho Wistar.
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Diseno experimental

Ratas macho Wistar de 30 dias de edad (n=90)

h 4

Grupo control
Dieta estandar y agua de
consumo

Ad libidum (n=30)

A 4

h 4

Grupo Cd
Dieta estandar y agua con
Cd [15 ppm]

Ad libidum (n=30)

Grupo Cd
Dieta estandar y agua con
Cd [32 ppm]

Ad libidum (n=30)

A 4

Y

Obtencion de muestras de tejido hepatico y suero a:

15dias, 1,2, 3. 4y 5 meses.

A

A 4

Sérico
TG, COL, HDL, LDL, VLDL,
FFA AST ALT

Y

A 4

Tejido
TG, COL, PL, AST, ALT

Histologia
Tincion Rojo Oleoso

h 4

Y

Interpretacion de resultados

A
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Materiales y métodos

Se realizd una revision exhaustiva de la literatura en diferentes bases de datos; se
seleccionaron articulos que hacian referencia a la enfermedad de higado graso
asociada a disfuncion metabdlica, enfermedades cronico-degenerativas, estrés
oxidativo, rutas metabdlicas, metabolismo y composicién del tejido hepatico,
generalidades, caracteristicas quimicas y toxicidad del Cd, asi como organizaciones
reguladoras que establecen criterios de exposicion a sustancias quimicas toxicas.
También se integré informacion de articulos de nuestro grupo de trabajo, junto con
investigaciones previas. Los articulos fueron leidos en su totalidad para tomar
referencias bibliograficas y citar correctamente cada uno de los elementos utilizados.

Ademas, se llevd a cabo la parte experimental utilizando modelos animales,
especificamente ratas machos de la cepa Wistar, para asegurar que no hubiera
interferencias por variaciones en los ciclos hormonales. Una vez obtenidos los
resultados experimentales, se realizé el andlisis estadistico y la integracion de cada
uno de los parametros a evaluar.

Obtencion de animales

Para realizar este proyecto se utilizaron 90 ratas machos de la cepa Wistar, con un
peso de 50 a 70 g, provenientes del bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla. Los animales se pesaron continuamente hasta
alcanzar los 100 g, lo que equivale aproximadamente a 15 dias de acondicionamiento
y 1 mes de edad, todo ello para la adaptacion de su sistema gastrointestinal y para
que puedan absorber de manera eficiente todos los nutrientes después del destete.

Conformacion de grupos

Los animales fueron distribuidos en tres grupos experimentales: grupo control sin
exposicion a Cd (n=30), grupo expuesto a 15 partes por millén (ppm) de Cd (n=30) y
grupo expuesto a 32 ppm de Cd (n=30). A los tres grupos se les administré una dieta
estandar para roedores de laboratorio; la exposicion al Cd se realizd mediante el
consumo ad libitum de agua. Esta condicion se mantuvo de forma continua hasta
alcanzar los diferentes tiempos de la cohorte: 15 dias, 1 mes, 2 meses, 3 meses, 4
meses y 5 meses.

Administracion de Cadmio

El Cd por si solo es un compuesto metalico; por eso, para su consumo, se utilizé la
presentacion de sal, es decir, cloruro de cadmio, para que pueda ser solvatada,
administrada y absorbida. Este compuesto se disuelve en agua potable y se agrega
al bebedero de los animales.
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Obtencién de las muestras histologicas

Un total de 5 animales de cada subgrupo fue sacrificado a los 15, 30, 60, 90, 120 y
150 dias tras los distintos tratamientos. Antes del sacrificio, se suspendi6 el alimento
durante 4 a 5 horas; posteriormente, los animales se anestesiaron con ketamina +
xilacina (0.2 mL/100 g) por via intraperitoneal; bajo anestesia, se obtuvieron 5 mL de
sangre mediante puncion cardiaca y se recolecté en tubos con procoagulante. Los
tubos se centrifugaron a 8000 r.p.m. durante 10 minutos. El suero separado se
guardo a -70 °C hasta su analisis.

Inmediatamente después de la obtencion de la muestra sanguinea, se realizé una
perfusion cardiaca para lavar los tejidos con solucion salina isotonica y se procedio
a la biopsia de tejido hepatico, el cual se guardd a -70 °C y parte de él se conservo
en una solucién de formalina buferada al 4% hasta su analisis.

Cuantificaciones y analisis de los metabolitos séricos

Determinacidén cuantitativa de alanina aminotransferasa TGP (ALAT)
Principio del método

La alanina aminotransferasa, inicialmente llamada transaminasa glutamico-piravica
(TGP), cataliza la transferencia reversible de un grupo amino de la alanina al a-
cetoglutarato con formacién de glutamato y piruvato. El piruvato producido se reduce
a lactato en presencia de la lactato deshidrogenasa (LDH) y de NADH. La velocidad
de disminucion de la concentracion de NADH en el medio, determinada
fotométricamente, es proporcional a la concentracién catalitica de ALAT en la
muestra.

Procedimiento

1. Calibrar el espectrofotometro con agua destilada como blanco de reaccion a
una longitud de onda de 340 nm.

2. Colocar 500 microlitros de reactivo con 50 microlitros de muestra.

3. Dejar reposar durante 1 minuto a 37 °C.

4. Leer la absorbancia en los minutos uno, dos y tres.

Determinacidn cuantitativa de aspartato aminotransferasa TGO
(ASAT)

Principio del método

La aspartato aminotransferasa, inicialmente llamada transaminasa glutamato-
oxaloacética (TGO), cataliza la transferencia reversible de un grupo amino del
aspartato al a-cetoglutarato, con formacién de glutamato y oxaloacetato. EIl
oxaloacetato producido se reduce a malato mediante la malato deshidrogenasa
(MDH) y NADH. La velocidad de disminucion de la concentracion de NADH en el
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medio, determinada fotométricamente, es proporcional a la concentracion catalitica
de AST en la muestra ensayada.

Procedimiento

1. Calibrar el espectrofotometro con agua destilada como blanco de reaccion a
una longitud de onda de 340 nm.

2. Colocar 500 microlitros de reactivo con 50 microlitros de muestra.

3. Dejar reposar durante 1 minuto a 37 °C.

4. Leer la absorbancia a los minutos uno, dos y tres.

Determinacién cuantitativa de fosfolipidos
Principio del método

Los fosfolipidos son hidrolizados por la fosfolipasa D y la colina liberada es
secuencialmente oxidada por la colina oxidasa (CHO) a betaina, con la produccién
simultanea de peroxido de hidrogeno. En presencia de peroxidasa (POD), el peréxido
de hidrégeno se acopla oxidativamente a la 4-Aminofenazona (4-AF) y al diclorofenol,
formando una quinonamina coloreada.

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de fosfolipidos en
la muestra ensayada.

Procedimiento

1. Reconstituir 10 mililitros del tampdn (R1) en las enzimas (R2) para obtener el
reactivo de trabajo.

2. Calibrar el espectrofotdmetro de microplacas a cero de absorbancia con el

reactivo de trabajo a una longitud de onda de 450 nm.

Leer las absorbancias 3 veces del patron de concentracidén conocida.

4. Colocar 300 microlitros de reactivo contra 3 microlitros de muestra y dejar en
reposo durante 10 minutos.

5. Leer las absorbancias de las muestras.

w

Determinacién cuantitativa de triglicéridos
Principio del método

Los triglicéridos, incubados con la lipoproteina lipasa (LPL), liberan glicerol y acidos
grasos libres. El glicerol es fosforilado por la glicerofosfato deshidrogenasa (GPO) y
ATP, en presencia de la glicerol quinasa (GK), para producir glicerol-3-fosfato y
adenosina-5-difosfato (ADP).

El G3P es entonces convertido en dihidroxiacetona fosfato (DAP) y en peroxido de
hidrogeno (H202) por GPO. Al final, el peroxido de hidrogeno reacciona con 4-
aminofenazona (4-AF) y p-clorofenol, una reaccion catalizada por la peroxidasa
(POD), dando lugar a una coloracién roja. La intensidad del color formado es
proporcional a la concentracion de triglicéridos en la muestra ensayada.
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Procedimiento

1. Blanquear con el reactivo de trabajo a una longitud de onda de 450 nm en el
espectrofotometro de microplacas.

2. Leer las absorbancias 3 veces del patron de concentracidn conocida.

3. Colocar 300 microlitros de reactivo contra 3 microlitros de muestra y dejar en
reposo durante 10 minutos.

4. Leer las absorbancias de las muestras.

Determinacion cuantitativa de colesterol
Principio del método

Este método para la determinacién de colesterol total en suero se basa en el uso de
tres enzimas: esterasa de colesterol (CE), oxidasa de colesterol (CO) y peroxidasa.
En presencia de esta ultima, la mezcla de fenol y 4-aminoantipirina (4-AA) se
condensa por accién del peroxido de hidrogeno, formando una quinonimina coloreada
proporcional a la concentracion de colesterol en la muestra.

Procedimiento

1. Blanquear con el reactivo de trabajo a una longitud de onda de 450 nm en el
espectrofotometro de microplacas.

2. Leer las absorbancias 3 veces del patron de concentracién conocida.

3. Colocar 300 microlitros de reactivo contra 3 microlitros de muestra y dejar en
reposo durante 10 minutos.

4. Leer las absorbancias de las muestras.

Determinacion de colesterol HDL-C

Principio del método:

El colesterol de las proteinas de baja densidad (LDL-C), las de muy baja densidad
(VLDL) y los quilomicrones es hidrolizado por una oxidasa de colesterol mediante una
reaccion enzimatica acelerada no formadora de color. El detergente del reactivo
solubiliza el colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (HDL-C) de la muestra.
El colesterol esterificado se hidrata mediante una esterasa de colesterol, dando como
resultado colesterol y acidos grasos libres. El colesterol resultante sufre una
semioxidacion e hidratacion por una oxidasa de colesterol, dando como resultado
colestenona y perédxido de hidrégeno. Este se acopla a una reaccién coordinada por
una peroxidasa con 4-aminoantipirina y una solucién buffer DSBmT, obteniéndose
como producto final quinonimina, que presenta color, y esta es detectada por
espectrofotometria a una longitud de onda de 505 nm.

Procedimiento:
1. Pipetear en un tubo de ensayo 0.2 mL de muestra y 0.5 mL de reactivo
2. Agitar bien y dejar durante 15 minutos a temperatura ambiente.
3. Centrifugar durante 15 minutos a 4.000 r.p.m.
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4. Recoger el sobrenadante.

Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.

6. Pipetear 100 yL de muestra y 1 mL del reactivo de colesterol en un tubo de
ensayo.

7. Agitar bien e incubar los tubos durante 30 minutos a temperatura ambiente o
durante 10 minutos a 37 °C.

8. Leer la absorbancia del patrén y de la muestra a 505 nm frente al blanco. El
color es estable durante al menos 30 minutos.

o

Determinacion de colesterol LDL

Principio del método:

Las lipoproteinas de baja densidad presentes en la muestra precipitan en presencia
de polivinil. La concentracion de colesterol LDL se calcula como la diferencia entre los
valores de colesterol en el suero y en el sobrenadante obtenido tras la precipitacion.

Procedimiento:
1. Pipetear 0.4 mL de muestra y 0.2 mL de reactivo en un tubo.
Agitar y dejar en reposo durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar durante 15 minutos a 4.000 r.p.m.
Recoger el sobrenadante.
Pipetear 20 pL de la muestra y 1 mL del reactivo en un tubo de ensayo.
Agitar e incubar los tubos durante 10 minutos a temperatura ambiente o
durante 5 minutos a 37 °C.
7. Leer la absorbancia del patrén y de la muestra a 505 nm frente al blanco. El
color se mantiene estable durante 30 minutos.

2

Cuantificaciones y analisis de los lipidos en tejido

Una vez teniendo las muestras bajo las condiciones adecuadas, se pesaron 100 mg
de tejido y se colocaron en eppendorfs rotulados del 1 al 90, para posteriormente
homogenarlos con 1 mL de PBS y centrifugar a 12,000 r.p.m por 15 minutos, para
formar un botén de tejido al fondo y poder trasvasar el sobrenadante a eppendorfs
nuevos, y asi poder realizar las cuantificaciones de colesterol, fosfolipidos,
triglicéridos, y enzimas hepaticas como se describié en el apartado anterior.

Analisis histologico del tejido

Muestras conservadas en formalina se utilizaron para realizar cortes histologicos y
estandarizar la tinciéon con rojo oleoso (ORO), lo que evidencié la acumulacion de
lipidos neutros en el tejido hepatico.

Procedimiento
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4.
5.

. Cortar una zona especifica del tejido y colocarla en sacarosa al 30% durante

10 dias.

. Pasados 10 dias, el tejido debe endurecerse, lo que facilitara la obtencion de

los cortes.

Para realizar los cortes, el tejido se debe llevar a un equipo especializado
(Vibratomo) el cual se debe programar con una frecuencia y velocidad
constantes para la obtencion de cortes con un grosor de 10 micras.

El corte de los tejidos debe realizarse en una solucion de PBS al 1%.

Una vez obtenidos los cortes, se realizo la tincidn correspondiente.

Tincidén rojo oleoso

Solucién de stock

1.

Agregar 2.5 g de reactivo ORO a 400 mL de alcohol isopropilico al 99% en un
matraz.

Mezclar con un agitador magnético durante 2 horas a temperatura ambiente.
Almacenar en un frasco ambar para evitar su oxidacion y conservar hasta 6
meses a temperatura ambiente.

Solucion de trabajo

1.

w

En un vaso de precipitado de 5 mL colocar 1,5 partes de la solucion stock a 1
parte de agua destilada.

Dejar reposar durante 5 a 10 minutos.

Filtrar la solucién con papel de filtro 2 veces para eliminar los precipitados.
Colocar los tejidos previamente cortados en una placa y agregar el colorante,
dejandolos reposar durante 5 minutos y, posteriormente, enjuagar hasta que el
agua no se torne roja.

Una vez que los tejidos se tifieron con rojo oleoso y se enjuagaron, colocar la
hematoxilina de Mayer y dejarla reposar durante 2 minutos.

Realizar enjuagues durante media hora y, posteriormente, colocarlos en el
portaobjetos.

Montaje de placas

. Colocar el tejido tefido cuidando de que esté bien extendido.

Colocar una gota de jarabe de maiz sobre el tejido.

Colocar un portaobjetos cuidando de que el jarabe de maiz se extienda por
capilaridad y no forme burbujas sobre el tejido.

Esperar a que se seque durante unos minutos.

Observar al microscopio.

Analisis estadisticos

Los datos obtenidos presentan una distribucién normal y se expresan como la media
t el error estandar de la media (EEM). Para nuestro analisis estadistico se utilizo el
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analisis de varianza de una via (One-way ANOVA), con analisis post hoc de
Bonferroni con un nivel de significancia del 0.05 (P<0.05), para determinar si existen
diferencias significativas entre las medias de los grupos independientes, lo que
evidencia que nuestras variables de dosis-tiempo tienen un efecto significativo en el
lipidoma hepatico y sérico de nuestros modelos animales.
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Resultados

Efecto de la exposicion al cadmio sobre el lipidoma y las enzimas hepaticas en
el suero.

o
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Figura 8. Efectos de la exposiciéon al cadmio sobre el lipidoma sérico. A) VLDL. B) LDL-C. C)
HDL-C. D) Colesterol total. E) Triglicéridos. F) Acidos grasos libres (AGL). Los resultados mostrados
son el promedio de 6 cuantificaciones distintas + EEM. (*) Indica una diferencia significativa con
respecto a los grupos de control (p < 0,05) mediante un analisis de ANOVA de una via, con analisis
post hoc de Bonferroni.

La exposicion a Cd muestra cambios en las concentraciones del lipidoma sérico en
los grupos experimentales a lo largo del tiempo de exposicion (Fig. 8). La
concentracion de VLDL mostro cambios significativos a partir del primer mes en
ambos grupos, en el grupo de 15 ppm con un incremento del 114.1%, 124.3%,
130.1%, 151.61% y 154.7% y en el grupo de 32 ppm con un incremento de 124.2%,
128.4%, 132.3%, 163.2% y 166.3% (Fig. 8A).

Respecto a la concentracion de LDL-C, se presenté un aumento a partir del segundo
mes en ambos grupos expuestos a Cd, con un incremento del 126.2%, 129.2%,
129.8% y 147.6% para el grupo de 15 ppm, para el 2do, 3er, 4to y 5t0o mes
respectivamente, mientras que el grupo de 32 ppm mostro incrementos del 139% (2
mes), 151% (3 mes), 158.4% (4 mes) y 159.9% (5 mes) respecto al grupo control (Fig.
8B).

No se observaron cambios significativos durante los primeros 15 dias en la
concentracion de HDL-C; sin embargo, en el mes 1 se observéd una disminucion del
25% en el grupo de 15 ppm y del 26% en el grupo de 32 ppm. En los meses 2 al 5 el
grupo de 32 ppm mantuvo reducciones cercanas del 29% al 30.5% en comparacion
al grupo control (Fig. 8C)

36



Los niveles de colesterol no mostraron cambios durante los primeros tres meses; sin
embargo, en los meses 4 y 5 se detectaron incrementos significativos en el grupo de
15 ppm, de 108.3% y 117.7%, respectivamente, mientras que en el grupo de 32 ppm
el incremento fue del 116.4% y 124.8%, respectivamente (Fig. 8D).

La concentracion de triglicéridos mostré un incremento estadisticamente significativo
del 124.3%, 130.1%,155.6% y 154.7% en el grupo de 15 ppm desde el mes 2 hasta
el mes 5y un 124.2%, 128.4%, 132.3%, 163.2% y 166.3% en el grupo de 32 ppm
desde el mes 1 hasta el mes 5 (Fig. 8E)

Por su parte, la concentracion de acidos grados libres evidencié cambios significativos
en el grupo de 15 ppm a partir de los 2 meses; estos incrementos fueron del 123.7%,
142%, 139.1% y 140.8%, para el segundo, tercer, cuarto y quinto mes,
respectivamente. En el grupo de 32 ppm, el incremento se presento desde el primer
mes, alcanzando valores del 139.4% (1 mes), 132.2% (2 mes), 148.4% (3 mes),
140.8% (4 mes) y 156.9% (5 mes) (Fig. 8F).
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3 15ppm
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ALT (UIL)
AST (UIL)

0- 0-
Dia 15 Mes 1 Mes 2 Mes 3 Mes 4 Mes 5 Dia15 Mes 1 Mes 2 Mes 3 Mes4 Mes 5

Figura 9. Efectos de la exposiciéon al cadmio sobre las transaminasas hepaticas en el suero. A)
Alanina aminotransferasa (ALT). B) Aspartato aminotransferasa (AST). Los resultados mostrados son
el promedio de 2 cuantificaciones distintas £ EEM. (*) Indica una diferencia significativa con respecto
a los grupos de control (p < 0,05) mediante un analisis de ANOVA de una via, con analisis post hoc de
Bonferroni.

Tras la exposicion a Cd podemos notar cambios en los niveles de las enzimas
hepaticas (Fig. 9). Para la enzima alanina aminotransferasa se evidenciaron cambios
significativos a partir del mes dos igualmente en ambos grupos, en donde hubo un
incremento del 149%, 152%, 164% y 192% en el grupo de 15 ppm, por otra parte, el
grupo de 32 ppm tuvo aumentos del 169%, 172%, 188% y 205% (Fig. 9A)

En el caso de la enzima aspartato aminotransferasa, se observaron cambios
significativos a partir del mes 2 en ambos grupos, con un aumento del 123%, 135%,
138% y 155% en el grupo de 15 ppm, mientras que en el grupo de 32 ppm el aumento
fue de 133%, 144%, 148% y 161% (Fig. 9B)
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Efecto de la exposicion al cadmio sobre el lipidoma y enzimas hepaticas a nivel
de tejido

A) B)
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3 32 ppm 10 0 32 ppm

0 0
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Figura 10. Efectos de la exposicion al cadmio sobre el lipidoma hepatico. A) Triglicéridos. B)
Fosfolipidos. C) Colesterol total. Los resultados mostrados son el promedio de 3 cuantificaciones
distintas + EEM. (*) Indica una diferencia significativa con respecto a los grupos de control (p < 0,05)
mediante un ANOVA de una via, con analisis post hoc de Bonferroni.

La concentracion de triglicéridos hepaticos evidencido un incremento significativo a
partir del segundo mes en ambos grupos; el grupo de 15 ppm alcanzé valores de
175%, 156.2%, 159.3% y 161.9%, mientras que en el grupo de 32 ppm los aumentos
alcanzaron porcentajes del 189%, 174.3%, 181.7% y 169.6% (Fig. 10A).
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Figura 11. Efectos de la exposicién al cadmio sobre las transaminasas hepaticas en el tejido. A)
Alanina aminotransferasa (ALT). B) Aspartato aminotransferasa (AST). Los resultados mostrados son
el promedio de 2 cuantificaciones distintas £+ EEM. (*) Indica una diferencia significativa con respecto
a los grupos de control (p < 0,05) mediante un analisis de ANOVA de una via, con analisis post hoc de
Bonferroni.

Por su parte, la concentracidon de fosfolipidos hepaticos mostré incrementos a partir
del mes 3 para el grupo de 15 ppm, con valores de 132.8%,125.6% y 121.7%, y para
el grupo de 32 ppm, los valores fueron de 147.9%, 129.9% y 130.3%, respectivamente
(Fig. 10B). Por ultimo, la concentracion de colesterol hepatico, para el grupo de 15
ppm mostro aumentos a partir del tercer mes, con valores del 143.5%, 135.9% y
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126.1%. En el grupo de 32 ppm, los cambios se presentaron desde el primer mes,
con porcentajes del 148%, 138%, 164.4%, 158.4% y 150.8% (Fig. 10C).

En la figura 11A podemos observar el comportamiento de la aspartato
aminotransferasa, desde el primer mes mostré cambios significativos con un aumento
del 138%, 140%, 144%, 162%, 172% en el grupo de 15 ppm, por otro lado, en el
grupo de 32 ppm los valores incrementaron en un 161%, 176%, 179%, 194% y 201%
(Fig. 11A)

En la figura 11B se muestra la alanina aminotransferasa, que presentdé cambios
significativos a partir del primer mes en ambos grupos. Para el grupo de 15 ppm hubo
un incremento del 118%, 126%, 142%, 145% y 167%, mientras que para el grupo de
32 ppm el aumento de porcentajes fue del 145%, 146%, 162%, 172% y 183% (Fig.
11B)

Control 15 ppm 32 ppm

4 meses 3 meses 2 meses 1 mes 15 dias

5 meses

Figura 12. Esquema de fotografias de los cortes histolégicos del tejido hepatico, con gotas lipidicas en
hepatocitos, tefiidas con rojo oleoso.
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Efecto de la exposicidon al cadmio sobre la histomorfologia asociada a depésitos
de grasa

En la Figura 12 se observan microfotografias representativas de cortes hepaticos
teAidos con rojo oleoso correspondientes a los grupos control, 15 ppm y 32 ppm de
exposicién a cadmio, evaluados en diferentes periodos (15 dias, 1, 2, 3, 4 y 5 meses).

En el grupo control, el parénquima hepatico mantuvo una arquitectura conservada a
lo largo de todo el periodo experimental, con hepatocitos de morfologia regular y
escasa o nula presencia de vacuolas lipidicas. El citoplasma mostré una tincion
homogénea y unicamente se evidencid una leve tincidon positiva en el area
perivenular, correspondiente a depdsitos fisioldgicos minimos de lipidos (circulo en
blanco).

En el grupo expuesto a 15 ppm, desde los primeros 15 dias se observé un incremento
discreto en la tincién rojiza del citoplasma de algunos hepatocitos, distribuido de forma
focal (indicado con flechas negras). A partir del primer mes, la tincion positiva se volvié
mas evidente alrededor de las venas centrales, con pequefas vacuolas
intracitoplasmaticas tefiidas de rojo. Entre los 2 y los 3 meses, la acumulacién lipidica
mostré un patron mas difuso, con hepatocitos de aspecto granular y citoplasmas
parcialmente ocupados por vacuolas lipidicas. A los 4 y 5 meses, se aprecio una
mayor intensidad de tincion y un incremento en el numero de células con contenido
lipidico, aunque sin una pérdida marcada de la arquitectura lobulillar.

En el grupo de 32 ppm, los cambios fueron mas notorios y de aparicion temprana. A
partir de los 15 dias, ya se evidencié una tincion positiva mas intensa en la zona
pericentral y, en algunos casos, en la periportal. Se observé un aumento progresivo
en el numero y el tamafo de las vacuolas teiidas con rojo oleoso; no hay una
cuantificacion exacta; sin embargo, la esteatosis y el grado de acumulacién lipidica
se llevan a cabo por medio de la observacion de ciertas caracteristicas y criterios
morfolégicos como los que mencionan a continuacion. A partir del primer mes, se
observa en los hepatocitos un aspecto mas claro y un patron microvesicular
predominante. En los cortes correspondientes a 2 y 3 meses, se aprecié una
distribucion mas extensa de vacuolas lipidicas en todo el lobulillo hepatico, con
tendencia a la coalescencia, acompafada de zonas de tincién mas intensas. Hacia
los 4 y 5 meses, la tincidbn mostré areas amplias de acumulacién lipidica, con
hepatocitos de contornos irregulares, desplazamiento nuclear y un evidente
incremento en la densidad e intensidad de los depdsitos lipidicos, especialmente en
la regién centrilobulillar (circulos en rojo).

En conjunto, la tincién de rojo oleoso revela una acumulacion progresiva y de
dependencia de la dosis de lipidos hepaticos, con wuna distribucion
predominantemente pericentral que se intensifica tanto con el tiempo de exposicion
como con la concentracién de Cd.

40



Discusion de resultados

Un aspecto central para el desarrollo del presente trabajo es la aplicacion del concepto
de dosis NOAEL (No Observed Adverse Effect Level), la cual, de acuerdo con la
Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR), corresponde al nivel
mas alto de exposicion a una sustancia quimica en el que no se han observado
efectos adversos clinicos o funcionales significativos. En el grupo de investigacién al
que pertenece este estudio se han realizado previamente trabajos empleando la dosis
LOAEL (Lowest Observed Adverse Effect Level), con periodos de exposicion que
oscilaron entre tres y cinco meses; sin embargo, hasta el momento no se habia
evaluado de manera sistematica el impacto fisiopatolégico derivado de una exposicion
cronica a dosis NOAEL de Cd.

Tradicionalmente, la clasificacion de una dosis como NOAEL se ha sustentado en la
ausencia de efectos clinicos evidentes en los modelos experimentales, considerando
parametros como alteraciones morfolégicas y funcionales de 6rganos, cambios en el
peso corporal u organico, signos visibles de toxicidad, mortalidad y efectos sobre el
desarrollo o la reproduccion. No obstante, este enfoque presenta limitaciones
importantes, ya que no contempla posibles alteraciones metabdlicas o moleculares
tempranas, que pueden representar cambios subclinicos relevantes y actuar como
precursores de enfermedades crénicas.

La omision de indicadores metabdlicos tempranos, como las modificaciones en el
perfil lipidico, puede conducir a una subestimacién del riesgo toxicoldgico real. Este
tipo de alteraciones no suele manifestarse de forma inmediata como signos clinicos
evidentes, pero puede asociarse con procesos patologicos sutiles, entre ellos, la
disfuncion metabdlica, la inflamacidén crénica y las respuestas de estrés celular.
Aunque inicialmente estas respuestas pueden considerarse adaptativas, su
persistencia durante exposiciones prolongadas podria tener consecuencias
fisiopatoldgicas significativas.

Bajo esta perspectiva, se disefidé una fase experimental que incluy6 tanto la dosis
NOAEL (15 ppm) como la dosis LOAEL (32 ppm) de Cd, incorporando ademas
distintos tiempos de exposicion que abarcaron desde 15 dias hasta 5 meses, con el
objetivo de identificar alteraciones tempranas no detectables mediante evaluaciones
clinicas convencionales. Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran
que la exposicion cronica al Cd, incluso a dosis consideradas bajas (NOAEL, 15 ppm),
induce alteraciones metabdlicas progresivas y significativas a nivel hepatico y
sistémico, las cuales no se manifiestan inicialmente como signos clinicos evidentes
de toxicidad, pero si como cambios bioquimicos y morfolégicos consistentes con un
estado de disfuncion metabdlica. En particular, los cambios observados en el lipidoma
sérico y hepatico, asi como en la actividad de enzimas hepaticas y en la morfologia
tisular, sugieren que el cadmio actua como un disruptor metabdlico capaz de
favorecer el desarrollo de alteraciones asociadas con resistencia a la insulina y con
esteatosis hepatica.
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Diversos estudios previos han demostrado que la exposicién a Cd, un metal pesado
y toxico que se encuentra con frecuencia en el medio ambiente, se asocia con
alteraciones significativas en el metabolismo lipidico tanto en modelos animales como
en humanos. Esta disrupcion metabdlica se ha evidenciado particularmente en
individuos o animales expuestos al Cd a través de diferentes vias y una de las
principales es el consumo de agua potable contaminada (Tinkov et al., 2018).

Un estudio realizado en roedores evalué los efectos de la ingestion de CdCl, a través
de la dieta ad libitum durante 42 dias, utilizando concentraciones de 0,5 y 50 ppm de
Cd. Los resultados mostraron que a bajas concentraciones los efectos metabdlicos
fueron limitados, mientras que a la dosis mas alta se observaron alteraciones
metabdlicas mas evidentes. El cadmio se acumulé de manera dosis-dependiente,
principalmente en higado vy rifidn, ocasionando cambios en el peso de los érganos y
alteraciones en el metabolismo energético, incluyendo un aumento en la movilizaciéon
de acidos grasos y una disminucion en la actividad de enzimas hepaticas claves
involucradas en vias glucoliticas y gluconeogénicas (Di Giulio & Scanlon, 1985).

El higado constituye uno de los 6rganos mas relevantes en la regulacion de la
homeostasis metabdlica, participando activamente en la sintesis, el almacenamiento
y la distribucién de carbohidratos vy lipidos. Sin embargo, la acumulacion de Cd en
este 6rgano puede comprometer gravemente su funcion metabdlica, alterando de
manera dependiente las rutas de la glucosa y de los lipidos. Investigaciones
realizadas en nuestro grupo de trabajo han mostrado que la exposicion crénica al Cd
provoca resistencia a la insulina en multiples tejidos, incluido el higado, y se
acompana de profundas alteraciones en el perfil lipidico sérico y hepatico (Sarmiento-
Ortega et al.,2022, 2023, 2025; Moroni-Gonzalez et al., 2023; Trevifio et al., 2015).

En este sentido, diversos estudios experimentales han demostrado que la exposicion
al Cd altera de manera significativa el metabolismo hepatico y el de los carbohidratos
en modelos animales. La administracion aguda de acetato de Cd (2.0-6.0 mg/kg) en
ratones machos evidencidé una disrupcidn severa de la homeostasis glucémica,
asociada con disminucion en la secrecion de insulina, incremento de la actividad
gluconeogénica, alteracion de la sintesis de glucogeno hepatico y estimulacion de la
lipogénesis, confirmando el potencial del Cd como disruptor metabdlico (Ghafghazi &
Mennear, 1973). De forma concordante, estudios subagudos en ratas tratadas con
CdCl, por via intraperitoneal (0.25-1 mg/kg) durante periodos de 21 a 45 dias
mostraron un aumento sostenido de enzimas clave de la gluconeogénesis, reduccién
del glucégeno hepatico, elevacion de glucosa y urea séricas, asi como alteraciones
en sistemas de sefalizacion celular dependientes de AMPc, efectos que persistieron
incluso tras la suspension del tratamiento (Merali et al.,, 1975). Asimismo,
exposiciones dependientes de dosis y tiempo en ratas hembra confirmaron la
induccion de hiperglucemia, activacion de enzimas gluconeogénicas y aumento de
marcadores de toxicidad hepatica, observandose toxicidad letal con dosis elevadas y
exposiciones prolongadas (Chapatwala et al., 1982).
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Ithakissios et al. fueron de los primeros investigadores en demostrar que la exposicion
recurrente al Cd puede alterar el metabolismo de la glucosa, sugiriendo su posible
contribucion al desarrollo de alteraciones metabdlicas cronicas, como la resistencia a
la insulina y la diabetes. En su estudio experimental, los autores administraron Cd por
via intraperitoneal en dosis bajas (0.25 mg/kg) y dosis altas (0.50 mg/kg) cada dos
dias, acumulando un total de 70 aplicaciones, tras lo cual se realizaron evaluaciones
bioquimicas. Los resultados mostraron que la dosis alta de Cd provocé una inhibicion
significativa de la secrecion de insulina, mientras que la dosis baja indujo una
inhibicion parcial (Ithakissios et al., 1974).

La resistencia hepatica a la insulina es un punto critico en esta disfuncion, ya que
interfiere con la capacidad del higado para modular procesos clave como la
gluconeogénesis, la glucogendlisis y la lipogénesis. En condiciones normales, la
insulina inhibe la produccion hepatica de glucosa y estimula la sintesis de lipidos; sin
embargo, la exposicion al Cd induce una disminucion en la sintesis y liberacién de la
insulina, asi como la pérdida de sensibilidad a esta hormona, lo que se traduce en
hiperglucemia y lipogénesis exacerbada (Boucher et al., 2014)

Los estudios realizados por nuestro grupo de investigacion han demostrado de
manera consistente que la exposiciéon al Cd, incluso a dosis consideradas bajas o
subclinicas (NOAEL y LOAEL), se asocia con el desarrollo de alteraciones
metabdlicas tempranas vinculadas a la resistencia a la insulina. En modelos
experimentales, se ha evidenciado que la exposicion cronica al Cd induce disfuncion
en tejidos metabdlicamente activos como higado, tejido adiposo y musculo,
caracterizada por incremento del estrés oxidativo, inflamacion de bajo grado y
desregulacion de vias clave de sefalizacion insulinica. Estos cambios ocurren aun en
ausencia de hiperglucemia franca, lo que sugiere que el cadmio actua como un
disruptor metabdlico capaz de promover resistencia a la insulina mediante
mecanismos no glucodependientes. En conjunto, los hallazgos del grupo aportan
evidencia experimental sdlida de que la exposicidn ambiental al cadmio representa
un factor de riesgo relevante para el desarrollo de trastornos metabdlicos crénicos,
particularmente resistencia a la insulina y sus complicaciones asociadas (Sarmiento-
Ortega et al.,2022, 2023, 2025; Moroni-Gonzalez et al., 2023.; Trevifio et al., 2015).

Esta alteracion en la sefalizacidn insulinica tiene un impacto directo en la
homeostasis lipidica. Durante las primeras etapas de la dislipidemia inducida por Cd,
el higado presenta una sobreproduccion de triglicéridos y un incremento de la sintesis
de VLDL. Simultaneamente, se ve afectada la sintesis de lipoproteinas HDL-C, lo que
evidencia cambios estructurales y funcionales en el lipidoma hepatico (Sarmiento-
Ortega et al., 2017). Dichas alteraciones no solo se observan en modelos de roedores,
sino también en conejos, aves y crustaceos expuestos al metal, en los que se han
documentado hipertrigliceridemia, resistencia a la insulina y deterioro del catabolismo
de VLDL, lo que conduce a la acumulacién de lipoproteinas ricas en triglicéridos
(Sarmiento-Ortega et al., 2017; Tinkov et al., 2018).
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Los resultados de nuestro trabajo revelaron un incremento progresivo y dependiente
tanto de la dosis como del tiempo de exposicion en las concentraciones de VLDL,
LDL, triglicéridos y acidos grasos libres, acompafado de una disminucion sostenida
de HDL. Este perfil lipidico es caracteristico de un estado dislipidémico aterogénico,
comunmente asociado con resistencia a la insulina y alteraciones en el metabolismo
hepatico de los lipidos. EI aumento temprano de VLDL vy triglicéridos sugiere una
mayor produccidn hepatica de lipoproteinas ricas en triglicéridos, posiblemente
relacionada con un incremento en la lipogénesis de novo o con una disminucion en la
depuracion periférica de estas particulas. La reduccion de HDL, observada desde
etapas tempranas de la exposicion, refuerza la idea de una alteracion en el equilibrio
del transporte reverso de colesterol, lo que podria contribuir al dafio metabdlico
sistémico. Es importante sefalar que, a pesar de que ya se habia estudiado el papel
del cadmio en esta desregulaciéon de lipidos, no se habia estudiado el efecto de la
dosis NOAEL en tiempos tan cortos (15 dias) como en tiempos tan prolongados (4 y
5 meses).

De manera concordante, los cambios observados en el tejido hepatico confirman que
el higado es un 6rgano blanco clave en la toxicidad metabdlica inducida por cadmio.
El incremento significativo de triglicéridos, fosfolipidos y colesterol hepatico,
particularmente evidente en el grupo expuesto a 32 ppm, indica una acumulacion
lipidica intrahepatica que precede o acompafa al desarrollo de la esteatosis. La
presencia de estos cambios desde etapas relativamente tempranas de la exposicion
sugiere que el cadmio interfiere directamente con las rutas de sintesis,
almacenamiento y exportacion de lipidos hepaticos, favoreciendo un estado de
lipotoxicidad.

Diversas investigaciones han demostrado que la exposicién al cadmio puede inducir
una acumulacién anormal de triglicéridos hepaticos, asociada con la activacién de
factores lipogénicos como SREBP, lo que incrementa la expresion de la glicerol-3-
fosfato aciltransferasa (GPAT), enzima clave en el paso limitante inicial de la sintesis
de triglicéridos en el higado (Karasawa et al., 2019; Tinkov et al., 2018). De manera
paralela, la activaciéon de SREBP también se ha relacionado con un aumento en la
actividad de la HMG-CoA reductasa, favoreciendo la biosintesis de colesterol
mediante la ruta del mevalonato (Khaleqgsefat et al., 2025). Adicionalmente, el cadmio
puede inhibir enzimas lipoliticas como la lipasa, alterando la hidrdlisis de triglicéridos
y la maduracion de HDL, lo que contribuye a un desequilibrio en la homeostasis
lipidica plasmatica (Chatterjee & Sparks, 2011).

Como resultado de estos mecanismos disfuncionales, la exposicién al cadmio se ha
relacionado con alteraciones cuantificables en los niveles de lipidos plasmaticos,
especificamente, se ha documentado un aumento significativo en las concentraciones
séricas de AGL, colesterol total, VLDL, LDL-C vy triglicéridos, acompanado de una
disminucién en los niveles de HDL-C. Este patrdn lipidico alterado sugiere un estado
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de dislipidemia inducido por el Cd, que podria contribuir al desarrollo de patologias
cardiovasculares y metabdlicas a largo plazo (Tinkov et al., 2018).

Desde el punto de vista molecular, las sefiales metabdlicas y hormonales, como la
glucosa, la insulina y el glucagon, regulan el programa de expresion génica implicado
en la glucalisis y la lipogénesis mediante factores de transcripcion especificos (Xu et
al., 2013). La via de sefalizacion PI3K/Akt/mTOR constituye un eje central en la
regulacion de la supervivencia celular, el crecimiento y el metabolismo energético, y
su desregulacién se ha asociado estrechamente con alteraciones metabdlicas
inducidas por el cadmio (Glaviano et al., 2023). Se ha demostrado que el Cd interfiere
con esta via alterando la homeostasis de la glucosa y la senalizacion insulinica,
mediante la desregulacion de efectores clave como FOXO1 y GSK3p, lo que favorece
procesos de gluconeogénesis y glucogendlisis (Moroni-Gonzalez et al., 2023). A nivel
downstream, la activacion aberrante de Akt y de mTOR, particularmente a través del
complejo mTORC1, promueve la sintesis de proteinas y lipidos, inhibe la autofagia y
modula el metabolismo energético celular (Pungsrinont et al., 2021). En este contexto,
se ha demostrado que mTOR estimula rutas metabdlicas especificas mediante la
activacion de SREBP-1 y SREBP-2 (Duvel et al., 2010), lo que contribuye a la
alteracion de los perfiles lipidicos y al desarrollo de enfermedades metabdlicas y
hepaticas (Li et al., 2023).

La activacion de SREBP-1c ha sido propuesta como un mecanismo central de la
lipogénesis andmala asociada al cadmio, dado su papel clave en la regulacion de
genes involucrados en la biosintesis de acidos grasos vy triglicéridos, favoreciendo
tanto la secrecion de VLDL como la acumulacion intracelular de lipidos en forma de
gotitas lipidicas en hepatocitos (Xu et al., 2013; Shimano, 2009; Sarmiento-Ortega et
al., 2017; Chandrasekaran & Weiskirchen, 2024).

Diversos estudios han demostrado que la activaciéon cronica de SREBP-1c se asocia
estrechamente con el desarrollo de MASLD y con efectos metabdlicos adversos como
obesidad, dislipidemias, resistencia a la insulina y sindrome metabdlico, siendo la
lipogénesis de novo un mecanismo central en la progresion de la esteatosis hepatica
en condiciones de resistencia a la insulina (Chandrasekaran & Weiskirchen, 2024;
Shimano, 2009). En pacientes con MASLD, las tasas de lipogénesis hepatica se
encuentran marcadamente aumentadas y la activacion sostenida de SREBP-1c
favorece la acumulacion de triglicéridos hepaticos.

De forma concordante, modelos murinos con sobreexpresion hepatica de SREBP-1c
muestran un incremento significativo de la lipogénesis y desarrollo de esteatosis,
mientras que la reduccion de su expresion en higado de ratones con resistencia a la
insulina disminuye aproximadamente en un 50 % el contenido de triglicéridos
hepaticos (Li et al., 2023). Asimismo, estudios en ratones con alteraciones genéticas
en la proteina activadora de la escision de SREBP (SCAP) han evidenciado que la
reduccion de SREBP-1 y SREBP-2 en el higado disminuye la sintesis de colesterol y
acidos grasos hasta en un 70-80 %, mientras que la expresion de una forma mutante
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de SCAP induce una activacion exacerbada de SREBP, lo que resulta en una
marcada acumulacion hepatica de colesterol y triglicéridos (Horton et al., 2002).

En paralelo, la exposicion al Cd genera estrés, y principalmente en el reticulo
endoplasmatico favorece la lipogénesis al activar a SREBP1c por medio de
respuestas a proteinas vinculadas a la inflamacion, lipototoxicidad y apoptosis en los
hepatocitos (Chandrasekaran & Weiskirchen, 2024). Asimismo, el Cd promueve
estados hiperinsulinémicos compensatorios, probablemente como respuesta a la
disminucién de la afinidad de la insulina por su receptor o a la reduccion del numero
de receptores en la superficie celular (Trevifio et al., 2015).

El incremento del indice insulinogénico observado en ratas expuestas a Cd sugiere
una liberacion inicial exagerada de insulina que resulta ineficaz para restaurar la
homeostasis glucidica. Esta secrecion inadecuada desencadena una serie de
consecuencias metabdlicas, ya que el higado no recibe una sefal insulinica efectiva,
lo que deriva en un aumento de la gluconeogénesis y de la lipogénesis y, por ende,
en una mayor acumulacion de triglicéridos hepaticos y musculares (Trevifio et al.,
2015; Sarmiento-Ortega et al., 2017).

Finalmente, la combinacion de estos procesos, como la hiperglucemia, la
hipertrigliceridemia, el aumento de VLDL y LDL-C, asi como la disminucion de HDL-
C, refleja un estado metabdlico disfuncional caracteristico de la exposicion crénica al
Cd (Sarmiento-Ortega et al., 2017). Los analisis comparativos entre grupos control y
expuestos a concentraciones de 15 ppm y 32 ppm de Cd evidencian diferencias
significativas en los parametros bioquimicos, lo que demuestra una relacion dosis-
dependiente entre la exposicion al metal y la magnitud del dafio metabdlico. Cabe
mencionar que el daio que se genera es acumulativo y que se incrementa con el paso
del tiempo, esto a consecuencia del almacenamiento de Cd en el higado, ya que se
ha reportado que, sin importar la dosis de exposicion al metal, el cadmio se resguarda
en concentraciones similares y, al llegar a su umbral toxico, los cambios son parecidos
sin importar la dosis (Sarmiento-Ortega et al., 2021).

Por otro lado, los cambios metabdlicos generados por la exposicion al Cd, como se
menciond anteriormente, favorecen procesos de lipoperoxidacion, estrés oxidativo e
inflamacion, los cuales pueden desencadenar alteraciones en la funcion hepatica v,
en consecuencia, la elevaciéon de enzimas hepaticas como marcador indirecto de
dano celular.

El aumento sostenido de las transaminasas ALT y AST, tanto en suero como en tejido
hepatico, observado en nuestros resultados, refuerza la nocion de un dafio
hepatocelular progresivo inducido por el Cd. Si bien estos incrementos no se
acompanaron de signos clinicos evidentes de hepatotoxicidad, su magnitud y
persistencia indican una alteracion funcional del hepatocito, probablemente asociada
al estrés oxidativo e inflamacién subclinica.

Este patron es consistente con reportes previos que sefialan que el Cd puede inducir
dafo hepatico cronico sin provocar necrosis masiva, pero si alteraciones metabdlicas
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sostenidas. Diversos estudios, tanto en humanos como en modelos experimentales,
han demostrado que la exposicion al cadmio se asocia con dafio hepatocelular y con
elevacion de biomarcadores séricos de funcion hepatica. En un estudio transversal
realizado en mas de 3,900 adultos coreanos sin hepatopatias conocidas, las
concentraciones sanguineas de Cd se correlacionaron significativamente con niveles
elevados de AST, ALT y ALP (Kang et al., 2013). De manera similar, un analisis de la
poblacién estadounidense (NHANES 1999-2015; =11 838 adultos) reporté una
asociacion positiva entre los niveles urinarios de cadmio y las concentraciones séricas
de ALT, AST, GGT, bilirrubina total y ALP (Hong et al., 2021). En estudios
experimentales, la exposicion de ratas a CdCl, produjo un aumento de las actividades
de ALT y AST, acompafiado de dafio histoldgico hepatico caracterizado por necrosis,
infiltracion inflamatoria y fibrosis (Abed et al., 2025).

Trabajos previos han propuesto diversos mecanismos que explican el dafio hepatico
inducido por Cd y la subsecuente elevacion de las transaminasas, entre los cuales
destacan el estrés oxidativo, la disfuncion mitocondrial, la inflamaciéon hepatica y la
liberacion de enzimas intracelulares producto de la alteracion de la integridad de la
membrana de los hepatocitos durante procesos de estrés, apoptosis o necrosis (Abed
et al., 2025; Moroni-Gonzalez et al., 2023).

No obstante, es importante sefalar que en el presente estudio la cuantificacion de las
transaminasas se empled unicamente como marcador bioquimico para confirmar la
existencia de dafo hepatico asociado a la acumulacion de lipidos y a la exposicién a
Cd.

Por ultimo, nuestro analisis histologico mediante tincidn con rojo oleoso aporta
evidencia morfologica sélida que respalda los hallazgos bioquimicos. La acumulacion
progresiva y dosis-dependiente de gotas lipidicas en los hepatocitos, con predominio
en la region centrilobulillar, es caracteristica de una esteatosis hepatica de tipo
metabdlico. La aparicion temprana de depdsitos lipidicos en el grupo de 32 ppm y su
intensificacidon con el tiempo, asi como la presencia de cambios mas discretos pero
persistentes en el grupo de 15 ppm, indican que incluso exposiciones consideradas
seguras pueden desencadenar alteraciones estructurales relevantes cuando se
mantienen de forma cronica. La preservacion relativa de la arquitectura lobulillar
sugiere que estos cambios corresponden a etapas tempranas del dafo hepatico, lo
cual es particularmente relevante desde el punto de vista preventivo.

Estos hallazgos histoldgicos son consistentes con diversos estudios experimentales
que han documentado la capacidad del Cd para inducir acumulacion lipidica hepatica
incluso en ausencia de necrosis o dafo estructural avanzado. Por ejemplo, Thijssen
et al. (2007) demostraron en ratas expuestas crénicamente a Cd una acumulacion
significativa de triglicéridos hepaticos detectada mediante tinciones lipidicas,
acompanada de preservacion parcial de la arquitectura lobulillar, Io que sugiere una
etapa temprana de esteatosis. De manera similar, Wang et al. (2014) reportaron que
exposiciones prolongadas a dosis bajas de Cd inducen esteatosis centrilobulillar y
disfuncion mitocondrial hepatica, sin evidencia inmediata de fibrosis, lo que apoya la

47



nocién de dafo subclinico progresivo. Asimismo, Brzéska et al. (2016) observaron en
modelos murinos una acumulacion dosis-dependiente de gotas lipidicas hepaticas
tras exposicion cronica al metal, asociada con alteraciones en la homeostasis lipidica
y estrés oxidativo, aun cuando los parametros clinicos tradicionales permanecian
dentro de rangos normales.

En contraste, algunos estudios, como el de Rikans y Yamano (2000), sugieren que
exposiciones mas breves o a dosis intermitentes pueden inducir respuestas
adaptativas hepaticas con cambios lipidicos transitorios, sin progresion clara hacia la
esteatosis establecida, lo que indica que la magnitud y persistencia del dafo
dependen criticamente de la dosis y la duracion de la exposicién. En conjunto, esta
evidencia respalda la idea de que la acumulacion lipidica hepatica inducida por Cd
representa un evento temprano y sensible de toxicidad metabdlica, que puede pasar
desapercibido en evaluaciones clinicas convencionales, pero que adquiere relevancia
fisiopatoldgica cuando la exposicion se mantiene de forma crénica.

Estos resultados apoyan la hipotesis de que la clasificacion toxicolégica basada
exclusivamente en la ausencia de signos clinicos evidentes puede subestimar el
impacto real del Cd sobre la salud metabdlica. La deteccion de alteraciones lipidicas,
enzimaticas e histologicas en condiciones de exposicion a la NOAEL resalta la
importancia de incorporar biomarcadores metabdlicos y tisulares tempranos en la
evaluacion del riesgo toxicolégico. Ademas, los hallazgos de este estudio se alinean
con la evidencia previamente generada por nuestro grupo de investigacion, que ha
documentado la asociacion entre la exposicion crénica al cadmio, el desarrollo de
resistencia a la insulina y la disfuncion metabdlica sistémica, incluso en ausencia de
hiperglucemia manifiesta.

Finalmente, los resultados obtenidos refuerzan la nocion de que el cadmio debe
considerarse un factor de riesgo ambiental relevante en el desarrollo de
enfermedades metabdlicas crénicas, particularmente aquellas relacionadas con
dislipidemia, resistencia a la insulina y enfermedad hepatica grasa no alcohdlica. La
identificacion temprana de estos cambios subclinicos podria tener implicaciones
importantes para la prevencion, el diagndstico oportuno y el disefio de estrategias de
intervencidn en poblaciones expuestas de manera cronica a este metal pesado.

Conclusiones

La exposicion crénica a Cd induce alteraciones significativas en el lipidoma sérico y
hepatico. Estos cambios evidencian que dicha exposicion provoca una dislipidemia
aterogénica.

La exposicidn cronica a Cd induce el desarrollo de esteatosis hepatica en funcion de
la dosis, con predominio pericentral y expansion difusa en etapas avanzadas.

Se presentd un dafio hepatocelular progresivo de tipo dosis-tiempo dependiente.
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En conjunto, los resultados evidencian que el Cd promueve modificaciones en el
metabolismo hepatico caracterizadas por alteraciones en la homeostasis lipidica,
dafio hepatocelular y acumulacién de grasa, efectos que se potencian con la
concentracion y la duracion de la exposicion.
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ANEXO “A”

Determinacioén cuantitativa de triglicéridos
Método: GPO-POD enzimatico colorimétrico.

Principio del método:

Los triglicéridos incubados con lipoproteinlipasa liberan glicerol y acidos grasos libres.
El glicerol es fosforilado por glicerolfosfato deshidrogenasa y ATP en presencia de
glicerol quinasa para producir glicerol-3-fosfato y adenosina 5-difosfato. El G3P es
entonces convertido a dihidroxiacetona fosfato y peréxido de hidrogeno por GPO. Al
final, el perdxido de hidrogeno reacciona con 4-aminofenazona y p-clorofenol,
reaccion catalizada por la peroxidasa dando una coloracion roja. La intensidad del
color formado es proporcional a la concentracion de triglicéridos presentes en la
muestra medida a una longitud de onda de 505 nm.

Triglicéridos + H:0 i} Glicerol + Acidos grasos libres

Glicerol + ATP —Glicerolquinasa | zqp, App

G3P+0, —CP9 |, DAP + H,0,

H-O: + 4-AF + p-Clorofenol ﬂr Quinona + HzO

Tipo de muestra: suero o plasma.
Procedimiento:
1. Disolver el contenido del vial R2 al vial R1 y mezclar hasta disolver el contenido.
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2. Al utilizarlo debe estar a temperatura ambiente.
Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.
4. Pipetear en una cubeta:

w

Blanco Patron Muestra

RT (mL) 1,0 1,0 1,0
Patrén (uL) -- 10 --
Muestra (pL) -- -- 10

5. Mezclar e incubar durante 5 minutos a 37 °C o 10 minutos a temperatura
ambiente.

6. Leer la absorbancia (A) del patron y la de la muestra frente al blanco de
reactivo. El color es estable por 30 minutos.

Calculos:

(A)Muestra

mx 200 (Conc. Patrén) = concentracion de la muestra enmg/dL

Anexo “B”

Determinacion cuantitativa de fosfolipidos
Método: CHO-POD enzimatico colorimétrico.

Principio del método

Los fosfolipidos son hidrolizados por la fosfolipasa D y la colina liberada es
secuencialmente oxidada por la colina oxidasa a betaina, con la simultanea
produccion de peréxido de hidrogeno. En presencia de peroxidasa el perdxido de
hidrégeno acopla oxidativamente a la 4-Aminofenazona y al diclorofenol formando
una quinonamina coloreada. La intensidad del color formado es proporcional a la
concentracion de fosfolipidos presentes en la muestra a una longitud de onda de 505

nm.

Fosfolpasa D | idi
OSTolPa%a = s Colina + Acido fosfatidico

Colina Oxid
Colina + 20, + H,0 — =" Betaina + 2 H,0,

Fosfolipidos + H,O

2H,0, + 4-AF + Diclorofenol — 22— Quinona + 4H,0

Tipo de muestra: suero o plasma.
Procedimiento:
1. Reconstituir el vial R2 en los 10 mL del R1 y mezclar hasta disolver el
contenido.
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2. Al utilizarlo debe estar a temperatura ambiente.
Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.
4. Pipetear en una cubeta:

w

Blanco Patron Muestra

RT (mL) 1,0 1,0 1,0
Patrén (uL) -- 10 --
Muestra (uL) -- -- 10

5. Mezclar e incubar durante 5 minutos a 37 °C.
6. Leerla (A) absorbancia del patron y de la muestra, frente al blanco de reactivo.
El color es estable como minimo 30 minutos.

Calculos:

(A)Muestra

mx 300 (Conc. Patrén) = concentracion de la muestra enmg/dL

ANEXO “C”

Determinacion cuantitativa de colesterol
Método: CHOD-POD liquido.

Principio del método:

El colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado segun la
reaccion siguiente. La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion
de colesterol presente en la muestra a una longitud de onda de 505 nm.

Esteres colesterol + HZO ﬂ} Colesterol + Acidos grasos

CHOD
T T

Colesterol + &’3'2 4-Colestenona + H 202

2 H202 +Fenol + 4-Aminofenazona ﬂ;- Quinonimina + 4H20

Tipo de muestra: suero o plasma.

Procedimiento:
1. Al utilizar el reactivo debe estar a temperatura ambiente.
2. Ajustar al espectrofotdmetro a cero frente a agua destilada.
3. Pipetear en una cubeta:

Blanco Patron Muestra

RT (mL) 1,0 1,0 1,0
Patrén (uL) -- 10 --
Muestra (uL) -- -- 10
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4. Mezclar e incubar durante 5 minutos a 37 °C o 10 minutos a 15-25 °C.
5. Leer la absorbancia (A) del patrén y de la muestra frente al blanco de reactivo.
El color es estable como minimo 60 minutos.

Calculos:

(A)Muestra

mx Conc.patrén = concentracion de la muestra en mg/dL

ANEXO “D”

Determinacion de colesterol HDL-C
Método: reactivo precipitante.

Principio del método:

El colesterol de las proteinas de baja densidad (LDL-C), las de muy baja densidad
(VLDL) y los quilomicrones es hidrolizado por una colesterol oxidasa mediante una
reaccion enzimatica acelerada no formadora de color. El detergente presente en el
reactivo solubiliza el colesterol de las lipoproteinas de alta densidad de la muestra. El
colesterol HDL-C se cuantifica espectrofotométricamente mediante las reacciones
acopladas descritas a continuacion.

El colesterol esterificado se hidrata mediante una colesterol esterasa, dando como
resultado colesterol y acidos grasos libres, el colesterol resultante sufre una
semioxidacion e hidratacion por una colesterol oxidasa, dando como resultado
colestenona y peroxido de hidrogeno, este se acopla a una reaccién coordinada por
una peroxidasa con 4-aminoantipirina y una solucién buffer DSBmT obteniéndose
como producto final quinonaimina, que presenta color y este es detectado por
espectofotometria a una longitud de onda de 505 nm.

Tipo de muestra: suero o plasma
Procedimiento:
1. Pipetear en un tubo de ensayo:

Muestra 0.2mL
Reactivo (Col HDL-C) 0.5 mL

2. Agitar bien y dejar durante 15 minutos a temperatura ambiente.

3. Centrifugar durante 15 minutos a 4,000 r.p.m.
4. Recoger el sobrenadante.
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o

Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.
6. Pipetear en un tubo de ensayo:
Blanco Patrén Muestra

Agua destilada 100 pL
Patrén colesterol HDL-C 100 uL
Sobrenadante muestra 100 pL
Reactivo de colesterol 1.0mL 1.0mL 1.0 mL

7. Agitar bien e incubar los tubos durante 30 minutos a temperatura ambiente
o durante 10 minutos a 37 °C.
8. Leer la absorbancia del patrén y de la muestra a 505 nm frente al blanco.
El color es estable como minimo 30 minutos.
Célculos:
La concentracion de colesterol HDL-C en la muestra se calcula a partir de la siguiente
formula:

(A)Muestra

(A)Patron x [Patron]x Factor de dilucioén de la muestra = [muestra] en mg/dL

ANEXO “E”

Determinacién de colesterol LDL-C
Método: reactivo precipitante (Polivinil sulfato / Polietilenglicol).

Principio del método:

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

col esterasa
Colesterol esterficado + H20 ——— Colesteral + Acido graso
col. oxidasa
Colesteral + 1/2 O2 + H202 ——— Colestenona + H202
peroxidasa

2 HOZ +4-Aminoantipirdina+fenol ——— Quinonaimina + 4 H20

Procedimiento:
1. Pipetear en un tubo:
Muestra 0.4 mL

Reactivo (Col LDL-C) 0.2mL
2. Agitar y dejar en reposo durante 15 minutos a temperatura ambiente.

3. Centrifugar durante 15 minutos a 4,000 r.p.m.
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4. Recoger el sobrenadante.
5. Pipetear en un tubo de ensayo:

Blanco Patron Muestra
Agua destilada 20 yL
Patrén colesterol LDL-C 20 pL
Sobrenadante muestra 20 pL
Reactivo de colesterol 1.0mL 1.0mL 1.0mL

6. Agitar e incubar los tubos durante 10 minutos a temperatura ambiente o
durante 5 minutos a 37 °C.

7. Leer la absorbancia del patron y de la muestra a 505 nm frente al blanco.
El color es estable por 30 minutos.

Calculos:
La concentracion del colesterol en el sobrenadante se calcula a partir de la siguiente
formula:

(A)Muestra x [patron] x Factor de dilucién de la muestra
(A)Patrén

= [sobrenadante] en mg/dL

La concentracion del colesterol LDL-C en la muestra se calcula:

Colesterol LDL = Colesterol total — Colesterol en sobrenadante

ANEXO “F”

Determinacién cuantitativa de aspartato aminotransferasa

Principio del método:

La aspartato aminotransferasa (AST) inicialmente llamada transaminasa glutamato
oxaloacética (GOT) cataliza la transferencia reversible de un grupo amino del
aspartato al a-cetoglutarato con formacién de glutamato y oxalacetato. El oxalacetato
producido es reducido a malato en presencia de malato deshidrogenasa (MDH) y
NADH. La velocidad de disminucién de la concentracion de NADH en el medio,
determinada fotométricamente, es proporcional a la concentracion catalitica de AST
en la muestra.

L-Aspartato + w-Cetoglutarato ﬂ—r Glutamato + Oxalacetato

Oxalacetato + NADH + H* —MPH_, Malato + NAD®

Tipo de muestra: suero o plasma.
Procedimiento:
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1. Mezclar 1 volumen de R2 + 4 volumenes de R1.

2. Ajustar el espectrofotdmetro a cero frente a agua destilada o aire a una longitud
de 340 nm.

3. Pipetear en una cubeta:

RT (mL) 1.0
Muestra (uL) 100

4. Mezclar e incubar durante 1 minuto.

5. Leerla absorbancia inicial de la muestra, poner en marcha el cronometro y leer
la absorbancia cada minuto durante 3 minutos.

6. Calcular el promedio del incremento de absorbancia por minuto (AA/min).

Calculos:
AA/min x 1750 = U/L de AST

ANEXO “G”

Determinacion cuantitativa de alanina aminotransferasa GTP

Principio del método:

La alanina aminotrasferasa (ALT) inicialmente llamada transaminasa glutamico
piravica (GPT) cataliza la transferencia reversible de un grupo amino de la alanina al
a-cetoglutarato con formaciéon de glutamato y piruvato. El piruvato producido es
reducido a lactato en presencia de lactato deshidrogenasa (LDH) y NADH. La
velocidad de disminucion de la concentracion de NADH en el medio, determinado
fotométricamente, es proporcional a la concentracion catalitica de ALT en la muestra.

L-Alanina + a-Cetoglutarato L} Glutamato + Piruvato

Piruvato + NADH + H* —21 5 | actato + NAD*

Tipo de muestra: suero o plasma.

Procedimiento:
1. Mezclar 4 volumenes de R1+ 1 volumen de R2.
2. Ajustar el espectrofotdmetro a cero frente a agua destilada o aire a una longitud
de onda de 340 nm.
3. Pipetear en una cubeta:
RT (mL) 1.0
Muestra (uL) 100
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5.

6.

Mezclar e incubar durante 1 minuto.

Leer la absorbancia inicial de la muestra, poner en marcha el cronometro y leer
la absorbancia cada minuto durante 3 minutos.

Calcular el promedio de la diferencia de la absorbancia por minuto (AA/min).

Calculos:

AA/min x 1750 = U/L

ANEXO “H”

Tincion de rojo oleoso

Solucién de stock

1.

Agregar 2.5 g de reactivo ORO a 400 mL de alcohol isopropilico al 99% en un
matraz.

Mezclar con agitador magnético durante 2 horas a temperatura ambiente.
Almacenar en un frasco ambar para evitar su oxidacion y conservar hasta 6
meses a temperatura ambiente.

Solucion de trabajo

1.

w

En un vaso de precipitado de 5 mL colocar 1,5 partes de la solucién stock a 1
parte de agua destilada.

Dejar reposar durante 5 a 10 minutos.

Filtrar la solucion con papel de filtro 2 veces para eliminar los precipitados.
Colocar los tejidos previamente cortados en una placa y agregar el colorante,
dejandolos reposar durante 5 minutos y posteriormente, enjuagar hasta que el
agua no se torne roja.

Una vez que los tejidos se tifieron con rojo oleoso y se enjuagaron, colocar la
hematoxilina de Mayer y dejarla en reposo durante 2 minutos.

Realizar enjuagues durante media hora y, posteriormente. colocarlos en el
portaobjetos.
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