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Resumen

El Cadmio (Cd) es un metal de transicion ampliamente distribuido en la
naturaleza, siendo toxico para los seres vivos. Dentro de los mecanismos de toxicidad
del Cd, se le ha relacionado con la interaccion con diferentes vias metabdlicas y desde
una perspectiva “adipocéntrica”, las disfunciones en el tejido adiposo pueden verse
reflejadas en modificaciones en el metabolismo de los lipidos. Sin embargo, aun falta
por definirse completamente la informacion acerca de los efectos de la administracion
experimental de cadmio sobre el metabolismo lipidico sistémico y los cambios en tejido
adiposo (TA). En este trabajo se evaluo el efecto de la administracion crénica de CdCly
(65,5 mg/L en el agua de beber) sobre los cambios morfologicos, la acumulacion del
metal, nivel de metalotioneinas totales vy triglicéridos (TG) en TA subcutaneo, perirrenal
y epidimal, ademas de estudiar la existencia de cambios en el perfil lipidico sistémico.
Los resultados obtenidos en los animales expuestos cronicamente a CdCl, mostraron
que los diferentes tejidos adiposos no acumulan cantidades significativas de Cd, sin
embargo, hay una induccion en la expresion de MT total en todos los tejidos. Por otro
lado, el analisis histolégico indica la existencia de cambios fenotipicos de los adipocitos,
mostrando hipertrofia e hiperplasia y un incremento en el resguardo de TG que fue
dependiente del tiempo de exposicion al metal. La misma acumulacion de TG fue vista
en tejido hepatico produciendo un cuadro de esteatosis hepatica. Aunado a los cambios
observados en TA, los animales en estudio mostraron cambios en los lipidos

plasmaticos caracterizados por hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, aumento de
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AGL y en las fracciones lipoproteicas de VLDL y LDL, ademas de la disminucion de
fosfolipidos y la fraccion lipoproteica HDL. Los resultados obtenidos en este trabajo
muestran que la administracién cronica de CdCl, en el agua de beber a animales de
experimentacion produce modificaciones en el TA subcutaneo, perirrenal y epidimal, asi
como en el tejido hepatico, reflejandose en alteraciones de la morfologia y un
incremento “anormal” del almacenamiento de TG. A demas, la administracién de Cd
afecta los niveles de lipidos séricos. En conjunto estos resultados sugieren que la
toxicidad del Cd favorece la aparicién de un cuadro con caracteristicas similares a un

sindrome metabdlico.
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Introduccion

Desde una perspectiva “adipocéntrica” se postula que el sindrome metabdlico
reune las siguientes anomalias: la expansién del TA en la parte superior del cuerpo,
obesidad visceral o androide, hiperglucemias, hipertension, niveles elevados de
triglicéridos (TG) y niveles bajos de la lipoproteina colesterol-HDL [Eckel et al., 2005;
Balistreri et al., 2010, Bliiher, 2012]. Entre los mecanismos involucrados en este proceso se
ha propuesto que existe un exceso del aporte energético que rebasa la capacidad
oxidativa y de almacenamiento por parte del TA visceral, la alteracion en la produccion
de adipocinas (el aumento de citocinas y la disminucién de adiponectina, entre otros
cambios), el aumento en el estrés oxidativo, la inflamacién crénica principalmente por
macrofagos con fenotipo proinflamatorio de tipo 1, y el incremento en el proceso de
lipdlisis en los adipocitos que da como resultado el aumento en los niveles de acidos

grasos libres (AGL) [Vigouroux et al., 2011; Balistreri et al., 2010].

Tejido adiposo

El TA es un tejido conjuntivo especializado con gran actividad metabdlica, esta
integrado en una tercera parte por un grupo de células denominadas adipocitos, los
cuales pueden encontrarse en forma individual o reunidos en grupos; el resto del tejido
estd compuesto por fibroblastos, macrofagos, células del estroma, monocitos y

preadipocitos (Figura 1).
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Fig. 1. Componentes celulares del tejido adiposo. Representacion esquematica de las células del TA;
adipocitos, preadipocitos, fibroblastos y componentes del sistema inmune. Tomado y modificado de

Ouchi et al., 2011.

Alrededor del 20% del peso corporal de una persona adulta en condiciones
normales, esta conformado por el TA, representando un importante érgano de reserva
energética [Geneser, 2000], y balance energético del organismo, acumula grasa neutra en
forma de TG durante los periodos de alta ingesta (lipogénesis) y la distribuye cuando el
organismo requiere energia (lipolisis) [Gregoire et al., 1998; Large et al., 2004; Frigolet, et al.,
2008]. Ademas, es reconocido como un érgano secretor activo a través de la produccion

de moléculas denominadas adipocinas con accion endocrina, paracrina y autocrina
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[Gregoire et al., 1998; Gonzalez et al., 2002; Curat et al., 2006; Frigolet et al., 2008; Valenzuela y

Zanhueza, 2009; Balistreri et al., 2010].

En los mamiferos existen dos tipos de TA, los cuales pueden diferenciarse por
sus caracteristicas morfolégicas, color, grado de vascularizacion, distribucion vy
actividad metabdlica [Geneser, 2000; Ross y Pawlina, 2007; Frigolet et al., 2008; Balisteri et al.,
2010].

El tejido adiposo marrén (TAM) o TA multilocular, llamado asi por la presencia de
varias gotas de lipido; presenta una coloracion dorada a marrdn rojiza a causa del
elevado contenido de citocromos, sus células son poligonales y suelen medir de 30 a 40
um de diametro. Presentan citoplasma abundante y granulado y gotas de lipido de
diversos tamanos, que pueden encontrarse rodeadas en forma total o parcial por
mitocondrias. El nucleo es redondeado con granulos de cromatina gruesos. En el TAM
existe gran irrigacion sanguinea y su ubicacién anatémica es entre las escapulas, las
axilas, la region de la nuca y a lo largo de los grandes vasos sanguineos; esta muy
desarrollado en fetos y en recién nacidos, disminuyendo a medida que transcurren los
afnos en adultos, transformandose en tejido adiposo blanco. La actividad metabdlica del
TAM esta determinada por la noradrenalina que estimula la termogénesis y regula la
diferenciacion a adipocitos multiloculares.

El tejido adiposo blanco (TAB) o unilocular, tiene como caracteristica la presencia
de una unica gota de lipido que reduce el citoplasma a un fino borde y desplazando al
nucleo a la periferia, sus organelos son escasos y sus células pueden presentar
diametros superiores a 100 ym. Los adipocitos son esféricos cuando estan aislados y

de color blanquecino amarillento por la presencia de carotenoides provenientes de la
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dieta. Estos almacenan en su mayoria TG, recambiandose cada 2 a 3 semanas, Yy
suelen deformarse entre si cuando se encuentran en pequefios grupos adoptando
formas poliédricas. El TAB posee gran vascularizacion, pero es menor en comparacion
con TAM [Geneser, 2000; Ross y Pawlina, 2007].

El TAB presenta una distribucién heterogénea entre hombres y mujeres, en
donde la topografia del tejido genera perfiles metabdlicos distintos dependiendo de la
ubicacion anatdémica, por ejemplo, la grasa subcutanea en mujeres se localiza a nivel
de las caderas y en el hombre a nivel del abdomen, aunque en los dos casos tiene
como funcién la regulacion de la temperatura y/o el aislamiento térmico. La grasa
visceral presenta gran actividad metabdlica, provee de AGL al higado, en donde puede
causar alteraciones en la homeostasis de la glucosa [Curat et al., 2006]. El tejido visceral
tiene como funcion llenar los vacios entre los 6rganos y los mantiene en posicion
adecuada; tanto la grasa subcutanea como la visceral varian dependiendo de la edad,
género y el estado nutricional del individuo. En zonas de acumulacion de grasa, los
adipocitos no liberan los lipidos almacenados durante los periodos de ayuno, por
ejemplo, la grasa que rodea los rifiones, las orbitas oculares, rodillas, palmas de las
mano y plantas de los pies, en donde la funcién principal es de tipo mecanico, es decir,

aislante de golpes y de sostén [Geneser 2000; Moreno y Martinez,2002; Balistreri et al.,2010].

Otro papel importarte del TAB es sintetizar y secretar activamente adipocinas con
estructura quimica y funcion biolégica diferente, por ejemplo: factores de crecimiento,

factor de necrosis tumoral a (TNF-a), factor de crecimiento transformante B (TGF-f3),
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factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1) y quimiotacticos como MCP-1;
citocinas clasicas, IL-6 y prostaglandinas, asi como hormonas entre las cuales estan:
testosterona, estrogenos y glucocorticoides, participando en la regulacion de multiples
funciones celulares, como la homeostasis energética; comprendiendo el metabolismo
de la glucosa y de lipidos, la funcion reproductiva, procesos inmunoldgicos, hemostasia,
angiogénesis, control de la presién arterial y la propia autorregulacion del crecimiento y
desarrollo del TA al interaccionar con células de otros tejidos localizadas en 6rganos
distantes, como hipotalamo, pancreas, higado, musculo esquelético, rifion, endotelio y
sistema inmune [Geneser, 2000; Ross y Pawlina, 2002; Sanchez et al., 2005; Kawakami et al.,
2010]. La leptina, una adipocina con efecto neuroendocrino interviene en la regulacion
de la homeostasis energética, inhibe la ingesta de alimentos y la disminucién del peso
corporal, e informa sobre el estado energético del TA a los centros que regulan la
captacion de nutrientes. Por otro lado, adiponectina es importante en la oxidacion de los
acidos grasos, disminuye la concentracion de TG en plasma, actua como una hormona

antiinflamatoria y aumenta la sensibilidad de las células a insulina [Geneser 2000; Sanchez

et al., 2005; Valenzuela y Sanhueza, 2009; Balistreri et al., 2010; Ouchi et al., 2011, Bluhér et al.,

2012].
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Diferenciacion del tejido adiposo blanco

Para que el adipocito pueda ejercer su funcién es necesario que se lleve a cabo
el proceso de adipogénesis que depende del estado de energia del organismo y las
necesidades de almacenamiento. Los adipocitos son un tipo celular especifico derivado
de las células madre mesenquimatosas indiferenciadas que estan en la adventicia de
las vénulas pequefias [Vigouroux et al., 2011; Nakagami, 2013]. Los preadipocitos deben
interrumpir su crecimiento y llevar a cabo cambios cronologicos en la expresién de
numerosos genes para adquirir el fenotipo caracteristico (Figura 2) [Gregoire et al., 1998;
Niemeli et al., 2008]. Sin embargo, este proceso no es conocido en su totalidad, por lo
que se ha sugerido que en modelos in vitro se inicia con una inhibicion del crecimiento,
seguida de una expansion clonal y un incremento en el numero de mitocondrias (dando
lugar a adipocitos maduros pequefios sensibles a insulina y con capacidad de secretar
altos niveles de adiponectina), asi como cambios tempranos en la expresion de genes,
por ejemplo, de lipoproteinlipasa (LPL), que refleja el cese del crecimiento de los
adipocitos [Niemeli et al., 2008]. También se han descrito cambios en las familias de
factores de transcripcion (FT) como C/EBP (CCAAT/proteinas potenciadoras de union),
conformada por las isoformas a, B y O, en donde C/EBPB y & forman parte de la
respuesta temprana de la diferenciacion celular y anteceden a C/EBPa, el cual es un
coadyuvante de la familia de receptores activados de proliferacién de los peroxisomas
(PPAR) y especialmente con PPARy, considerado como un regulador decisivo del

proceso de diferenciacion y el metabolismo de lipidos [Tontonoz et al.,1994; Barak et al.,
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1999; Frigolet et al., 2008; Niemela et al., 2008]. También se conoce que la expresién de
proteinas de union a elementos de respuesta a esteroles (SREBP1), aumenta en la
respuesta temprana para producir ligandos exégenos para C/EBP y PPARy, y ademas
puede inducir la transcripcion de PPARy. En eventos tardios, se lleva a cabo
lipogénesis de novo, incrementa el numero de receptores a insulina y GLUT-4, y por
ultimo, la diferenciacion terminal en donde el adipocito es capaz de secretar adipocinas.
Esta célula cuenta con un numero limitado de mitocondrias y un aumento en su tamainio,
perdiendo su actividad progresivamente donde los adipocitos maduros presentan
resistencia a insulina [Gregoire et al., 1998; Moreno y Martinez, 2002; Niemeli et al., 2008;
Valenzuela y Sanhueza, 2009; Vigouroux et al., 2011]. Las especies reactivas de oxigeno en la
mitocondria (ROS), generadas por la cadena respiratoria, pueden tener efectos duales
sobre la diferenciacion de los adipocitos. A bajos niveles fisiologicos, las moléculas de
ROS actuan como mensajeros secundarios para activar la adipogénesis y la
lipogénesis, lo que resulta en aumento del numero y tamafio de los adipocitos. A niveles
mas altos, las ROS, podrian inhibir la maduracién de los adipocitos [Vigouroux et al.,

2011].
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. Preadipocitos
(adipoblastos)

1 Tiazolidinedionas H Insulina

Glucocorticoides
o Hcm— S

- 3
\
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Fig. 2. Vias de sefalizacién para la adipogénesis. La formacion de adipocitos maduros que contienen
una vesicula lipidica a partir de preadipocitos, se lleva a cabo por un proceso de diferenciacién regulado
por el factor de transcripcion PPAR. Este factor es activado por las familias de factores de transcripcién C
/ EBP y SREBP-1. Varios factores externos tales como la insulina, gucocorticoides, mitégenos séricos o
ligandos de PPAR como las tiazolidinedionas pueden iniciar el proceso de diferenciacién. Tomado y

modificado de Frigolet et al.,2008.

PPAR y

Los PPARs (a, dB y y) pertenecen a la familia de receptores nucleares de
hormonas de tipo Il que regulan la transcripcion a través de la formacion de
heterodimeros de receptores a retinoides (PPAR-RXR) a un elemento de respuesta
hexamérica de repeticion de DNA (AGGTCA). En roedores, PPARa regula la expresion

de enzimas que catalizan la oxidacion de acidos grasos en tejidos hepatico, cardiaco e
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intestinal mediante ligandos endogenos o sintéticos; en humanos este FT esta
principalmente expresado en rindn y musculo. PPARS es menos abundante y es
expresado de forma ubicua en roedores y humanos. PPARYy, por otro lado, induce la
transcripcion de la mayoria de los genes implicitos en la diferenciacion de los
adipocitos, asi como en varios aspectos de la homeostasis del metabolismo de lipidos,
como es la movilizacién y almacenamiento de acidos grasos y la diferenciacion de
macrofagos a células espumosas [Tontonoz et al., 1998; Gregoire et al., 1998; Barak et al.,
1999]. PPARYy tiene dos isoformas generadas por corte y empalme alternativo: PPARy1
con distribucion ubicua y PPARy2, expresado en TA. Se ha demostrado que PPARy2
aumenta su expresion durante la adipogénesis en pacientes jovenes, en comparacion
con pacientes de edad avanzada [Frigolet et al., 2008]. PPARYy controla el metabolismo de
los lipidos y el metabolismo de glucosa dependiente de insulina, ejerce efectos
antiinflamatorios y antioxidantes en células endoteliales vasculares, células de musculo
liso y macréfagos [Vigouroux et al., 2011]. Sin embargo, se sabe que una baja expresion
de PPARy conduce a la alteracion de la funcion mitocondrial y la acumulacion de
lipotoxicos, como ceramidas y DAG, en tejido no adiposo, ademas, ratones con

deleciones de este FT, presentan lipodistrofia [Medina-Gomez et al., 2007].

Metabolismo de lipidos

En condiciones normales los mamiferos contienen entre un 5 y un 25% de su
peso corporal en forma de lipidos y un 90% de estos se encuentran en forma de TG, los

cuales proceden de tres origenes: la alimentacion, la sintesis de novo; en especial en el
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higado, y las reservas que pueden ser almacenadas en TA de tipo dérmico,
subcutaneo, mediastinico, mesentérico, perigonadal, perirrenal y retroperitoneal.

La utilizacion de las grasas en los animales esta relacionada con el metabolismo
de las lipoproteinas. Los TG ingeridos son hidrolizados en la luz del intestino delgado
por las sales biliares y la accion de lipasa pancreatica. Estos productos de la hidrolisis
absorbidos por la mucosa intestinal comprenden una mezcla de glicerol, acidos grasos
libres (AGL), monoacilglicerol (MAG) y diacilglicerol (DAG), que posteriormente son
utilizados para la sintesis de TG en el reticulo endoplasmico y el complejo de Golgi de
las células de la mucosa.

Los TG exdgenos (provenientes de la dieta) se combinan con apoproteinas, para
formar quilomicrones, los cuales tienen como funcion el transporte a través de la sangre
y la linfa. Los TG sintetizados en el higado (proceso conocido como lipogénesis) se
combinan con otras apoproteinas para formar las lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) para su transporte hacia tejidos periféricos, representando estas dos
lipoproteinas (quilomicrones y VLDL) la principal fuente de TG [Moreno y Martinez, 2002].
Por otro lado, como consecuencia de la hidrolisis de los TG en los capilares, los
quilomicrones y las VLDL se degradan para generar restos de quilomicrones y
lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), que daran lugar a las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) al utilizar a apoproteina B-100, con funcion de transporte del colesterol
esterificado a los tejidos y por ultimo, las lipoproteinas de alta densidad (HDL) que
transportan el colesterol no esterificado de los tejidos periféricos al higado para su

metabolismo o excrecidn (Figura 3) [Mathews et al, 2002].
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Fig. 3. Rutas de transporte y destino de las lipoproteinas. Los TG ingeridos se hidrolizan en la luz del
intestino delgado por la lipasa pancreatica y otras enzimas. Los productos de la hidroélisis absorbidos por
la mucosa intestinal dan lugar a la formacién de TG que se unen a apoproteinas para formar
quilomicrones. Los TG sintetizados en el higado son transportados por VLDL. Los TG en ambas
proteinas se hidrolizan por la acciéon de LPL a glicerol y acidos grasos en las superficies internas de los
capilares en los tejidos periféricos dando lugar a las IDL y restos de quilomicrones respectivamente. Las
LDL transportan el colesterol esterificado hacia tejidos periféricos, mientras que las HDL transportan
colesterol no esterificado de los tejidos periféricos hacia el higado. Tomado y modificado de Mathews et

al., 2002.
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Lipogénesis y lipdlisis en el adipocito

La regulacién de la lipogénesis y la lipdlisis es esencial tanto para mantener la
homeostasis energética, como para prevenir enfermedades metabdlicas. Ambos
procesos se encuentran regulados por la interaccion de diferentes factores [Jaworski et
al., 2007; Santos et al., 2012].

La lipogénesis en el TA es la sintesis de TG a partir de acidos grasos
esterificados, a partir de carbohidratos o de otras fuentes provenientes de la dieta. Los
TG provenientes de los quilomicrones y VLDL sufren de nueva cuenta una hidrélisis
mediada por LPL activada por apoproteina C-Il en la superficie de los capilares dando
como productos AGL y glicerol, los cuales pueden ser captados por las células
adiposas o ser transportados unidos a la albumina sérica. La proteina estimuladora de
acilacion (ASP) es la encargada de la estimulacion de la sintesis de TG en TA,
promoviendo el depdsito de los mismos en este tipo celular. Una vez en el interior de la
célula, los acidos grasos son reesterificados para formar TG. La proteina transportadora
de acidos grasos aP2 se encarga de movilizar los AGL en la fase acuosa del citosol
dirigiéndolos a los organelos para su esterificacion.

La lipogénesis a partir de sustratos no lipidicos, principalmente glucosa, inicia
cuando el metabolito ingresa al adipocito mediante el transportador de glucosa GLUT-4,
el cual esta regulado por insulina, sufriendo oxidacién via glicolitica a acetil-CoA, para
ser transformada a malonil-CoA por la acetil-CoA carboxilasa (ACC), para que la

enzima acido graso sintetasa (FAS) la convierta en acil-CoA, para ser esterificada en
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reticulo endoplasmico a TG. Finalmente, los TG son translocados al interior de la gota
lipidica [Large et al., 2004].

Sin embargo, también se puede llevar a cabo el proceso de lipdlisis en el
adipocito, proporcionando AGL y glicerol a otros tejidos tales como el higado, musculo
esquelético, rindn y miocardio. La hidrolisis de los TG inicia con la accién de la enzima
adiposo-triglicérido lipasa (ATGL) que es un efector en el control de la lipdlisis [Xu et al.,
2013], dando como productos DAG a los cuales la enzima lipasa sensible a hormonas
(HSL) los hidroliza a MAG, los que finalmente son hidrolizados a AGL y glicerol por la
monoacilglicerol lipasa (MGL). La lipdlisis mediada por HSL es activada por fosforilacion
de la proteina cinasa A (PKA) dependiente de AMP ciclico (CAMP), que ademas puede
ser estimulada por glucagon y catecolaminas, que al unirse a su receptor activan a
proteinas G estimuladoras y, por tanto a la adenilato ciclasa para la formacion de
cAMP, mientras que su degradacidon es regulada por fosfodiesterasas o proteinas G
inhibidoras [Moreno et al., 2002; Langin, 2006]. Los activacion de los receptores [3-
adrenérgicos también inducen la lipdlisis, por ejemplo, las células de grasa visceral son
mas sensibles a la activacion de los receptores (3-adrenérgicos en comparacion con los
adipocitos subcutaneos [Frigolet et al., 2008]. Otras vias de sefalizacion que pueden
estimular lipdlisis en el adipocito son la cinasa de proteina activadas por mitdgenos
(MAPK), la via de las cinasas de Janus y los activadores de la transcripcion y
transductores de senales (JAK-STAT), y las cinasas reguladas por senales

extracelulares (Figura 4) [Xu et al., 2013].
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CoA, en el adipocito convirtiéndose posteriormente en acil-CoA, que es esterificada en RE para formar
TG, los cuales son almacenados en la gota o droplet lipidico. Los acidos grasos obtenidos a partir de la
hidrélisis de lipoproteinas también son esterificados para formar TG. En condiciones de ayuno, la
hidrdlisis de los TG inicia con las enzima ATGL, y HSL quien se transloca a la gota de lipidos induciendo
la hidrdlisis de los DAG a MAG, donde este ultimo producto es hidrolizado por la accion de MGL a AGL y

glicerol. Tomado y modificado de Frigolet et al., 2008.
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Tejido adiposo y sindrome metabdlico

Un incremento en la masa grasa abdominal, ya sea visceral o subcutanea,
parece tener un papel importante para la patogénesis no solamente de la resistencia a
la insulina sino también de la dislipidemia, intolerancia a la glucosa, hipertension,
estado de hipercoagulabilidad y el riesgo cardiovascular asociandose a un estado de
inflamacién crénica [Eckel et al., 2005; Kanda et al., 2006; Després y Lemieux, 2006; Frigolet et
al., 2008; Vigouroux et al., 2011].

La fisiopatologia del sindrome metabdlico es compleja y estan involucradas
diferentes adipocinas en la homeostasis metabdlica. Se ha demostrado que las
citocinas proinflamatorias, actuan en higado, provocando cambios en la produccion y la
liberacion de las lipoproteinas, los factores de coagulacion y las moléculas
inflamatorias. En particular, inducen el aumento de las lipoproteinas VLDL,
apolipoproteina B (apoB) y TG, induciendo efectos aterogénicos [Kershaw y Flier, 2004;
Coppak, 2005; Curat et al., 2006; Balistreri et al., 2010; Makki et al., 2013]. Por ejemplo IL-6, una
citocina proinflamatoria secretada por TA visceral pero no por el subcutaneo, parece
inducir resistencia a insulina por una alteracion de la sefalizacion hepatica a través de
la expresion de los supresores de la sefializacién de citocinas (SOCS-3), que tienen la
capacidad de inhibir a los sustratos del receptor de insulina (IRS-1), e inducir la
degradacion proteosomal de las proteinas IRS y el factor de transcripcion PKB/AKkt,
ademas de inducir la secrecidon hepatica de TG y la gluconeogénesis [Cases y Barzilai,

2000; Balistreri et al., 2010]. El TNF-a es otra adipocina proinflamatoria que se encuentra
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en niveles altos durante el sindrome metabdlico, induce la lipdlisis, activa las isoformas
inflamatorias de MAPK cinasas y disminuye la actividad de IRS-1 al inducir su
fosforilacion en residuos serina, la expresion del transportador de glucosa (GLUT4) y

los niveles de adiponectina en el TAB al igual que IL-6.

También esta descrito que en el sindrome metabdlico se presentan cambios en
los niveles de leptina, donde su accién puede inhibirse por SOCS-3 y favorecer la
inhibicion de la entrada de acidos grasos a la mitocondria y consecuentemente una
ausencia de la oxidacion de AGL, produciendo el incremento y almacenamiento de TG
en tejidos no especializados para su resguardo. En procesos inflamatorios, leptina
favorece la actividad fagocitica de los macrofagos y la produccion de citocinas
proinflamatorias. Otra adipocina, visfatina, incrementa en TA visceral durante el
sindrome metabdlico, donde estimula el metabolismo lipidico y la respuesta inflamatoria

mediante el aumento de los niveles de |IL-6 e IL-8 [Eckel et al., 2005; Sanchez et al., 2005;

Curat et al., 2006; Cave et al., 2008; Santos et al., 2012; Bluhér, 2012; Makki et al.,2013].

En contraste, adiponectina, una adipocina antiinflamatoria es considerada como
un marcador de resistencia a insulina, puesto que en obesidad causada por resistencia
a insulina y dislipidemias, asi como en el sindrome metabdlico sus niveles se
encuentran disminuidos. Un aumento en la concentracion de esta adipocina pueden
reducir la produccion de glucosa en tejido hepatico e incrementar la oxidacion de AGL,
mientras que en musculo aumenta la oxidacién de AGL es decir, adopta un papel
antidiabético; también, puede incrementar la produccién de o6xido nitrico en células

endoteliales, actuando como un antiinflamatorio. Por ultimo, apelina, puede tener un
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pape benéfico en el sindrome metabdlico restableciendo la tolerancia a la glucosa,
sugiriendo su uso para el tratamiento de resistencia a insulina [Eckel et al., 2005; Sanchez

et al., 2005; Curat et al., 2006; Cave et al., 2008; Santos et al., 2012; Bluhér, 2012; Makki et al.,2013].

Cadmio

El cadmio (Cd) es un metal contaminante ubicuo del ambiente que es
ampliamente utilizado en la industria, se considera como un carcinogénico de tipo 1 de
acuerdo a la Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer [Alvarez et al., 2007,
Prozialeck y Edwars, 2010; Kawakami et al., 2010; ATSDR 2012]. El Cd tiene un tiempo de vida
media en el organismo de 15 a 20 afos [Jin et al., 2004; Klaassen et al., 2009]. Para la
poblacién general los alimentos constituyen la fuente mayoritaria de exposicidén al metal
y el consumo de cigarro y la exposicion laboral incrementan su acumulacion en el
organismo. Se ha descrito que la administracion crénica y aguda de Cd genera dafio en
organos como higado, riidn, pulmdn, testiculos, ovarios y sistema nervioso central
[Bagchi et al., 1997; Alvarez et al., 2007; Larregle et al., 2008; Wang et al., 2012]. A demas la
administracién de Cd en animales produce cambios en el metabolismo de carbohidratos
y particularmente en los niveles plasmaticos de diferentes lipidos. Diferentes autores
han descrito aumentos plasmaticos en los niveles de TG, colesterol, VLDL, LDL y

disminucion en los niveles de fosfolipidos y HDL [Han et al., 2003; Alvarez et al., 2007;
Larregle et al., 2008; Klassen et al., 2009; Rogalska et al., 2009; Kawakami et al., 2010; Lucia et al.,

2010; Olisekodiaka et al., 2011; Wang et al, 2012]. En humanos y animales de

experimentacion produce intolerancia a la glucosa, resistencia a insulina, procesos
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diabetogénos, dependiendo de la dosis de exposicion, tiempo y via de administracion
[Merali y Singhal, 1980; Prozialeck y Edwards, 2010; Lucia et al., 2010]. Ademas, produce una
disminucion en la secrecion de leptina, adiponectina, resistina, Peg1/Mest y PPARy2 en
TA, asi como de los receptores GLUT-4 y de insulina, pero aumenta la actividad de
fosfodiesterasa y el transporte de glucosa mediado por GLUT-1 en adipocitos de rata
[Ezaki et al., 1989; Fickova et al., 2003; Han et al., 2003, Kawakami et al., 2010]. Al parecer el
mecanismo de dafo incluye la presencia de estrés oxidativo que es mediado por la
produccion incrementada de especies reactivas de oxigeno (ROS), inflamacion,
alteraciones en la sintesis de lipidos y lipoperoxidacion causada por la acumulacién de
peréxido de hidrogeno, asi como irregularidades en la superficie de las membranas,
cambios que conducen a alteraciones en la permeabilidad de las células en diferentes

Organos [Harrison et al., 1991; Bagchi et al., 1997; Alvarez et al., 2007; Larregle et al., 2008,

Rogalska et al., 2009].

La importancia del efecto téxico del Cd sobre los lipidos radica en el hecho que
éstos son componentes de las membranas celulares que actuan como una barrera
entre la célula y su entorno, y también participan en la sefalizacion celular. Estudios
previos han descrito que la administracion de Cd a ratas produce una disminucion en
cerebro de colesterol libre, fosfatidiletanolamina y otros lipidos implicados en la
mielinizacion [Kumar, et al., 1996]. Aunado a los cambios en el metabolismo lipidico, se ha
mostrado que la exposicion aguda de Cd en ratones produce la acumulacién del metal
en el TA y disminuye la expresion de PPARy y C/EBP, datos que sugieren una

alteracion en la diferenciacién de adipocitos, que se ve reflejada en un aumento en el
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numero (hiperplasia) y una disminucion del tamafo de los adipocitos (hipotrofia)

[Kawakami et al., 2010].

Los iones Cd se caracterizan por una alta afinidad por los grupos sulfhidrilo de
las estructuras bioldgicas, un alto porcentaje de este metal se encuentra en el
organismo (humano o animal) unido a un pequefa proteina rica en aminoacidos
cisteina denominada metalotioneina (MT). Las MTs desempefan un papel de
proteccion cuando se produce un incremento celular de metales divalentes y ROS.
Trabajos previos han descrito que el TA es capaz de expresar MT por estimulos

adrenérgicos [Trayhurn et al., 2001; Klaassen et al., 2009; Thirumoorthy 2011].

Metalotioneinas

Las MTs son proteinas de bajo peso molecular, menor a 7 kDa, termoestables
con capacidad de unir metales. Estas proteinas fueron descubiertas en el afio 1957 por
Margoshes y Vallee, en rifion de caballo. Tienen como caracteristica en su secuencia
aminoacidica, la distribucion de residuos cisteinil altamente conservados, presentando
enlaces Cys-X-Cys, Cys-Cys y Cys-X-Y-Cys, donde X y Y representan aminoacidos
diferentes de cisteina [Brambila y Lozano, 1999; Thirumoorthy et al., 2011; Haynes et al., 2013].

Estructuralmente la proteina se encuentra formada por dos dominios globulares
similares denominados a y [3, unidos por un /oop o asa flexible [Vasak y Hasler, 2005]. El

dominio a esta localizado en el extremo carboxilo terminal que comprende a los
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aminoacidos (a.a.) del 31 al 61, contiene 11 Cys capaces de unir 4 atomos de Zn
coordinados en forma tetraédrica que se distorsiona en forma de mariposa insertada en
dos anillos de 6 atomos sobrepuestos entre si. EI dominio B esta localizado en el
extremo amino terminal, comprende a los a.a. del 1 al 31, contiene 9 Cys capaces de
ligar 3 atomos de Zn formando un triangulo equilatero con un anillo de 6 atomos que se

adapta a la configuracion de silla (Figura 5) [Winge y Moklossy, 1982; Nielson et al., 1985].

DOMINIO- a

Tredd o,

Cyas0 €

cysle Cys21
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Cys 20 Cyed

Jys1A

Figura 5 Estructura de los dominios de MT de mamifero. Representacion
esquematica y tridimensional de Zn;-MT. En rojo se observan los atomos de Zn y dos dominios
globulares unidos por un puente de aminoacidos. Modificado de Hamer 1986, y tomado y
modificado de la pagina creada por el departamento de bioquimica de la universidad de Zurich.

http:/www.zurich.ch/~mtpage/MT.html.

En los mamiferos las MTs contienen principalmente Zn, pero son capaces de

ligar un total de 7 atomos de Zn o Cd, 12 Cu, y de 10-12 de Au y Ag por mol de proteina
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en los dominios a y B. Los tejidos que exhiben la mayor concentracion de MTs son:
higado, rifidon, pancreas e intestino. A nivel celular las MTs se localizan principalmente
en el citoplasma, sin embargo, diferentes estudios han mostrado su presencia en el
interior de lisosomas y en el nucleo. Su concentracion es variable y depende de la
influencia de varios factores como tipo de organismo, edad, estado de desarrollo,
régimen dietético, historia de exposicion a metales y presencia de otros factores por

identificar [Brambila y Lozano, 1999; Sabolic et al., 2010].

Una de las clasificaciones dadas para las MTs se basa en la existencia de cuatro
isoformas (numeradas del 1 al 4). La MT-1 y la MT-2 se expresan en casi todos los
tejidos del organismo siendo particularmente importante su presencia en drganos
parenquimatosos como higado, rifidn, intestino, testiculos, pulmdn, corazén, cerebro y
TA. La MT-3 esta localizada en sistema nervioso central, encontrandose en cerebro y
posee una actividad inhibidora del crecimiento celular en cerebro. La MT-4 es localizada
en tejidos corneos, estratificados y escamosos de la piel, asi como en lengua, la parte
superior del tracto digestivo y tracto vaginal [Brambila y Lozano, 1999; Garcia-Rico el al.,
1999; Haynes et al., 2013].

Las MTs son altamente inducidas por metales esenciales (Zn, Cu) y no
esenciales (Cd, Pb), glucocorticoides, factores de crecimiento, segundos mensajeros,
agentes citotoxicos e inflamatorios, vitaminas y por la via generadora de radicales libres
(ROS y especies reactivas de nitrogeno (RNS)) [Sabolic et al., 2010; Haynes et al., 2013].

Actualmente, no se han definido con certeza todas las funciones bioquimicas de

las MT, sin embargo, se ha propuesto que juegan un papel importante en el secuestro
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de metales pesados (Au, Pb, Cd, Hg, Pb), almacén de biometales como Zn y Cu,
antioxidante, captura y eliminacion de radicales libres, modulan el sistema inmune,
proteccion contra el dafio a DNA, angiogénesis y previenen el desarrollo de obesidad
en dietas hipercaldricas [Garcia-Rico el al., 1999; Klaassen et al., 2009; Sato et al., 2010,

Thirumoorthy et al., 2011, Kawakami et al., 2013].
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Planteamiento del problema

En diferentes modelos de intoxicacion agudas y/o cronicas con Cd, tanto in vivo
como in vitro, se ha demostrado que el metal y las MT se acumulan en tejido adiposo.
Sin embargo, se conoce poco acerca del efecto de una intoxicacion cronica de Cd
sobre el perfil lipidico y como afecta al tejido adiposo en su diferenciacion, expansion y
secrecion de adipocinas. Recientemente, el Cd se ha relacionado con el desarrollo de
obesidad, resistencia a la insulina, diabetes mellitus tipo 2, hipertensién vy
ateroesclerosis, procesos intimamente relacionados con el tejido adiposo, por lo que
alteraciones en el crecimiento, desarrollo y funcion de este tejido pueden estar

relacionadas con dichas patologias.

Con base en lo anterior se plante¢ la siguiente pregunta:
¢Cual es el efecto de la administracion crénica de cadmio sobre el
metabolismo lipidico, morfologia y diferenciacion del tejido adiposo en ratas de la

cepa Wistar?

34



Justificacion

El Cd es un contaminante ubicuo del medio ambiente, teniendo como principales
fuentes de exposicién los alimentos, exposicién al metal por actividades ocupacionales,
y/o el humo del cigarro, siendo el tiempo de vida media en el organismo de 15 a 20
afnos, por lo que puede interaccionar con una gran cantidad de biomoléculas, causando
una amplia variedad de efectos adversos, tales como nefrotoxicidad, hepatotoxicidad e
inmunotoxicidad, cambios en el metabolismo de la glucosa y los lipidos en humanos y

animales de experimentacion.

Existen pocos reportes de los efectos que tiene el Cd sobre el tejido adiposo, sin
embargo, se conoce que en administraciones agudas, el metal se acumula en el tejido
adiposo disminuyendo la expresion de PPARy y C/EBP, factores de transcripcion
implicitos en la adipogénesis, sugiriendo la existencia de una alteraciéon en la
diferenciacion de los adipocitos, generando un aumento en el numero y una
disminucién del tamafo de los adipocitos. Dichas alteraciones pueden tener efecto
sobre la funcidn, estructura del tejido adiposo, que a su vez podrian conducir a cambios
en el metabolismo lipidico sistémico.

Los resultados obtenidos en este trabajo proporcionaran informacion adicional
acerca de los cambios en el metabolismo lipidico sistémico, la morfologia vy
diferenciacion del tejido adiposo que pueden ser producidos por una intoxicacion

cronica con Cd.
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Hipotesis

Hipétesis nula

La administracion crénica de cadmio no afecta la funcion y morfologia de los

adipocitos ni el perfil lipidico sistémicos de ratas de la cepa Wistar.

Hipétesis alternativa

La administracién cronica de cadmio si afecta la funcion y morfologia de los

adipocitos, asi como el perfil lipidico sistémico de ratas de la cepa Wistar.
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Objetivos

Objetivo general
Evaluar el efecto de la administracion cronica de cadmio sobre el metabolismo
lipidico sistémico, la morfologia y la diferenciacion de los adipocitos de ratas de la cepa

Wistar.

Objetivos especificos

. Evaluar los niveles de cadmio en tejido adiposo después de la
administracion cronica del metal a diferentes tiempos.

. Evaluar los niveles de metalotioneina total en tejido adiposo después de la
administracidn cronica de cadmio a diferentes tiempos.

. Determinar si la administracién cronica de cadmio tiene efecto sobre la
morfologia del tejido adiposo.

. Determinar el efecto de la administracion cronica de cadmio sobre el
metabolismo lipidico sistémico mediante la determinacién de los niveles de VLDL, LDL,

HDL, colesterol, triglicéridos y acidos grasos libres en suero.
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Metodologia

Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de un mes de edad obtenidas del
Bioterio Claude Bernard, BUAP, las cuales fueron alojadas en cajas de policarbonato y
lechos de serrin, bajo un ciclo de luz-oscuridad (12-12 h), con encendido de la luz a las
7:00 h, a una temperatura de 21+2 °C y alimento ad libitum. Los animales fueron
sacrificados a diferentes meses después del tratamiento con CdCl; en el agua de
consumo, como se indica en el diagrama de trabajo; por cada grupo administrado con
Cd se tuvo un grupo al cual no se le administré el metal, denominado grupo control.
Todos los procedimientos siguieron las normas de acuerdo a la “Guia para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio” de México y aprobados por el Comité institucional
para el Cuidado y Uso de Animales. Todos los esfuerzos fueron realizados para
minimizar el sufrimiento de los animales.

Una vez que se cumplio el tiempo establecido para la intoxicacion cronica con Cd
(2, 3 y 4 meses), los animales fueron anestesiados con xilacina/ ketamina, en dosis 0.2
mL/100 g, para poder realizar puncion cardiaca y obtener suero y las muestras de tejido

adiposo subcutaneo (TAS), perirrenal (TAR) y epididimal (TAE).
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Cuantificacion de cadmio en tejido adiposo

Para realizar la cuantificacion de Cd se pesaron 500 mg de los tejidos adiposos
en estudio (TAS, TAR y TAE) y se colocaron en tubos de vidrio 7.5/0.9 cm
desionizados; posteriormente se adicionaron 700 yL de una mezcla 1:1 de acido nitrico
15.6 M y acido perclérico al 50 %. Con ayuda de un palillo de madera se mezclé el
tejido con los acidos, incubando la reaccidén a temperatura ambiente por tres semanas.
Por ultimo, 500 pL de la solucion resultante fue diluida con agua desionizada hasta un
volumen final de 2 mL para su determinacion mediante espectrometria de absorcion
atomica (Perkin Elmer Analyst 100). La concentracion de Cd fue determinada
interpolando la absorcion de las muestras en una curva estandar de Cd (0.5, 1.0y 1.5

ppm de Cd), la cual fue desarrollada paralelamente al ensayo.

Cuantificacion de metalotioneina total en tejido adiposo

La cuantificacion de MT total se realizé por el método de saturacion con '°°Cd
descrito por Eaton y Toal (1982). Se preparé un homogenizado con 0.5 g de TA en tres
volumenes de Tris-HCI 30 mM, pH 8.0 (Anexo Il), después se centrifugo a 12,500 rpm
(Eppendorf MiniSpin). En un microtubo de 1.5 mL se colocaron 100 pL del
sobrenadante del tejido y 100 uL de una solucién de '°°Cd (2 ug de Cd/mL; 3100 pCi de
%9Cd/mL) y se incubd por 10 min. Posteriormente, se adicionaron 100 pL de una

solucion de hemoglobina al 2%. Las muestras fueron incubadas a 100 °C por 1 min y
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posteriormente se enfriaron en hielo para ser centrifugadas a 10,000 g (HANIL Micro-
12) por un minuto a temperatura ambiente, repitiéendose este procedimiento 2 veces. Al
final del analisis el sobrenadante resultante que contiene exclusivamente '°*Cd unido a
MT, se midié con un lector de centelleo gamma (Perkin ElImer 1470 Automatic Gamma

Counter).

Examen histolégico

El analisis morfométrico se realizé6 mediante la tincion de hematoxilina y eosina
tanto en tejidos de animales control como animales con 2, 3 y 4 meses de
administracion de Cd. Las ratas se anestesiaron con xilacina/ketamina y se
perfundieron de manera intraventricular con 250 mL de solucion salina, se extrajo el TA

en estudio (TAS, TAR y TAE) y se mantuvieron en formalina al 10 %.

Analisis morfométrico del tejido adiposo

Inclusién en parafina

Las diferentes muestras de TA fueron procesados en el equipo de inclusién en
parafina histoquinette (Leica Microsystems, Walldorf, Germany). Los pasos para el
procesamiento de tejido fueron: fijacién (formaldehido al 4%), deshidratacion con
alcoholes (80%, 96% y 100%), aclaramiento (xilol absoluto) y parafina a 56° C. Los

tejidos fueron colocados en bloques utilizando casetes de plastico.
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Cortes histolégicos

Los cortes histologicos se realizaron en un microtomo rotatorio tipo Minot (Leica
RM 2135, Nussloch, Germany), obteniendo cortes de 4 micras de grosor; las
preparaciones histologicas se depositaron en portaobjetos con poli-L-lisina y finalmente

fueron fijadas con calor en una plancha con termostato a 56-58 °C.

Tincién hematoxilina y eosina (HE)

Antes de realizar la tincion HE se hizo el desparafinado de los cortes histologicos
en horno a 60 °C durante 30 min. Las laminillas fueron sumergidas en xilol durante 5
min en dos ocasiones, después en una mezcla 50-50% de alcohol absoluto-xilol,
realizando 10 lavados. Posteriormente, las laminillas se lavaron 10 veces en alcohol
absoluto, en dos ocasiones, seguido de 10 lavados en alcohol al 96% dos veces. Las
laminillas se sumergieron en agua de grifo por 5 minutos, después se dejaron en
hematoxilina de Harris por 10 min y se lavaron durante 5
minutos con agua de grifo, seguido de un bafio en alcohol acido (Anexo IlI).
Posteriormente se sumergieron en carbonato de litio (Anexo Ill) en donde se dejo hasta
virar y se lavaron con agua de grifo. Después, se realizaron 20 bafios en eosina
amarillenta, se enjuagaron en agua destilada; seguido de 10 lavados en alcohol al 96%

en dos ocasiones, 10 lavados en alcohol absoluto en dos ocasiones y 10 lavados en
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una mezcla 50-50% de alcohol absoluto-xilol, terminando en xilol por 5 minutos en dos
ocasiones.

Por ultimo, se colocd una gota de resina Entellan® como medio de montaje,
sobre el portaobjetos y se dej6é caer en angulo agudo un cubreobjetos. Las imagenes
digitales de los tejidos adiposos en estudio fueron captadas por una camara digital
Celestron acoplada a un microscopio electrénico Carl Zeizz 1,25x. El analisis del
tamano de las células se realizé midiendo el area de 10 células adiposas con ayuda del
programa Motic Images PLUS 2.0, analizando tres diferentes tramos del corte por
laminilla, de tres muestras y por grupo. Por otro lado, se realizé el conteo de células en
las secciones de TA analizando un area de 0.359 mm? determinada en el programa
Motic Images PLUS 2. El analisis se realiz6 en tres diferentes tramos del corte por

laminilla por muestra y por grupo con ayuda del programa Image J [Frigolet et al., 2011].

Cuantificacion de triglicéridos en tejido

Se realiz6 una extraccion de lipidos totales de los tejidos mediante el método de
Folch (1956), donde se homogeniz6 0.5 g de tejido (adiposo o hepatico) con una
solucion 2:1 de cloroformo-metanol a una dilucion final de 20 veces la muestra de tejido,
dicho homogenado fue filtrado con papel libre de grasa. Posteriormente, el extracto
crudo fue mezclado con 0.2 su volumen con una solucion de cloroformo-metanol-CaCl;
(Anexo V) y se centrifugo (Thermo SCIENTIFIC IEC CL40R) por 20 min a 2,400 rpm a
4 °C, como paso final, se retir6 cuidadosamente la fase superior, entendiendo que la

fase inferior contiene los lipidos totales provenientes del tejido.
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La cuantificacion de TG se llevd a cabo utilizando el kit de determinacion

cuantitativa de triglicéridos IVD (SPINREACT, Anexo V).

Evaluacién del perfil lipidico sistémico

Para realizar la evaluacién del perfil lipidico sistémico se tuvo como muestra
suero obtenido de los animales control y problema. La determinacion de TG, colesterol,
colesterol-VLDL, colesterol-LDL, colesterol-HDL vy fosfolipidos se realizaron por

métodos enzimaticos (Kits SPINREACT, Anexo V-IX).

Determinacién cuantitativa de acidos grasos libres

La determinacion de AGL se realizé siguiendo el método modificado de Soloni y
Sardina (1973) [Brunk y Swanson, 1981]. En un tubo de vidrio se coloco 1 mL de
cloroformo, 150 pL de solucion de cobre (Anexo Xll) y 50 yL de suero de animales
control o problema; se mezclé la reaccion por 10 min con ayuda de un voértex
(Thermolyne 37600 Mixer), después se centrifugaron (IEC CL40R, Thermo Scientific) a
4,000 rpm a 4 °C por 10 min. En otro tubo de vidrio se colocé 500 pyL de la fase
cloroférmica (fase inferior) y se adicion6 1 mL de reactivo de cuprizona (Anexo XIlI)
mezclando suavemente, después se anadié 100 yL de solucion de amonio y se volvio a
mezclar, la reaccion se dejo incubar por 10 min a temperatura ambiente. Por ultimo, la
reaccion se leyé en un espectrofotometro (Lambda E2150, PerkinElmer) a 620 nm

contra un blanco de reaccion.
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Electroforesis en geles de poliacrilamida para lipoproteinas

La resolucion electroforética de las muestras séricas pretenidas con el colorante
rojo oleoso O (ORO) se efectud en un sistema discontinuo de pH en tres geles de
diferente concentracion de poliacrilamida (Frings et al., 1971). En tubos de 7 x 75 mm
se anadié gel al 3.85 % de una mezcla de acrilamida/bis-acrilamida preparado al
momento (Anexo X) y posteriormente se coloco cuidadosamente agua destilada en la
parte superior del tubo para evitar la formaciéon de un menisco cuando polimeriza el gel.
La polimerizacion se efectué en un periodo de tiempo de 30 minutos a temperatura
ambiente, después, se invirtieron los tubos y se dejaron secar sobre un papel
absorbente. Se afiadio el gel al 3.125 % de una mezcla de acrilamida/bis-acrilamida a
cada tubo volviendo a recubrir cuidadosamente con agua durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Completada la polimerizacion, se invirtieron los tubos y se
secaron sobre un papel absorbente. Se depositdé 100 ug de lipidos totales (cuantificados
mediante el método enzimatico de SPINREACT, Anexo Xl) de suero y gel superior
(Anexo X) en cada tubo, se mezclé cada tubo por inversion y se deposité una capa de
buffer de corrimiento electroforético. Los tubos fueron colocados en la camara
electroforética, a la cual se le anadieron alrededor de 200 y 300 mL de buffer de
corrimiento electroforético a los compartimientos superior e inferior de la camara. La
migracion electroforética se realiz6 durante 35 minutos a 5 mA por tubo. Los productos
de la electroforesis de lipoproteinas fueron analizados por densitometria con el

programa Image J.
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Analisis estadistico

Se utilizé el programa Excel 2007 para Windows (Microsoft Office Enterprise
2007). Todos los resultados se presentan como la media + EEM. Los datos para la
comparacion de los estudios se analizaron mediante analisis “t” de Student. Las

diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando el valor de p < 0.05.
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Resultados

Concentracién de Cd en tejido adiposo

El contenido de Cd almacenado en los tejidos adiposos en estudio (TAS, TAR y
TAE) a los dos, tres y cuatro meses de exposicion al metal se encontraron por debajo
de los limites de deteccion (0.1 ppm) del espectrofotometro de absorcion atdmica de

llama (Perkin Elmer Analyst 100).

Concentracion de MT en tejido adiposo

La administracidon cronica de CdCl; (65.5 mg de CdCI,/L en el agua de beber),
produjo un aumento en la concentracion de MT a los dos (72.3 %) y cuatro meses
(111.3 %) en el TAS (Figura 6A). El TAR siguié el mismo comportamiento que el TAS
encontrandose un aumento en los niveles de MT del 110.3% a los dos meses de
exposicidon al metal y de un 46.2 % a los 4 meses de exposicion (Figura 6B). Mientras
que en TAE unicamente se encontré6 un aumento del 73.9 % a los cuatro meses de
exposicidn a Cd (Figura 6C). Sin embargo, cabe destacar que los incrementos maximos
se encuentran a los dos meses de exposicion al metal en los tres tejidos en estudio y
que conforme pasa el tiempo de administracion de CdCl,, hasta llegar a los 4 meses la
concentracion de MTs tiende a disminuir en los tejidos adiposos viscerales (TAR y

TAE).
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Fig. 6. Efecto de la administracién crénica de Cd sobre la concentracion de MT total en los
diferentes tejidos de estudio. A) En TAS se observa un aumento de la concentracién de MT los 2 y 4
meses de exposicidon al metal. B) En TAR el aumento MT también se presenta a los 2 y 4 meses de
exposicion al metal. C) En TAE unicamente se presenta aumento en los niveles de MT a los 4 meses de
exposicion a Cd con respecto a los animales control. Los datos presentados corresponden a la media de

los valores medidos + el EEM. Los asteriscos indican diferencias estadisticas p<0.05.
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Examen histolégico

Para caracterizar los cambios en la morfologia de los tejidos adiposos
ocasionados por la administracion de Cd en los animales de experimentacion se realizé
un analisis morfométrico a partir de secciones de tejido tefAidas con
hematoxilina/eosina. En la figura 7, se observa que el TAS (Figura A) y el TAR (Figura
C) de los animales control a los dos meses de estudio presentan ceélulas adiposas con
estructura esférica y estructura poliédrica, mientras que los tejidos pertenecientes a los
animales con administracion con Cd presentan cambios en la morfologia, encontrando
células esféricas (Figura 7B y 7D). En el TAE, por otro lado, en las muestras de
animales control se encuentran células de tipo esférico, y en las muestras de animales
con administracion con Cd las células adiposas adquieren estructuras poliédricas

(Figuras 7TE y 7F).
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Control Problema

Fig. 7. Efecto de la administraciéon crénica de Cd durante 2 meses sobre Ila morfologia de los
tejidos adiposos en estudio. Imagenes microscopicas representativas de los tejidos en estudio tefidas
con hematoxilina y eosina, analizadas a 10X. A) tejido adiposo subcutaneo control, B) tejido adiposo
subcutaneo problema, C) tejido adiposo perirrenal control, D) tejido adiposo perirrenal problema, E) tejido

adiposo epididimal control, F) tejido adiposo epididimal problema.
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A los dos meses de administracion de Cd no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el numero de adipocitos en los tejidos en estudio
(Figura 8A), por otro lado, el tamafio de los adipocitos aumenta en TAS, en un 64.9 %
en el area de los adipocitos, mientras que en TAR el aumento es del 61.5 % en el area

de los adipocitos en comparacion con muestras del tejido control (Figura 8B).
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Fig. 8. Efecto de la administracién cronica de Cd durante 2 meses sobre el nimero y drea de los
adipocitos. A) nimero de adipocitos presentes en un area de 0.359 mm’ de los tejidos en estudio de
animales control y administrados crénicamente con Cd, B) Area de los adipocitos de los diferentes TA en
estudio, tanto de animales control como de animales con administracion cronica del metal. Los datos
presentados corresponden a la media de los valores medidos + el EEM. Los asteriscos indican

diferencias estadisticas p<0.05.
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En la figura 9, se presentan las fotografias de los tejidos adiposos subcutaneo y
epididimal de los animales control a los tres meses de estudio (Figuras 9A y 9E).
Nuestros resultados indican que sus adipocitos tienen formas esféricas y poliédricas;
mientras que en las muestras de TAR los adipocitos son alargados y poliédricos (Figura
9C). Por otra parte, en las muestras de animales administrados durante 3 meses con
Cd, los adipocitos del TAS son casi esféricos (Figura 9B). Por otra parte, los adipocitos
de TA viscerales (TAR y TAE) presentan estructuras de tipo poliédricas (Figuras 9D vy

9F).
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Control Problema

Fig. 9. Efecto de la administracion crénica de Cd durante 3 meses sobre la morfologia de los
tejidos adiposos en estudio. Imagenes microscopicas representativas de los tejidos en estudio tefidas
con hematoxilina y eosina, analizadas a 10X. A) tejido adiposo subcutaneo control, B) tejido adiposo
subcutaneo problema, C) tejido adiposo perirrenal control, D) tejido adiposo perirrenal problema, E) tejido

adiposo epididimal control, F) tejido adiposo epididimal problema.



A los tres meses de administracion cronica de Cd se encontré un aumento del
43.2 % en el numero de adipocitos en TAS, mientras que en los tejidos adiposos
viscerales no se encuentran cambios en el numero de células adiposas. En cuanto al
tamanio de los adipocitos nuestros resultados indican un aumento del 93 % en el
diametro de los adipocitos de TAR, mientras que en TAS y TAE no se presentan

cambios (Figura 10).
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Fig. 10. Efecto de la administracion crénica de Cd durante 3 meses sobre el numero y drea de los
adipocitos. A) nimero de adipocitos presentes en un area de 0.359 mm’ de los tejidos en estudio de
animales control y administrados crénicamente con Cd, B) Area de los adipocitos de los

diferentes TA en estudio, tanto de animales control como de animales con administracion cronica del
metal. Los datos presentados corresponden a la media de los valores medidos + el EEM. Los asteriscos

indican diferencias estadisticas p<0.05.
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En la figura 11 se presentan los resultados obtenidos de los tejidos adiposos en
estudio a los 4 meses. Los adipocitos del TAS de animales control presentan células
con estructura poliédrica (Figura 11A); por otro lado las muestras obtenidas de animales
administrados créonicamente con el metal cambian su morfologia, encontrando células
con estructura poliédrica (Figura 11B). Ademas, se observa un cambio morfolégico muy
marcado en el TAR y el TAE, los adipocitos adquieren formas irregulares tanto en
animales sin la administracion de Cd, como en animales administrados con el metal, lo
que sugiere que estos cambios pueden estar mas relacionados con la edad de los

animales (Figuras 11C, 11D, 11Ey 11F).
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Control Problema

Fig. 11. Efecto de la administracion cronica de Cd durante 4 meses sobre la morfologia de los
tejidos adiposos en estudio. Imagenes microscopicas representativas de los tejidos en estudio tefidas
con hematoxilina y eosina, analizadas a 10X. A) tejido adiposo subcutaneo control, B) tejido adiposo
subcutaneo problema, C) tejido adiposo perirrenal control, D) tejido adiposo perirrenal problema, E) tejido

adiposo epididimal control, F) tejido adiposo epididimal problema.



Por otra parte, se encontr6 un aumento en el numero de adipocitos en los tres
tejidos en estudio, en TAS se presenta un aumento del 20.3 % en el numero de
adipocitos de animales expuestos, en TAR un 11.7 % y en TAE el aumento del numero
de adipocitos fue de 16.9 % (Figura 12A). En cuanto al tamano de los adipocitos
nuestros resultados indican un aumento del 25.5 % en el area de los adipocitos de TAR
y un 25.8 % en TAE de animales expuestos en comparacion con animales que no

fueron expuestos al metal (Figura 12B).
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Fig. 12. Efecto de la administracion crénica de Cd durante 4 meses sobre el numero y drea de los
adipocitos. A) nimero de adipocitos presentes en un area de 0.359 mm’ de los tejidos en estudio de
animales control y administrados crénicamente con Cd, B) Area de los adipocitos de los diferentes TA en
estudio, tanto de animales control como de animales con administracion cronica del metal. Los datos
presentados corresponden a la media de los valores medidos + el EEM. Los asteriscos indican

diferencias estadisticas p<0.05.
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Concentracion de triglicéridos en el tejido adiposo

En la figura 13, se observa que a lo largo de los meses de administracion cronica
de Cd los niveles de TG incrementan en los tres tejidos en estudio. En TAS se
encuentran aumentos en un 13.5 %, 46.1 % y 32.9 % a los dos, tres y cuatro meses de
administracion de Cd, respectivamente. En TAR aumentos en un 46.9 %, 22.9 % y 15.9
% a los diferentes tiempos de estudio. Por ultimo, se observa un incremento de 9.6 %,
22.9 % y 30.6 % a los dos, tres y cuatro meses de administracion del metal en TAE. Las
diferencias mas evidentes se encuentran a los tres y cuatro meses de exposicion al
metal en TAS y TAR, mientras que en TAE solo se presenta a los cuatro meses de

administracion a Cd, en comparacion con los tejidos de animales control.
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Fig. 13. Efecto de la administraciéon crénica de Cd sobre las concentraciones de TG en TAS, TAR y
TAE. Se realiz6 la extraccion de lipidos de los diferentes tejidos adiposos mediante el método de Folch
1968 y posteriormente se realiz6 la determinacion de TG. En los tres tejidos en estudio A)TAS, B) TAR
C)TAE se observa un aumento en las concentraciones de TG dependiente del tiempo de administracion
de Cd, Los datos presentados corresponden a la media de los valores medidos * el EEM. Los asteriscos

indican diferencias estadisticas p<0.05.
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Evaluacién del perfil lipidico sistémico

El perfil lipidico sistémico mostr6 cambios en los animales administrados de
forma crénica con Cd (Figura 14). Los resultados obtenidos mostraron un aumento en
los niveles de colesterol total (17.2 %, 23.3 % y 30.9 %), TG (52.6%, 89.8 % y 68.3 %) y
las lipoproteinas LDL (16.1 %, 27.4 % y 41.22 %) y VLDL (59 %, 85.8 % y 167.4 %) de
los animales con exposicidon al metal a los dos, tres y cuatro meses
de estudio respectivamente, comparados con sus grupos control. Los niveles de acidos
grasos libres aumentaron en un 43.6 % y 54.8 % a los 2 y 4 meses de administracion
de Cd. Por otro lado, se presentd una disminucion en los niveles de fosfolipidos a los
dos (27.3 %), tres (9 %) y cuatro (8.8 %) meses de estudio, mientras que los niveles de
la lipoproteina HDL disminuyeron en un 17.5 %, 16.7 % y 33.7 % a los diferentes meses
de administracién del metal respectivamente evitando el retorno del colesterol no

esterificado hacia higado para su reguardo o excrecion.
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Figura 14. Efecto de la administracion crénica de Cd sobre el perfil lipidico sistémico. Se presenta un aumento
en las concentraciones séricas de colesterol (A), TG (B), y las lipoproteinas VLDL (C) y LDL (D) dependiente del
tiempo de administraciéon de Cd. Las concentraciones séricas de lipoproteina HDL (E) y fosfolipidos (F) disminuyen
en los tres diferentes meses de estudio; por ultimo, la concentracion de acidos grasos libres circulantes aumenta
dependiendo del tiempo de administracion de Cd (G). Los datos presentados corresponden a la media de los valores

medidos + el EEM. Los asteriscos indican diferencias estadisticas p<0.05.
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Otra forma de verificar los cambios producidos por la administracién crénica de
Cd sobre las lipoproteinas plasmaticas fue con la realizacion de una electroforesis en
disco en geles de poliacrilamida. En la figura 15, se puede observar los patrones de
corrimiento representativos de las muestras séricas de animales control (AC2m, BC3m
y CC4m) y animales con administracion cronica de Cd (AP2m, BP3m, CP4m) a los tres
diferentes meses de estudio, teniendo el siguiente comportamiento de migracion: los
quilomicrones permanecen en el origen (en la carga del gel), seguido de VLDL o
lipoproteina prebeta, LDL o lipoproteina beta y HDL o lipoproteina alfa que migra en la
posicion mas avanzada [Frings et al., 1971; Muiiz, 1977, Beaumont et al., 2007, Fernandez et
al., 2007]. De acuerdo al estudio densitométrico (Figura 15B, D y F), estos resultados
muestran que las lipoproteinas VLDL asi como las LDL exhiben un aumento en los
grupos de exposicion a Cd en comparacion con el grupo control, mientras que las
lipoproteinas HDL disminuyen en los grupos con exposicion al metal, resultados que

coinciden con los obtenidos mediante las determinaciones bioquimicas.

62



A C2m

-—_>Q

> VLDL

> LDL

> HDL
C > Q
> VLDL

> LDL

> HDL
> Q

> VLDL

u > LDL
> HDL

PZm
- = Q

= VLDL

> LDL
> HDL
P3m

> Q

> VLDL

> LDL

> HDL

>Q

> VLDL

> LDL
> HDL

Unidades arbitrarias

Unidades arbitrarias

Unidades arbitrarias

150000

100000

50000

O

150000

100000

50000

150000

100000

50000

0

los valores medidos + el EEM. Los asteriscos indican diferencias estadisticas p<0.05.

PAGE de LP a los 2 meses durante
admisnistracion de Cd

al

PAGE de LP a los 3 meses durante
admisnistracion de Cd

m Control

- |Problema
HOL

®Control
®Problema

PAGE de LP a los 4 meses durante
admisnistracién de Cd

®Contro

| Froplemo

Fig. 15. Efecto de la administracion cronica de Cd sobre los perfiles electroforéticos de
lipoproteinas. Se realiz6 electroforesis en geles de poliacrilamida por el método modificado de Frings et
al, 1971. (A, C y E) Se utilizaron 100 pg de lipidos totales séricos encontrando el siguiente patrén de
corrimiento: quilomicrones (Q), VLDL, LDL y HDL. (B, D y F) El analisis densitométrico del corrimiento

electroforético se realizd con el programa Image J. Los datos presentados corresponden a la media de

Con la finalidad de determinar la movilizacion de TG, se realizé su cuantificacion

en tejido hepatico, bajo el mismo procedimiento de aislamiento de lipidos totales en

tejido, descrito anteriormente. En la figura 16 se muestran los resultados de la
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concentracion de TG en higado, en donde es evidente que existe un incremento en el
resguardo de TG del 45.1 %, 20 % y 88.2 % a los dos, tres y cuatro meses de
administracion con Cd respectivamente; condicionando a un proceso de esteatosis

hepatica de forma dependiente del tiempo de administracion del metal.
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Q
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® Control

Wproblema

Triglicéridos (mg/g te jido)
»

0 -
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Tiempo de administracién de CdCl,

Fig. 16. Efecto de la administracion crénica de Cd sobre las concentraciones de TG en tejido
hepatico. Se realiz6 la extraccion de lipidos de higado mediante el método de Folch 1968 y
posteriormente se realiz6 la determinacion de TAG. Se puede observar que el resguardo de TG aumenta
de forma dependiente al tiempo de administracion de Cd. Los datos presentados corresponden a la

media de los valores medidos + el EEM. Los asteriscos indican diferencias estadisticas p<0.05.

Por ultimo, se inicid con el analisis de los niveles del mRNA de PPARy2

obtuviendo los resultados preliminares descritos en el anexo I.
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Discusion de resultados

Los informes de los efectos de la administracion cronica de Cd sobre el
metabolismo lipidico sistémico y los cambios en TA son escasos. Se ha demostrado
que Cd produce un amplio espectro de efectos toxicoléogicos y disfunciones
bioquimicas, altera el metabolismo de la glucosa y de lipidos, y la composicion lipidica
en diferentes 6rganos como higado vy testiculos; siendo el mecanismo propuesto de
dafio el aumento de la toxicidad celular dependiendo del tiempo, dosis y via de
administracion del metal [Han et al., 2003, Alvarez et al., 2007, Milton et al., 2013].

En el presente estudio, la cantidad de Cd cuantificado en el TA en animales
expuestos cronicamente a 65.5 mg/L de Cd en el agua de beber se encontré por debajo
del limite de deteccion del equipo de absorcién atomica empleado (0.1 ppm), estos
resultados muestran que el TA no es capaz de acumular cantidades significativas del
metal, como ocurre en higado y rifiones con las mismas dosis [Larregle et al., 2008;

Kawakami et al., 2010; Trevino, 2011; Kawakami et al; 2013].

Estos resultados estan de acuerdo con los estudios realizados por Kawakami et.
al., quienes mostraron que después de una administracion aguda de Cd, por via
intraperitoneal solo se acumulan cantidades minimas del metal (en un rango de 0.1 ppm
a 0.4 ppm) en TAE. El transporte de Cd hacia el interior de las células esta mediado por
canales dependientes de calcio (Ca) y transportadores de membrana que participan en
el intercambio de metales divalentes como hierro (Fe) y zinc (Zn), en donde Cd utiliza

un mecanismo de mimetismo iénico interactuando en el sitio de unidon de estos iones en
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los distintos 6rganos [Bridges y Zalups, 2005]. Hasta el momento, se ha reportado solo la
presencia de los transportadores de Zn de la familia ZnT, que estan encargados de la
exportacion del metal y de la familia ZIP, que tienen como funcion el importe del metal
hacia el espacio intracelular, los estudios realizados por otros investigadores solo han
descrito al transportador ZIP 1, el cual se encuentra expresado principalmente en TAS y

ZIP 8 se expresa en mayor proporcion en TA visceral [Smidt et al., 2007].

Una vez que el Cd se encuentra en los organismos, este es capaz de interactuar
con un numero de moléculas bioldgicas, particularmente induce la sintesis de MT y
forma complejos con la misma, para reducir la toxicidad del metal. Ademas de esta
funcion de proteccion con metales pesados, se han propuesto otras funciones
bioldgicas para las MTs. En 2010, Sato et al., mostraron que las MTs tienen un papel
preventivo en el desarrollo de obesidad inducida por la dieta, en sus estudios muestran
que ratones knockout a MT (MT”) con una dieta alta en grasa aumentan de peso
considerablemente en comparaciéon con animales que expresan normalmente MTs, lo
cual demuestra la importancia de la funcionalidad de estas proteinas en el metabolismo
del TA [Sato et al., 2010]. Los resultados obtenidos en nuestro estudio mostraron que los
animales expuestos a Cd presentan un incremento en la concentracién de MTs totales
en los diferentes tejidos en estudio (TAS, TAR y TAE), en comparacioén con animales no
expuestos (Figura 6). Debido a que el TA no acumula cantidades significativas de Cd en
animales crénicamente expuestos, los incrementos de MTs pueden ser consecuencia
de una induccién en su sintesis por la presencia de factores no metalicos como

citocinas (IL-6), estimulos adrenérgicos o ROS, protegiendo a este tejido del estrés
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inflamatorio que puede ocasionar la administracion de Cd [Trayhurn et al., 2000; Klaassen

et al.,2009; Thirumoorthy et al., 2011].

Por otro lado, en el Laboratorio de Investigaciones Quimico Clinicas se ha
descrito que la administracion cronica de 65.5 mg/L de CdCl, en el agua de beber a
ratas produce cuadros de hiperinsulinemia e hiperglucemia en los animales, sugiriendo
el desarrollo de un cuadro similar al sindrome metabdlico [Trevifio Mora S, 2011]. El
incremento observado en la concentracion de MTs en TA puede estar relacionado con
los cuadros hiperglucémicos y la hiperinsulinemia que presentan los animales
expuestos a Cd, ya que se ha descrito que los incrementos de glucosa pueden inducir
la sintesis de MT en TA [Haynes et al., 2012].

El desarrollo del fenotipo bioquimico: hiperinsulinémico con insulinorresistencia o
disminucién de la sensibilidad a insulina implican una variedad de 6rganos, incluyendo
el higado, pancreas, glandula suprarrenal y el TA, por ejemplo, cambios en el numero,
el tamafo y el resguardo de TG en este tejido estan relacionadas con sindrome
metabdlico [Kawakami et al., 2013]. En este estudio, la administraciéon cronica de Cd a los
animales caus6 cambios en la morfologia de los adipocitos en los diferentes TA. En las
figuras 7 y 8 se observa que a los dos meses de administracion del metal, el TAS
contiene adipocitos esféricos y tras la administracion de Cd este tejido sufre un
aumento en el area de los adipocitos (hipertrofia). En el TAR se encontré un mayor
porcentaje de adipocitos esféricos con hiperplasia (aumento en el numero de
adipocitos) e hipertrofia (aumento en el tamafio del adipocito) en las muestras de tejido

con exposicion a Cd. Por su parte, se encontré que los adipocitos que forman al TAE
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son células con estructura poliédrica que sufren hiperplasia e hipertrofia en
comparacion con las muestras de animales sin administracién del metal.

A los tres meses de administracion de Cd la morfologia de los adipocitos
continu6 cambiando; en TAS se encontré adipocitos esféricos con hiperplasia e
hipertrofia. EI TAR, sin embargo, modifica su morfologia al presentar adipocitos
hipertroficos e hiperplasicos con estructura poliédrica. Por otro lado, el TAE al igual que
el TAR, presenta adipocitos hipertréficos e hiperplasicos con estructura poliédrica
(Figuras 9y 10).

Después de cuatro meses de administracion de Cd se encontré que los
adipocitos del TAS adquieren estructuras poliédricas con hiperplasia, e hipertrofia.
Mientras que en TAR y TAE el fenotipo de los adipocitos cambia a estructuras
irregulares con hipertrofia e hiperplasia sugiriendo que estos cambios pueden estar
relacionados con la edad de los animales (Figuras 11y 12).

Se ha descrito que en un estado inflamatorio crénico de baja intensidad, se
producen etapas secuenciales de hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos que
conforman al TA, favoreciendo obesidad androide o central. En donde la hiperplasia es
debida a la diferenciacion de adipocitos a partir de preadipocitos y la hipertrofia de las
células es inducida por dos factores: el aumento del almacenamiento de grasa en los
adipocitos diferenciados y el aumento en la expresion de mediadores proinflamatorios,
por otro lado, los adipocitos hipertréficos aumentan la produccion de adipocinas
proinflamatorias [Cancello y Clément, 2006; Sato et al., 2010; Balistreri et al., 2010; Fuentes et
al., 2013], favoreciendo la resistencia hepatica y periférica a insulina [Gregoire et al., 1998],

al drenar al sistema venoso portal AGL que provienen de la lipdlisis inducida por
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catecolaminas y al secretar diferentes adipocinas lo que produce una llegada masiva de
estos lipidos al higado y otros tejidos [Lefebvre et al., 1998; Eckel, et al., 2005].

Otro cambio importante que sucede posterior a la administracion crénica de Cd,
es la induccién de desajustes en el resguardo de TG en los adipocitos, produciendo la
aparicion de alteraciones lipidicas a nivel sérico y tisular. Como se muestra en la figura
13, los resultados de los niveles de TG determinados en los tres tipos de TA muestran
una acumulacién dependiente del tiempo de estos lipidos neutros. A demas se puede
observar la presencia de esteatosis hepatica en los animales expuestos a Cd (Figura
16), lo cual sugiere una movilizacion y el resguardo anormal de lipidos en tejidos no
especializados para ello, resultados similares han sido reportados previamente [Larregle
et al., 2008, Kawakami et al., 2010].

A nivel plasmatico, la administracién crénica de Cd modifica el perfil lipidico en
los animales, produciendo un incremento en los niveles de TG (Figura 14B), uno de los
mecanismos involucrados podria estar relacionado con el incremento en la actividad de
las enzimas a-glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT), quien participa en la sintesis de
TG proporcionando el sustrato 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato y FAS, enzima requerida en la
sintesis de acidos grasos. Estas enzimas participantes de manera muy importante en la
sintesis de TG, en animales con una exposicion con Cd incrementan significativamente
su actividad [Alvarez et al., 2007; Larregle et al., 2008]. Los TG sintetizados de novo son
transportados por las lipoproteinas VLDL, las que también mostraron un aumento en
sus niveles séricos a lo largo de la administracion crénica de Cd (Figura 14C). A nivel
tisular el aumento de VLDL puede favorecer la llegada de una mayor cantidad de TG al

adipocito. Aunado al proceso anterior, el incremento en los niveles de acetil-CoA debido
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a la oxidacién del exceso de glucosa en los animales expuestos con Cd puede entrar a
la via lipogénica para asi almacenarse como TG en el adipocito o en tejido hepatico
[Yamamoto et al., 1984; Larregle et al., 2008; Wang et al., 2012]. Un segundo factor involucrado
en el incremento de TG puede relacionarse con la inhibicion de LPL por Cd y
consecuentemente la disminucion de la hidrdlisis de TG séricos promoviendo el
aumento en los niveles de estos lipidos neutros [Frigolet et al., 2008, Larregle et al., 2008,
Lucia et al., 2010].

Al mismo tiempo, se presenta un aumento en los niveles de colesterol total en los
animales con administracién cronica de Cd (Figura 14A), que estan asociados con el
aumento de las fracciones de lipoproteinas LDL, generando un cuadro de
hipercolesterolemia en el organismo (Figura 14D). Los aumentos de colesterol pueden
ser explicados por la capacidad que tiene Cd para aumentar la actividad de la enzima
hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa (HMG-CoA) a través de la liberacién de
citocinas inflamatorias e interleucinas, como TNF-a e interleucina 13. Otro mecanismo
por el cual puede explicarse el aumento en los niveles de colesterol es que Cd
disminuye la captacién de colesterol por macrofagos quienes desempefian un papel
importante en el procesamiento de colesterol [Milton et al., 2013]. EI aumento en los
niveles de AGL (Figura 14G) pueden explicarse por la inhibicion del proceso de [3-
oxidacion mediada por Cd y el aumento en la concentracion de AGL en las mitocondrias
y su posterior liberacion a la circulacién [Milton et al., 2013].

Por otro lado, la disminucion de los niveles plasmaticos de fosfolipidos (Figura
14F) es causada por el aumento de la actividad de fosfolipasa A,, quien aumenta

después de la administracion de Cd [Milton et al., 2013]. Por ultimo, los niveles de HDL
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disminuyen a lo largo de la administracion cronica de Cd (Figura 14E), teniendo como
consecuencia el aumento en el resguardo de lipidos en tejidos no aptos para ello,
produciendo esteatosis y aterogénesis [Alvarez et al., 2007; Larregle et al., 2008; Rogalska et
al., 2009; Olisekodiaka et al., 2011; Lucia et al., 2010; Kawakami et al., 2010].

Con la finalidad de confirmar los resultados bioquimicos obtenidos para la
determinacidn de lipoproteinas séricas, éstas se evaluaron mediante electroforesis en
gradiente de gel no desnaturalizante, conocida también como electroforesis en disco.

En la figura 15, se muestran los corrimientos electroforéticos representativos de
las lipoproteinas confirmando que las lipoproteinas VLDL asi como las LDL tienen una
tendencia a aumentar en los grupos de exposicion a Cd en comparacion con el grupo
control, mientras que las lipoproteinas HDL tienden a disminuir en los grupos con
exposicion a Cd [Frings et al., 1971].

En la figura 17 se esquematiza el posible mecanismo de toxicidad por el cual el
Cd puede generar un cuadro similar al de sindrome metabdlico al alterar el metabolismo
lipidico sistémico y la morfologia del TA.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo se puede postular el
siguiente mecanismo de toxicidad por el cual el Cd puede favorecer la presencia de un
cuadro similar al sindrome metabdlico. La administracion de Cd produce cambios en el
metabolismo lipidico, aumentos en los niveles plasmaticos de TG, colesterol, las
fracciones lipoproteicas de VLDL y LDL, ademas de disminuir los niveles de fosfolipidos
y la fraccion lipoproteica HDL; condicionando a riesgos aterogénicos, ademas de la
hipertrigliceridemia puede favorecer el resguardo excesivo de estos lipidos en tejido

adiposo y hepatico (tejido no especializado para el almacenamiento de TG),
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contribuyendo a la hipertrofia de los adipocitos. Por otro lado, la expresién de MT en

tejido adiposo puede estar contrarrestando la toxicidad producida por Cd.
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Figura 17. Mecanismo de toxicidad del Cd sobre el perfil lipidico sistémico y la morfologia del

tejido adiposo.
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Conclusiones

Posterior a la administracidn cronica de cadmio se encontré que:

El tejido adiposo no es capaz de acumular cantidades significativas del metal.

Se incrementa la expresion de proteinas con funcion antioxidante, como
Metalotioneina en tejido adiposo.

Los adipositos sufren hiperplasia e hipertrofia.

Se presenta un aumento los niveles de TG, colesterol, AGL y las fracciones
lipoproteicas VLDL y LDL y una disminucion de los niveles de fosfolipidos y la fraccion
lipoproteica HDL ratas de la cepa Wistar.

Como conclusién final la administracion cronica de 65,5 mg de CdCly/L en el
agua de beber de los animales modifica el metabolismo de los lipidos séricos y
hepaticos, ademas, genera cambios en la morfologia y almacenamiento de TG en tejido
adiposo, lo que sugiere que podria ser un mecanismo de toxicidad del Cd para

favorecer la aparicién de un cuadro similar al sindrome metabdlico.
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Perspectivas

Determinar si existe acumulacion de Cd en tejido adiposo mediante un
espectrofotometro de absorcion atbmica con camara de grafito.

Evaluar si existen cambios en el proceso de adipogénesis mediante el analisis de
los MRNA de los factores de transcripcion PPARy, C/EBPa, y Mest1 en tejido adiposo.

Determinar si existen cambios en los niveles de mRNA y en los niveles proteicos
de las adipocinas leptina, adiponectina, TNF-a, visfatina, IL-6 en tejido adiposo

implicitas en sindrome metabdlico.
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Anexos

. Secuencia nucleotidica de los genes en estudio, disefio de
oligonucléotidos en PerlPrimer v1.1.21 y resultados preliminares del efecto de la
administraciéon crénica de dos meses de Cd sobre los niveles de mRNA de

PPARy2 en tejido adiposo

Formato FASTA de PPARYy 2, obtenido de NCBI. En fondo amarillo y letras rojas
se encuentran los primers disefiados, los cuales flanquean la region a amplificar

mediante la técnica de PCR.

Rattus norvegicus peroxisome proliferator-activated receptor gamma
(Pparg), transcript variant 2, mRN

NCBI ReferenceSequence: NM_001145366.1
LOCUS NM 001145366 1830 bpmRNA linear ROD 29-JUL-2013
DEFINITION Rattusnorvegicusperoxisomeproliferator-activated receptor gamma
(Pparg), transcriptvariant 2, mRNA. ACCESSION NM 001145366 VERSION

NM 001145366.1 GI:223941853 KEYWORDS RefSeqg. SOURCE Rattusnorvegicus
(Norwayrat) ORGANISM RattusnorvegicusEukaryota; Metazoa; Chordata;
Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Mammalia; Eutheria;
Euarchontoglires; Glires; Rodentia; Sciurognathi; Muroidea;

Muridae; Murinae; Rattus.

GCAGAAACTGGGAGTAGCCTGGGCTGCTTTTATATAAGGGACTCGAGGAGGTCAAGAAGGGGCCTGGACCTCTGCTGG
TGATCAGAAGGCTGCAGCGCTAAATTCATCTTAACTCCCATTGAGTAGATTTGAAAGAAGCTGTGAACCACTAATATC
CAAGGACATTTTTGAAAACAAGGACTACCCTTTACTGAAATTACCATGGTTGACACAGAGATGCCATTCTGGCCCACC
AACTTCGGAATCAGCTCTGTGGACCTCTCTGTGATGGATGACCACTCCCATTCCTTTGACATCAAACCCTTTACCACG
GTTGATTTCTCCAGCATTTCTGCTCCACACTATGAAGACATCCCGTTCACAAGAGCTGACCCAATGGTTGCTGATTAC
AAATATGACCTGAAGCTCCAAGAATACCAAAGTGCGATCAAAGTAGAGCCTGCGTCCCCGCCTTATTATTCTGAAAAA
ACCCAACTCTACAACAGGCCACATGAAGAGCCTTCAAACTCCCTCATGGCCATCGAGTGCCGAGTCTGTGGGGATAAA
GCATCAGGCTTCCACTATGGAGTCCATGCTTGTGAAGGATGCAAGGGTTTTTTCCGAAGAACCATCCGATTGAAGCTT
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ATTTATGATAGGTGTGATCTTAACTGTCGGATCCACAAAAAGAGTAGAAATAAATGTCAGTACTGTCGGTTTCAGAAG
TGCCTTGCTGTGGGGATGTCTCACAATGCCATCAGGTTTGGGCGAATGCCACAGGCCGAGAAGGAGAAGCTGTTGGCG
GAGATCTCCAGTGATATCGACCAGCTGAACCCAGAGTCTGCTGATCTGCGAGCCCTGGCAAAGCATTTGTATGACTCA
TACATAAAGTCCTTCCCGCTGACCAAAGCCAAGGCGAGGGCGATCTTGACAGGAAAGACAACAGACAAATCACCATTT
GTCATCTACGACATGAATTCCTTAATGATGGGAGAAGACAAAATCAAGTTCAAACATATCACCCCCCTGCAGGAGCAG
AGCAAAGAGGTGGCCATCCGCATTTTTCAAGGGTGCCAGTTTCGATCCGTGGAAGCTGTGCAAGAGATCACAGAGTAT
GCCAAAAATATCCCTGGTTTCATTAACCTTGACTTGAATGACCAAGTGACTCTGCTCAAGTATGGTGTCCATGAGATC
ATCTACACCATGCTGGCCTCCCTGATGAATAAAGATGGAGTCCTCATATCAGAGGGACAAGGATTCATGACCAGGGAG
TTCCTCAAAAGCCTGCGGAAGCCCTTTGGTGACTTTATGGAGCCTAAGTTTGAGTTTGCTGTGAAGTTCAATGCACTG
GAATTAGATGACAGTGACTTGGCCATATTTATAGCTGTCATTATTCTCAGTGGAGACCGCCCAGGCTTGCTGAACGTG
AAGCCCATCGAGGACATCCAAGACAACCTGCTGCAGGCCCTGGAACTCCAGCTGAAGCTGAACCACCCGGAGTCCTCC
CAGCTGTTCGCCAAGGTGCTCCAGAAGATGACAGACCTCAGGCAGATTGTCACAGAGCACGTGCAGCTACTGCATGTG
ATCAAGAAGACGGAGACAGATATGAGCCTTCACCCTCTGCTCCAGGAGATCTACAAGGACTTGTATTAGCAGAAAAGT
CCCAGTCGCTGACAAAGTGTTCCTTCTATCGATTGCACTATTATTTTGAGGGGAAAAAAATCTGACACCTAAGAAATT
TACTGTGAAAAAAGCATTTAAAAACAAAAAGTTTTAGAACATGATCTATTTTATGCATATTGTTTATAAAGATACATT
TACAATTTACTTTTAATATTAAAAATTACCACACTA

Resultados obtenidos del programa PerlPrimer v1.1.21

- olx]

ER

OB 81 X
Standard PCR | Bisulphite PCR | Realtime PCR = Sequencing | Primers

Forward primer

Sequence | CAGAAACTGGGAGTAGCCTG

Tm: 6023 °C Length: 20 bases GC: 55 %

dS% -42943 ey dH% -154.30 kealimol  dG®37: -21.11 kcalimol
Reverse primer
Sequence CCTTGCATATTAGTGGTTCACAGC

T 6175 °C Length: 24 bases GC: 45 %
dS% -51930 ey dH% -18510 kealimol  dG®37: -24.04 kcalimol

Dimers
More stable non-extensible primer-dimers (at 37°C), if any

Forvard vs. Reverse: -1.87 kcal/mol

SAAACTGGGAGTAGCCTG 3'

1l
' CGACACTTGGCTGATTATA

3GTTCC 5'
Reverse vs. Reverse: =-Z.57 kcal/mol
' CCTTCCATATTACTCCTTCACACC 3'

1l (N

GACACTTGGTCGATTATAGGTTCC &

Calculate Tm I BLAST primers J

Fig. 18. Disefo de oligonucleétidos para PPARYy. El oligonucleétido sentido tiene la secuencia
CAGAAACTGGGAGTAGCCTG teniendo longitud de 20 pb, una Tm de 60.23; y 55 % GC. EIl
oligonucleotido antisentido tiene la secuencia CCTTGGATATTAGTGGTTCACAGC con longitud de 24 pb,

Tmigual a 61.75y 45 % GC.
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B BLAST Search =

BLASTN 2.2.28+ =l
Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro

A. Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and
David J. Lipman (1937), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new
generation of protein database search programs", Nucleic
Acids Res. 25:3389-3402.

RID: 7X35VCBz0l4

Database: Nucleotide collection (nt)
20,472,842 sequences; 51,561,108,404 total letters

Query=
Length=2Z0

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value

ref|NM 0011 L

gb|AC153985.4| Mus musculus 6 BAC RPZ4-507D1S (Roswell Park C...
gb|AC171970.3| Mus musculus BAC RPZ3-116G8 (Roswell Park Canc...
ref|XM_004694524.1| PREDICTED: Condylura cristata leucine-ric...
gb|ACL30Z10.1| Macaca mulatta chromosome UNK clone CHZSO-3S5HL...

ref|NM _001145366.1| Rattus norvegicus peroxisome proliferator-activated receptor
gamma (Pparg), transcript variant Z, mRNA

Length=1830
Score = 37.4 bits (40), Expect = 0.87
Identities = 20/20 (100%), Gaps = 0/20 (0%}

Strand=Plus/Plus

Query 1 CAGAMACTGGGAGTAGCCTG 20
LEEEEREErrrrerreen

= - Ad|
Forward | Reverse | Status: Blast search complete String::’ Search

Max Total Query E

Description
score score cover value

Ident Accession

¥ Rattus norvegicus peroxisome proliferstor-activated receptor gamma (Pparg), transeript vana 40.1 40.1 100% 0.085 1009% N 0011453661

Mus musculus 6 BAC RP24-507D15 (Roswell Park Cancer Institute (C57BLSJ Male) Mouse B 40.1  40.1 100% 0.085 100% AC153985.4

hus musculus BAC RP23-116G8 (Roswell Park Cancer Institute (C57BLYSJ Female)Mouse B 40,1 40.1 100% 0.085 100% ACI71970.3

PREDICTED: Condylura cristata leucine-rich repeat-containing protein LOC400891-like (LOC1 382 2382 95% 0.33 1009% XM 004694924.1

Macaca mulatta chromosome UNK clone CH250-35H12, complete sequence 382 382 95% 0.33 100% ACI90210.1
Dicentrarchus labrax chromosome sequence comesponding to linkage group 1, top part, comp 36.2 64.4 95% 1.3 100% FQ310506.3
Schi na mansoni strain Puerto Rico chromosome 1, complete genome 342 907 Q0% 52 100% HBI01624.1
Wiolbachia endosymbiont of Culex vishnui surface protein-like (wsp) gene, partial sequence 342 342 85% 52 100% G0469931.1
Zebrafish DNA sequence from clone CH211-22C7, complete sequence 342 342 B85% 5.2 100% CU179657.6
Rattus norvegicus BAC CH230-6L10 () complete sequence 342 342 85% 52 100% ACI320085
Mus musculus chromosome 5, clone RP23-415E17, complete sequence 342 342 85% 52 100% ACII030.11
Mus musculus BAC clone RP24-82B7 from chromosome 16, complete sequence 342 342 85% 52 100% AC132349.3

Rattus norvegicus 13 BAC CH230-15701 (Children's Hospital Oakland Research Institute)co 34.2 342 85% 5.2 100% ACIDI707.5

Mus musculus BAC clone RP23-308L3 from chromosome 16, complete sequence 342 342 85% 52 100% ACIGI216.5
Mus musculus chromosome §, clone RP23-262J12, complete sequence 342 342 85% 52 100% ACI02372.8

Fig. 19. Alineamiento del oligonucleétido sentido CAGAAACTGGGAGTAGCCTG.
Resultados obtenidos del alineamiento de secuencias para el oligonucleétido sentido obtenido de BLAST

del programa de PerlPrimer y BLAST de NCBI.
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ﬁ’a BLAST Search

BLASTN Z.2.28+ 1=
Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro
A. Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and
David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new
generation of protein database search programs", Nucleic
Acids Res. Z5:3389-3402.

RID: 7X36GR7D014

Database: Nucleotide collection (nt)
20,472,842 secquences; 51,561,108,404 total letters

Query=
Length=24

Score E
Sequences producing sigmificant alignments: {Bits) Value
ref|NM 001145367.1| 44.6 0. 006}
ref|NM_001145366.1| Rattus norvegicus peroxisome proliferator... 44.6 0.006
gb |AFZ46458. 1|AFZ46458 Rattus norvegicus peroxisome prolifera... 44.6 0.006
gb|AFZ46457. 1|AFZ46457 Rattus norvegicus peroxisome prolifera... 44.6 0.006
gb|AF156665. 1|AF156665 Rattus norvegicus peroxisome prolifera... 44.6 0.006
ref|XM_006025328.1| PREDICTED: Alligator sinensis family with... 35.6 3.0
ref|XM_004831894.1| Babesia equi conserved hypothetical prote... 35.6 3.0

ref|NM_001145367.1| Rattus norvegicus peroxisome proliferator-activated receptor
gamma (Pparyg), transcript variant 3, mRNA

Length=2008
Score = 44.6 bits (48), Expect = 0.006
Identities = Z4/2Z4 (100%), Gaps = 0/24 (0%)
Strand=Plus/Minus
Semsomzimercsiommoacscs <]

Forward Reverse | Status: Blast search complete String:‘:l Search

Max Total Query E
score score  cover wvalue

Description Ident Accession

Rattus norvegicus peroxisome proliferator-activated receptor gamma (Pparg), transcript vara 48.1 438.1 100% Qe-04 1009% N 001145367 .1

¥ Rattus norvegicus peroxisome proliferator-activated receptor gamma (Pparg), transcript vana 48.1 48.1 100% 9Qe-04 100% NM 001145366.1

Rattus norvegicus peroxisome proliferator-activated receptor mRNA gamma 13 variant, com 43,1 43.1 100% Qe-04 100% AF246458.1

Rattus norvegicus peroxisome proliferator-activated receptor mRNA gamma 1b vadant, com 48.1 48.1 100% DQe-04 100% AF246457.1

Rattus norvegicus peroxisome proliferator-activated receptor gamma 1 (PPARgammal)mRN 481 48.1 100% Qe-04 100% AF156665.1

Babesia equi conserved hypothetical protein (BEWIA 049660) mRNA complete cds 362 362 91% 3.3 95% 0048318941
Cyprinus campio clone 910894 microsatellite sequence 3.2 362 T5E 3.3 100% JN779705.1
Cyprinus campio clone 909313 microsatellite sequence 3/2 362 TEN 3.3 1009% JN779516.1

“tis vinifera, whole genome shotqun sequence, contig YW\78%142627.17, clone ENTAV 115 362 36.2 75% 3.3 100% AWE3672.1
PREDICTED: Alligator sinensis family with sequence similarity 159, member A(FAMIS94), m 342 342 70% 13 100% ¥ 006025828 .1

White spot syndrome vinus strain K-L\1, complete genome 342 342 70% 13 1009% JH515788.1
White spot syndrome virus, complete genome 342 342 70% 13 100% AF332093.2
Kebsiella phage KP15, complete genome 342 342 70% 13 100% GU295964.1
Homo sapiens glycoprotein M5B (GPMGB), RefSeqGene on chromosome X 342 342 7T0% 13 100% NG 01198381

Human DNAsequence from clone RP11-200F 15 on chromosome 13, complete sequence 342 3242 T0% 13 1009% ALS12509.9

Fig. 20. Alineamiento del oligonucleétido antisentido CCTTGGATATTAGTGGTTCACAGC.
Resultados obtenidos del alineamiento de secuencias para el oligonucleétido antisentido obtenido de

BLAST del programa de PerlPrimer y BLAST de NCBI.

Formato FASTA de la proteina ribosomal S29, obtenido de NCBI. En fondo
amarillo y letras rojas se encuentran los oligonucledtidos disefiados, los cuales
flanquean la regién a amplificar mediante la técnica de PCR.
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Rattus norvegicus ribosomal protein S29 (Rps29), mRNA
NCBI ReferenceSequence: NM_012876.1

LOCUS NM 012876 318 bpmRNA linear ROD 18-APR-2013
DEFINITION Rattusnorvegicusribosomalprotein S29 (Rps29), mRNA. ACCESSION
NM 012876 VERSION NM 012876.1 GI:6981489 KEYWORDS RefSeqg. SOURCE

Rattusnorvegicus (Norwayrat) ORGANISM RattusnorvegicusEukaryota; Metazoa;

Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Mammalia; Eutheria;
Euarchontoglires; Glires; Rodentia; Sciurognathi; Muroidea;

Muridae; Murinae; Rattus.

CTCGTTCCTTTTTCCTCCTTGGGCGTCTGAAGGCAAGATGGGTCACCAGCAGCTCTACTGGAGTCACCCGCGGAAGTT
CGGCCAGGGTTCTCGCTCTTGCCGCGTCTGCTCTAACCGCCACGGTCTGATCCGTAAATACGGGCTGAACATGTGCCG
ACAGTGCTTCCGTCAGTACGCGAAGGACATAGGCTTCATTAAGTTGGACTAAGCGACCTGAATGGATGATTCGACTGT
CTACCCAATGAAACCAACTGTCTACCCTGTGATACCAATCATGCTAGTCTTTGCGCACACAGAATAAAAAACTGAAGG
CCTCTA
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4 PerlPrimer v1.1.21

DaEBA 81 XE
wm|mm|mm]m|pmers
Forward primer

Sequence GTCTGAAGGCAAGATGGGTC [

Tm: 6088 °C Length: 20 bases GC: 55 %
dS% 43083 eu  dH% 15510 kealinol  dG°37: -21.45 kcalimol

— Reverse primer
Sequence GGGTAGACAGTCGAATCATCC

Tm: 6015 °C Length: 21 bases GC: 52 %
dS® 45475 eu  dH® 16270 kcalinol  dG°37: -21 66 kcalinol

Dimers
Most stable 3' extensible primer-dimers (at 37°C), if any _“]

More stable non-extensible primer-dimers (at 37°C), if any
Forwvard vs. Forward: -0.67 kcal/mol

§' CTCTCAACCCAACATCCCTC 3
3" CTCCOTAGMACSEAACTERG §-

Forvard vs. Reverse: -1.67 kcal/mol

5' GTCTGAAGGCAACATGGGTC 3'

..
3' CCTACTAACCTCACACATCCC S' ;l

[corcutate Tm | BLAST primers |

Fig. 21. Disefio de oligonucleétidos para la proteina ribosomal S29. El oligonucledtido

sentido tiene la secuencia GTCTGAAGGCAAGATGGGTC teniendo longitud de 20 pb, una Tm de 60.88;

y 55 % GC. El oligonucleétido antisentido tiene la secuencia GGGTAGACAGTCGAATCATCC con

longitud de 21 pb, Tm igual a 60.15y 52 % GC.
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FABLAST Search

BLASTN 2.z.28+

Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro
A. Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and
David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new
generation of protein database search programs", Nucleic
Acids Res. 25:3389-340Z.

D (X)

RID: 7XSNYBSOOLR

Database: Nucleotide collection (nt)
20,472,768 sequences; 51,561,0139,060 total letters

Query=
Length=20

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
1 0.
ref|NG_021128.Z| Mus musculus predicted pseudogene 7618 (Gm76... 37.4 0.
ref|NG_031799.1|] Mus musculus predicted gene 14303 (Cml4303) 37.4 0.
gb | JNS53008.1|] Mus musculus targeted deletion, lacZ-tagged mu... 37.4 0.
gb|JNS52761.1| Mus musculus targeted KO-first, conditional re... 37.4 0.
gb |JN350680.1| Mus musculus targeted KO-first, conditional re 37.4 0.
gb |JN246771.1] Mus musculus targeted non-conditional, lacZ-ta... 37.4 0.
ref|NG_027658.Z| Mus musculus predicted gene 2581 (Gm2S8l) ps... 37.4 0.
gb|HQ318031.1| Ailuropoda melanoleuca ribosomal protein 829 ( 37.4 0.
ref|NG_027661.1| Mus musculus predicted gene 10126 (Gml0l26) 37.4 0.
ref|NG_027660.1] Mus musculus predicted pseudogene 10053 (Gml... 37.4 0.
emb |FQZ10507.1| Rattus norvegicus TLOABAZ7YIL6E mRNA sequence 37.4 0.
emb |FQZ16880.1| Rattus norvegicus TLOACA3YOZ1 mRNA sequence 37.4 0.
emb |FQ222937.1| Rattus norvegicus TLOADAL7YI1S mRNA sequence 37.4 0.
emb |FQ222711.1| Rattus norvegicus TLOADALYPlé mRNA sequence 37.4 0.
emb |FQZZ2566.1| Rattus norvegicus TLOADAZIYL17 mRNA sequence 37.4 0.
emb |FQZZZ368.1| Rattus norvegicus TLOADAZ4YGlZ mRNA sequence 37.4 0.
ewb |FQZZZ302.1| Rattus norvegicus TLOADAZSYHO7 mRNA sequence 37.4 0. v|

Forward | Reverse |S1€ﬁus: Blast search complete String: :I Search |

Max Total Query E
score score cover walue

¥ PREDICTED: Rattus norvegicus ribosomal protein $29-like (LOC100363434), mRNA >refX 40.1  40.1 100% 0.085 100% XM 003753811.1

Description Ident Accession

hus musculus dicted d 7618 (Gm7618) on chromosome & 40.1 401 100% 0.085 100% NG 021128.2
hhus I dicted gene 14303 (Gm14303) pseudogene on ch 2 40.1 401 100% 0085 100% NG 031799.1

Mus musculus targeted deletion, lacZ-tagged mutant allele Rps29tm1(KOMPsi; transgenic 40.1 40.1 100% 0.085 100% JN953008.1
hus lus targeted KO-first, conditional ready, lacZ-tagged mutant allele RapZetmia(KOl 40.1 40.1 100% 0.085 100% JN952761.1
Mus musculus targeted KO-first, conditional ready, lacZ-tagged mutant allele CdeidbtmialEL 40.1 40.1 100% 0.085 100% JNIS0680.1
Mus musculus targeted non-conditional, lacZ-tagged mutant allele Cdcldbtmie(EUCOMMMA: 40.1 40.1 100% 0.085 100% JNI46771.1

Mus musculus predicted gene 2581 (Gm2581) pseudogene on chromosome 15 40.1 401 100% 0.085 100% NG 0276532
Alluropoda melanoleuca ribosomal protein $29 (RPS29) mRNA, lete cds 40.1 401 100% 0.085 100% HO318031.1
hus r ulus predicted gene 10126 (Gm10126) pseud on ch 13 40.1 401 100% 0.085 100% NG 027661.1
hus musculus dicted d 10059 (Gm10059) on chromosome § 401 40.1 100% 0.085 100% NG 027660.1
Rattus norvegicus TLOABAZT Y116 mRNA sequence 401 401 100% 0.085 100% FOQ210507.1
Rattus norvegicus TLOACASY 021 mRNA sequence 40.1 401 100% 0.085 100% FO216880.1
Rattus norvegicus TLOADAITY 1S mRNA 40.1 401 100% 0.085 100% FO222937.1
Rattus norvegicus TLOADAI VP16 mRNA 401 401 100% 0.085 100% FO222711.1
Rattus norvegicus TLOADAZ1YLI7 mRNA sequence 401 401 100% 0.085 100% FO222566.1

Fig. 22. Alineamiento del oligonucleétido sentido GTCTGAAGGCAAGATGGGTC.
Resultados obtenidos del alineamiento de secuencias para el oligonucleétido sentido obtenido de BLAST

del programa de PerlPrimer y BLAST de NCBI.
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R BLAST Search

BLASTN 2.Zz.28+

Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro
A. Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and
Dawvid J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new
generation of protein database search programs", Nucleic
Acids Res. 25:3389-340Z.

RID: 7XSRZ9SEOl4

Database: Nucleotide collection (nt)
20,472,768 sequences; 51,561,013,060 total letters

Query=
Length=21

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value

ewb |FQZ10507.1| Rattus norvegicus TLOABAZ7YILl6 mRNA secquence 39.

2
emb |FQZ16880.1| Rattus norvegicus TLOACA3YOZ1l mRNA secquence 33.2
emb |FQZZZz937.1| Rattus norvegicus TLOADAL7YI1S mRNA sequence 39.2
emb |FQ222711.1| Rattus norvegicus TLOADALYPlé mRNA sequence 39.2
emb |FQ222566.1| Rattus norvegicus TLOADAZIYL1? mRNA sequence 39.2
emb |FQ2Z2368.1| Rattus norvegicus TLOADAZ4YGlZ mRNA sequence 39.2
emb |FQZZZ302.1| Rattus norvegicus TLOADAZSYHO7 mRNA sequence 39.2
emb |FQZZ2Z323.1| Rattus norvegicus TLOADAZSYIO4 mRNA sequence 39.2
emb |FQ228730.1| Rattus norvegicus TLOADASZYFl6é mRNA secquence 39.2
emb |FQ222143.1| Rattus norvegicus TLOADAZSYD14 mRNA sequence 39.2
emb |FQZZ8434.1| Rattus norvegicus TLOADASYIOZ mRNA secquence 33.2
emb |FQZZ1942.1| Rattus norvegicus TLOADAZYMOZ wmRNA secquence 39.2
ewmb |FQZZ1875.1| Rattus norvegicus TLOADA3OYKLS mRNA sequence 39.2
emb |FQ224820.1| Rattus norvegicus TLOACAS3YF1l0 mRNA sequence 39.2
ewb |FQZ21707.1| Rattus norvegicus TLOADA3ZYNO3 nmRNA secquence 33.2
emb |FQZZ1661.1| Rattus norvegicus TLOADA33YFl4 mRNA sequence 339.2
emb |FQZZ1640.1| Rattus norvegicus TLOADA33YJ17 mRNA sequence 3%.2 vI

Status: Blast search complete String: l:] Search I

Forward | Reverse

Max Total Query E

Ident Accession
score score cover wvalue

Description

¥ PREDICTED: Rattus norvegicus ribosomal protein $29-like (LOC100363434), mRNA >refX0 42,1 42,1 100% 0.021 100% 3 003753811.1

Rattus norvegicus TLOABAZ7 Y116 mRNA sequence 421 421 100% 0021 100% FO210507.1
Rattus norvegicus TLOACASY 021 mRNA sequence 421 421 100% 0.021 100% FO216830.1
Rattus norvegicus TLOADAI7 Y118 mRNA sequence 421 421 100% 0.021 100% FO222937.1
Rattus norvegicus TLOADAI VP16 mRNA 421 421 100% 0.021 100% FO222711.1
Rattus norvegicus TLOADAZ1YL17 mRNA sequence 421 421 100% 0021 100% FO222566.1
Rattus norvegicus TLOADAZ4Y G12 mRNA sequence 421 421 100% 0021 100% FO222368.1
Rattus norvegicus TLOADAZS YHO? mRNA sequence 421 421 100% 0021 100% FO222302.1
Rattus norvegicus TLOADAZS Y104 mRNA sequence 421 421 100% 0.021 100% FO222293.1
Rattus norvegicus TLOADASZYF16 mRNA 421 421 100% 0021 100% FO228730.1
Rattus norvegicus TLOADAZSY D14 mRNA sequence 421 421 100% 0.021 1009% F0222143.1
Rattus norvegicus TLOADAS Y03 mRNA sequence 421 421 100% 0.021 100% FO228434.1
Rattus norvegicus TLOADAZ YWDZ mRMNA sequence 421 421 100% 0021 100% FO221942.1
Rattus norvegicus TLOADASOY KIS mRNA sequence 421 421 100% 0.021 100% FO221875.1
Rattus norvegicus TLOACAS3YFI10 mRNA 421 421 100% 0.021 100% FO224820.1
Rattus norvegicus TLOADAS2 Y NO3 mRNA sequence 421 421 100% 0.021 100% FO221707.1

Fig. 23. Alineamiento del oligonucleétido antisentido GGGTAGACAGTCGAATCATCC.
Resultados obtenidos del alineamiento de secuencias para el oligonucleétido antisentido obtenido de

BLAST del programa de PerlPrimer y BLAST de NCBI.

93



En la tabla |, se describen las secuencias de los oligonucledtidos de la proteina

ribosomal S29 y PPARy2.

Gen Gen ID Secuencia Amplicon
Proteina GTCTGAAGGCAAGATGGGTC
ribosomal S29 NM_012876.1 216 pb
GGGTAGACAGTCGAATCATCC
CAGAAACTGGGAGTAGCCTG
PPARy 2 NM_001145366.1 160 pb
CCTTGGATATTAGTGGTTCACAGC

Tabla I. Oligonucléotidos de la PCR para los genes en estudio. Se muestra el nimero de acceso (ID)
en GenBank, la secuencias para el oligonucledtido sentido en la parte superior y el oligonucléotido
antisentido en la parte inferior, el tamafo de amplicon. El disefio se realizé con el programa Perl Primer
V.1.1.19-1 (graphical desing of primer for PCR); también se realizé un alineamiento utilizando la base de
datos Clustal W.

La reaccion en cadena de la polimerasa se realizo utilizando el kit comercial PCR
Master Mix (2X) (Thermo Scientific). En un microtubo para PCR se coloco 5 uL de PCR
Master Mix (2X), 0,5 uL de oligonucledétido sentido, 0,5 uL de oligonucledtido antisentido
y 1 ug de cDNA agregando agua libre de nucleasa hasta obtener un volumen final de 10
uL. Los protocolos de termociclado para los genes de interés se reportan en las

siguientes tablas:

Ciclos Temperatura Tiempo Proceso
1 95 °C 3 min Desnaturalizacion
95 °C 30s Desnaturalizacién
35 59,1 °C 30s Alineamiento
72 °C 20s Extension
1 72 °C 10 min Extension final
4°C o0 Almacenamiento

Tabla Il. Programacioén de los parametros experimentales en el termociclador para el gen de la

proteina PPARYy.
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Ciclos Temperatura Tiempo Proceso
1 95 °C 3 min Desnaturalizacion
95 °C 30s Desnaturalizacién
33 59.1 °C 30s Alineamiento
72 °C 20s Extension
1 72 °C 10 min Extension final
4°C 0 Almacenamiento

Tabla Ill. Programacién de los parametros experimentales en el termociclador para el gen de la

proteina ribosomal S29.

Los productos de PCR fueron verificados en un gel de agarosa al 3 % tefiido con
bromuro de etidio. Los analisis de densitometria se realizaron con el programa Image J.
Los valores de densitometria fueron normalizados con respecto a los valores del control

interno (proteina ribosomal S29), los valores se expresaron en valores normalizados.

Resultados preliminares del efecto de la administracion crénica de dos
meses de Cd sobre los niveles de m RNA de PPARYy2 en tejido adiposo

Los niveles de mRNA de PPARy2 en TAS a los dos meses de administracion de
Cd no fueron detectados en las condiciones establecidas por el Laboratorio de
Investigaciones Quimico Clinicas.

En la figura 24A se muestran los resultados obtenidos en nuestro estudio para
TAR, indicando que existe una regulacion negativa (en un 6.9 %) en los niveles de
MRNA de PPARy después de la administracion de dos meses de Cd en comparacion

con animales no administrados.
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En el grupo de TAE, por su parte, no presenta modificacién en los niveles de

MRNA de PPARYy2 después de la administracion de dos meses de Cd (Figura 24B).

P P
Cl C2 C3 Pl P2 P3 chocz e FoR

c1 C2 C3 P1 P2 P3 Cl C2 C3 Pl P2 P3
PPAR ¥ — - 160 pb PPAR v 160 pb
_ p
A) TAR - PPAR gamma B) TAE - PPAR gamma
1.2 7 1.2 7
s | * 8
bl he
2 2
= 08 = 08
: g
g 0.6 B Control g 0.6 BControl
g 04 ¥problema g 04 ®problema
% 0.2 ’g 0.2
> >

U

Control Problema Control Problema

Fig. 24. Efecto de la administracion cronica de dos meses de Cd sobre los niveles de mRNA de
PPARYy2 en tejido adiposo. Se observa el analisis del mRNA de PPARy2 mediante ensayo de RT-PCR
de muestras sin administracion de Cd y tres muestras con administracion crénica de dos meses del metal
en TAR (A) y TAE (B). En la parte superior se muestra el patron de corrimiento electroforético
representativo del producto de PCR. Los datos presentados corresponden a la media + EEM de 3 ratas

evaluadas por triplicado.
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II. Preparacién de Tris-HCI 30 mM, pH 8.0
Se utilizé la sal TRIS (Tris(hidroximetil)Jaminometano) 99.9 % de pureza y PM 121.1

SIGMA, lote 11K5430.

Tris 0.3633 g

Agua destilada 100 mL

Adicione los componentes en 80 mL de agua destilada y agite hasta disolver.
Para ajustar el pH, se prepara una solucién 1:5 de acido clorhidrico con dH»O. Aforar a

100 mL.

Il. Soluciones para el analisis histologico del tejido adiposo

Formalina al 10%

Formalina 37% 108.108 mL

PBS 10X, 50mM,
100 mL
pH 7,4

En un matraz con capacidad para 1,000 mL colocar la formalina y el PBS 10Xy

aforar con agua destilada.

Solucion de alcohol acido

Acido clorhidrico 5 mL

Alcohol al 70% 500 mL

En un matraz con capacidad para 500 mL colocar el acido clorhidrico y aforar

con alcohol al 70%.

97



Solucion saturada de carbonato de litio

Carbonato de litio 59

Agua destilada 500 mL

Adicionar el carbonato de litio en un matraz y aforar con agua destilada a 500

mL.
Solucién Eosina / floxina
Eosina al 1% 100 mL
Floxina 1% 15 mL
Alcohol 96 % 780 mL

Acido acético
4 mL
glacial

Mezclar los componentes en un matraz de 1 L y aforar con agua destilada.

IV.  Soluciones para la extraccion de lipidos por el método de Folch

Solucion cloroformo metanol

Cloroformo 200 mL

Metanol 100 mL

Mezclar los disolventes y almacenar en una botella ambar de vidrio.
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Solucién fase superior y cloruro de calcio

Cloroformo 1.5mL
Metanol 24 mL

Agua destilada 23.5mL
CaCl;0.02% 0.98¢g

Mezclar los componentes y almacenar en una botella de vidrio ambar.



V. Determinacion de triglicéridos

SPINREACT

ce | TRIGLYCERIDES |

Trigliceridos
GPO-PQOD. Enzimético colorimétrico

Determinacién cuantitativa de triglicéridos
VD

Corservara 2-8°C

PRINCIPIO DEL METODO

Los n con (LPL) iberan giicercl y
percreng grascs lbees. El gloernl es dosfordlado por glicerciiosfato
deshidrogenasa (GPO) y ATP en presenda ce glicercl quinasa (GK) para
produdr glicarcl-3-fosfo (G3P) y adenscsing-5-cifosfatlo (ADP) €I G3P
s convertido 8 citicroxiacalons fostao (DAP) y perdxido de

perdnido co hirogeno (H;0;) con 4
(4-AF) ¥y p por la

{PCO) cando

anlmrmOH;O—-G:‘-uGltomlokmsgmoslw
Gloeral + ATE . CUONTL US| s, ane
GIP+ 0 —nDAP HO;
/0, + 405 + p.Cloegtenat 22, Guinona « H0
q@m&aww:l‘:msgg‘nm'lglaumm' o

J Lo

SIGNIFICADO CUNICO
Los trigloéridos son grasas que saministran energla a ka céula.

Al igasl que el colestercl, son transportadas 8 ks Glluas ol srganisms
par ks Ipoprotainas en ls sangre,

Uns duta aks en grasas salutadss O carbohidrsncs puede deve ks
nvens de trighchridas.
Su es

Diversas colencias, como
bitar) o

clertas cmrasis,

dnbctns melitus, pueden estar asociadas con su clevacion®®’
dinko debe tenkendo en cuenta todos los datos

dlncol y d6 laboratoro,

REACTIVOS

Rt
T;

GOOD pH75

Ligopeotnr bass (LPL)

Rr2 Gicoenl-J-aoxdasa (GPO)
Enzimas Peridasa (POD)
4 - Amincphenaeore (4-AF)
AP
[TRGLYCIRIDNS CAL | P Ts
PREPARACION

Reactivo de trabajo (RT) Disobver { -» |} el contenido de un val de R 2
Enzimas en un asco de R 1 Tampén.

Ret: 1001310 Reactivo de trabajo (RT): Reconstiulr { -» ) el contenido de
wn vigl o R 2 Erzivas on 10 =l o R ¢ Tampén,

Tapar y mezdar suavemente hasta disolver 5u contenido.
RT Estabildad: 6 semanas en nevera (2.8°C) o una semana a 1525°C.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

Todos ks comporwnies del Kt 300 estabins, hasta b fecha e caducidad
noicacs en ks stguets, cuands se manmeren Ios frascos bien osrados &
2-8°C, protegdos e 18 L2 ¥ 56 evita U oontaminaciin

No usar reactives fuera de la fecha Indcada.
TRIGLYCERIDES CAL

Una vez abierto, es estable 1 mes sl se mantienen bas viales bien cerados
2 2.8°C, protogidos de la Uz y se evia su contaminacin.

de de los
- Prassccis co particuas y lurbider
Atsortanca (A) dsl Banco & 505 nm > 0,14

MATERIAL

- Espectrofoidmeto 0 analizador para locturas a 505 nm.
Cubdlnsu wunﬂnpnsou!uz
- Eqap o habnal de

MUESTRAS

Suero y plasma heparnizaco o EOTA . Estabilicad de ' muestra: 5 das
az28C

3. Plpetear en una outeta:

Banco Patrdn Muestra
RT (=) 1.0 1.0 1.0
Patrén " (1) . 10 =
Muestra (1) - - 0

4. Mezxclr ¢ incudar 5 mnutos a 37°C o 10 min. a temperatra ambiente.
5. Leer la absorbancia (A) del Pavon y la muestra, frente ol Blanco de
reactivo. E color es estable como minimo 30 minutos.

CALCULOS
(A)Muestra
(A)Patrén

Factor de corversién: ma'dl x 0,0113 = mmallL.

CONTROL DE CALIDAD

Es comenriens analizar jurio con B8 masiras suers control valoacos
SPINTROL H Norma! y Patoldges (Ref. 1002120 y 1002210)

Si los vakres halacos s encosiran faers del rango de lokeancis, revise ol
Instrumento, los reactvos y ol calibrador.

Caca laboratorio debe disponer su propio Control de Caldad y establecer
correcciones en el caso de que kos controles no cumplan con las tolerandas.

VALORES DE REFERENCIA

Homres: 40 « 160 mglaL

Mufeores: ~ 165 mglaL
Estos valones 500 33
establoscs v propics valons de relerancs,

CARACTERISTICAS DEL METODO

Ravge de medice. Desde o Amiy 0o deleccidn de 0,7 molol. husts of Amite do
fewaticlad do 1000 mgiel,

Si la conomiracidn s superior 8l limite de lrwalicad, diur 8 muestra 12 on
Wymuiplwdmmrmw2

x 200 (Corve, Patrdin) « mgidl de righichridas on b munstes

que  cads 0

Ireasnem (e20) | | Intersecs (n=20)
Mecia {mgidi) | 178 P 18 215
So 0,67 054 217 291
CV %) 060 | 043 183 | 136 |
Sansibicled sralica: 1 mgidl « 0,0012 A
Eualud Los macives SPINREACT (y) o e SERT
sGr Cusrdo 38 pa camerciaks (x)
Los Madas obi <on 50 Mcnbo i

Coeficienie de correlacin {r): 0,996,

Eouackdn ce la rocta de regresidec y= 1,00k + 0,0743.

Las caraclerisicas del método pueden variar segdn el analizador utilzaco.

INTERFERENCIAS

No se han cbservado hlwemm con blirubing hasta 170 ymoll y

hamaglobin hasta 10 gL*

Se han descrito varias drogas y ores substancias que nterferen en la
nacon de los trigl

NOTAS

1. Lacalbractn con ¢l Fatrén acuoso puede dar lugar a emores sistematcos
on mélodos smmaticos. En este caso, 36 recomenda uliizar calbesdores
shricos

2. Ussr puntss de piosta cesechabbs impias pars s cispensaciin
3. SPINREACT dispone de in i para b aplicacién de
este en
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VL.

Determinacion de colesterol

SPINREACT

C€ CHOLESTEROL

Colesterol

CHOD-POD. Enzimatico colorimétrico

Determinacion cuantitativa de colesterol

5 Leer la absorbancia (A) del Palran y la muestra, frante & Blanco de

IvD roactive, El color es estable coma minimo 60 minutos,
Corservara 2-5°C CALCULOS
(AN uestra
PRINCIPIO DEL MET00O A—mxmm Patrde) « mgld de calesters en o mussien
Bl colustercl preseme o0 la mussts ofigng un compuesto cokresdo (A)
38gUn i reaccion sigunte Factor de conversién: mgldl x 0,0258= mmaliL.
Estoros coestorni « H,0 —Z s Calesterol + Acides grascs CONTROL DE CALIDAD
00 Es conveniente analizar junto con las muesiras sueros control valoradas:
Colosterci + 0 0, 4.Calostencna + H,0, SPINTROL H Normal y Patoldgico (Ref. 1002120 y 1002210).
POD . Silos valores halacos se encoentran fuera del rango ce tolerancia, revisar
2HO, +Fondl + 4 azens <4HO o instrumento, ios reactivos y o calibrador.
Le intensidad del color & ionsl 8 I8 cor o0 ge  ©8da laboratario debe cisponer su propio Conval de Caidad y establece’
colestercl prosents en ls mussira maysaa" coer en o caso de que los conlroles no cumplan con las
tderancias.
SIGNIFICADO CLINICO
El comsterol o8 uns Sustanca grasa presents en todas les cobdas del Zc:oaes :REFERE'CIA
agansma B Wgado produce ralurdmee lodo el colested que uacion el riesga®
nocesita para formar las membeanas coulares y producr cletas Mencs de 200 malal Nermal
nhormonas. La determinacen dol colesterdl €5 uno o ks herramientas  200-239 mp/dl mﬂd"
mas para o y de las ipemas. 1 240 omds _
aumento del nivel de, coesteral 05 unc de lcs prncipales factores ce  Estos valores son or Es que cada laboratorio
m:go cardovascdar” ES1ANEITCA SUS PIOPIOS VADNeS 60 refarencia
clinco m on cuenta todos ks dates
d,nmy o leborstod CARACTERIGTICAS OEL METO00 _
ango de medida: Desde o (mite de datoccidn de 0,6 mgldl hasta el Amite
REACTIVOS de naaidad de 600 mgidl.,
A1 PPES DHES 0 mmaoll S la concentracion es superior al imite de linealidad, dilur & muestra 42
 Tampon | Fengl 26 mmol, | con CiNa 9 gl y multiplcar el résuitado final por 2.
Colasiardl esterasa (CHE) o0uL| Precsin:
R2 Colestard oxidasa (CHOD) 300U Intraserie (n=20) | | Intersenie (n=20)
Enzmas | Peroxidasa (POO) 125Ul Media (mgict) | 90,7 06 80,4 301
4 - Amnfenazona (4-AF) 0.4 mmolil S0 064 3,30 1,12 2,30 |
Patrén pmario acwso de Coksierol 200 CV (%} 071 1,08 1,24 0,76
CHOLESTEROL CAL maid, = TmgidL = 0,002 A,
Exacttod: Los reactvos SPINREACT (y) no muestran diferencas
PREPARACION

Reactivo de rabao (RT): Disolver { -» ) el contenidode un vialde R 2
Enzimas an 1 frasco de R 1 Tampdn

Tapar y mezclar suavernente hasta disoiver su contenco.

Estadlidac (RT): £ meses en nevera (2-8°C) 0 40 dias 15.25°C.
Mantener protegido de la luz

CONSERVACION ¥ ESTABILIDAD
Toros o8 componentss cel kit son esiables hasta la fecha de
caducdad indicada en la etigueta, cuanco se mantienen los frascos
bien cerados a 2-8°C, protegicos de la wz y se evita sy
COMAmINaCion. No usar reactivos fuera ca & fecha indicada,
de de los

- Presancia ce panticulas y rtidez.

Absorbancia (A) del Blanco a 505 nm =01,

MATERIAL AWIONAL

| para echras a S05 nm (500-550)
Cwulnsne10cmupmdulu
de

- W
MUESTRAS

Suero o plasma’” Estabildad de la muestra 7 ¢ias a 2-8°C y varios
meses s se mantiene la muestra congelada (-20°C).

PROCEDIMIBITO

Condciones del ensayo:

Longituos de onca: .. ... ... 505 nm (500-550)

Cubsta, . " ceeiiineeonw 1 oM paso de hz

Temperatura . .. ...oieiiiiiaiieaa AT°C 115-26°C
2. Austar e espectrofotémetro a cero frente a agua destilada.
3. Ppatear en una cubetx

Blanco Pavin A

RT (mi) 10 10 10
Patran "1 1) - 10 =
Muestra (uL) - - 10
4. Mezdar e incubar § minutos a 37°C 6 10 mn. a temperatura

ambienta

sistemdticas  signfcativas cuando se comparan con otros reactvos
comarciales (x).

Laos result con 50
Ceeficiente de correiacion (r): 0,895,
Ecuacion ce ia recta de regresion y= 1,004x - 0.931,

Las caracterisicss del minodo pueden variar segin ol analizador liizado

INTERFERENCIAS

No se han cbservado i las ce
bilirubina hasta 10 mgidL ™.

Se han descrito varias drogu y ofras substancas que interfieren en la
determnadién del Colesteral .

NOTAS

1. CHOLESTEROL CAL: Ocbido a la naturaleza del producto, es
sconaaable Alo CON SUMO CUCRI0 ya Que S& puede Contaming’
con faclidad.

fueron los siguenes:

- hasta & gL y

2. LCF(Lipi Clearing Faciov] esta integracto en & reactive
3 La calbteacidn con & Pavin acuoso puede dar lugar 8 ermores
sistemdticos en métodas automdticas. En este casc, se recomenda
wilizar calbradores séncos.
4 Usar wmo g0 pipata desechables limpias para su dispensacian
5 SPINREACT de para la
licacién de este fvo an
GIBI.IOGRAFIA
Noto M K. Chowsterol. Kapian A ot al, Qin Chem The C.V. Masty Co St Lous
Toromo. Princeton 1954, 1494-11206 and 437.
2. Moatin F.oet ol The 4 amirogt C 5
System, Cin Cham 1678; 24 (l?) 2!6! -2165
3. Vouny DS. Efects of drugs on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC Press, 1995
4. Young DS Eftects of dseass on Qisical Lab, Tests, 4th ed AACC 2001
5. Burtis A et al. Tiewz Texbock of Cinical Cramistry, 300 ed AACC 1993
L Tietz N'W ot al. Cincal Gade 1o Laboratory Tests, Sed ed AACC 1585
PRESENTACION
Ref: 1001090 R1, R2 (U0 k10 x50 mi, CAL 1 x5 mL
Ref: 1004091 IE] R1, R2 (U0} 10 x20 mi, CAL 1 x5 mlL
Ref: 1007082 R1,R2 (Uoydx125mL, CAL- 1 xS mL
Ref: 1004093 R1, R2 (Uo.}:4 x 250 mL. CAL 1 x5 mL

BSIS11-E  Z10en1
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VII.

Determinacion de colesterol-LDL

ce [ towo |

Colesterol LDL

Enzimaético colorimétrico. Liquido

Determinacién cuantitativa de colesterol LDL

2. Ajustar ol 8spectrofoldmeyo & caro frente a agua destiada

VD 3. Fipetear en Wwbos 0@ ensays:
Banco Parén Muesra
Conservara 2-8°C R1 (L) ac0 300 300
PRINCIPIO DEL METCOO Patrdn (ul} - 4 -
Dac-nnaedn dirncta del LD [colnwa co lpoproteiras de baja Muoesya (L) - - 4
) sin ided de pe O cotrfugado de ks muestra
Lo determincion 3a realiza e 9% pasas: ; m’:‘:‘“’““’smhnm
-1 Elminscién de ipoproteinas no-LDL
Esteres colesterd —E, Colestarol + Acidos grasos [r2pu) | 100 | 00 ]
" G900 40 6. Mezclar @ incubar 5 minutos a 37°C,
Cole *0, w; " estencns + H,0, 7. Leorla sbsarbancia (A), “rente al Blanco de reactivo.
asn
2H,0, = 24040, CALCULOS
- 2% Medicide de LDL: (A)Munstra
P - gL de LOL la=
e o CHE | o tesstored + Ach o 03 x Conc. Patrén « mgidl de LOL cokstorol en la muestra
Colustarc + O, G0 | 4 Colestencns + H,O, Factor do conveesitn: T%&{L-l :)dgz:zea: il
Poo noni CONTROL DE CALIDAD
TOOS + 4 e 4
ZH,0,+ " AR » Quincairing ¢ H,0 Es conveniente analizar jurto con las muestras suercs contral valorados:
La del color €5 prop a2l ala v de  SPINTROL H Normal y Patcldgco (Ref. 1002120 y 1002210)
Lt o la muest Sl ks valcres halades se encuemran fuera dol rango de tolerancia, se cebe
rovisar los Instrumentos, o6 reactives y la calbracién.
SIGNIFICADO CLINICO Cada lmm debe disponer su propio Control de Calidac y nqnblecu
Los particdas de LDLe son lpoprateings que P Ll o ol caso de que los controles ro Cumplan con Les lowranciss,
s ctlulas. Niveles elevades de colesteral LOL son un factor de nnoodo VALORES DE REFERENCIA'
de enfor 30 se le cenomina
“colesterd malo”. Nveles akos ce colostercl LOL " aztén rolacionados con Ovamo Lty
obesicad, diabetes y nefross* Moderadamente sto 430-160 mgidL
3] dinco cebe o canta odos los ditos » 160 mgidL
dlinicos y de laborstorio Estos viores 300 of Es ble que ceds wborstoro
REACTIVOS estitlnocs 5 propiss vlores ce referenc
PPPES pH7,0 (20°C) S0 mmalL CARACTERISTICAS DEL MET00O
a1 Cosiors esleram (CHE) o Rango de mecide: Desde o imite g ceteccidn 7 molel hasta el kmite ds
s b édasa (CHOD) ;oono.n Anoaldad 1000 mg/dL. Si la concentracian de la muestna os superior al imise de
N-E5-N-{2-2idr 0. 3. stlopropil)-3- 2 mmolL I;:edo.c diui 1/2 con CiNe 9 9L y multipicar o resultado fral por 2
metilaniina (TOOS; acisidn
Rz PPESpHT.0 S0 mmoliL Intraserie (n= 20} Intersere (n= 20)
Erzimes 4 - Amisomrtplera (4-AA) & mmoliL T
Percwidasa (POO) 26 KUL Nectia (mgidl) 5 086 | 1776 98 53 | 27
HDLoLDLe CAL | Patrdn. Scero humano |olizado
SO 044 @ 105 193 248 333 | 383
PRECAUCICNES : 3 3 2 13
HDLOLDLe CAL: Todos ks componentes de ofigen humand han resiado se oV (%) 962 ] 096 =) 28 |22 L
mommwndmomnms.”ﬂ\lyhvadn'd-mv(lm&\ [ G COn oS e Lo o SPINREACT (y) no musstran
como cifs 8% 38 4 sy cusndo se P con olros
comersakes (x),

TRAZABI.IDAD Lmnwu-wamonmwu\ucﬂ
Protocolo del Mitoco ce Dwwkackdn US National Reforercs System

PREPARACION

R1yR2 Listos pars su uso

HDLoLDLe CAL: Roconstitul o contenido de un val con 1 mL de agua
destiada. Tapar el vial y mezdar suavemente hasta dsolver su contenido.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

Todos ks P e ced kRt son dus hasta s focha de caducidad
ndicada on la eticuets del v, caando se mantieeen ks viades bien
cerrados a 2.8°C, protegdos de la uz y se evita la contaminacion.

R 1yR2 Una voz abiertos 5on estables £ semanas a 2.8°C.
HOLeADLe CAL: Una vez reconstitudo es estable 2 semanaa a 28°C o3
meses a -Z0°C. No usar reactivos fuera ce la focha indicada.

Los resultadas cblendos con S4 muestrss fueron los sigusntes
Coeficierte ce rogresion (r): 0,99,

» de la rocta de reg y= 0.9634x + 535
Las caracteristicas del método puoden varar segin e analizador utitzade.
INTERFERENCIAS
No corc de achdo hasta 50 mgldL, hemoglotina

hasta 500 mg'cL, bikrubina hasta 30 mQ/cl, factores reumatcides hasta 1000
UL y muestras lipémicas hasta 1200 mp'dl

Muestras Ipémicas con concontrackin de trighoéricos mayor a 1200 mgidl, se
cebon dlur 110 con CNe § gL y mulliglicar el resultado fnal per 10

NOTAS

P de los SPINREACT de para la de este
Prasenca do paticdas v lurbidez. L]
MATERIAL ADICIONAL 'HJOORAFIA
© analzador para lecturas a 600 nm. Kagian A of & Lpoxcuies. Ciy Chem The CV. Messy Co. 5t Loss. Toon. Precein
-Cmdui,oandnpmdou 1084, 674577
- Eani hobtuel de 2 Ocads M et sl Lowdessty Saspesber chofestend can be chemicaly masscses . Lab. Cha.
QAp Nad. 1603; 132, 195201
MUESTRAS 3 :“: Emzrmmmmlku-:: ‘..‘NCNZ-@ s
< S0ase 00 Chncal o8, &N 08 AMOC 1
Suero: Procesar i muestra Wn doMOM. EVEI 12 CONGENCEN ¥ 5  putesetsl Tute Tatboon of Clres Charity 3 of AACE 1500
descongelacion repetida de ia muestra. 6 Ttz NW et el Clivica Guico 1 Labotnory Tesw, 3 od AACE 5566,
Estabildac: 7 das a 2-8°C.
:“%ﬂ"m“ ) Ret 41023 (o | SEEEEER
. a0 RZ 1x10ml
Longituc de onca: ., B00 (590-700) nen - CAL: 1ximL
Cubetar. ... ..t 1cmpnsodeluz
Tenperatura .. . . . .3T°C

BSISS1-E  zaven1
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VIIL.

Determinacion de colesterol-HDL

ce [ e |

Colesterol HDL

Reactivo precipitante

o
Corgervara 2-8°C

PRINCIPIO DEL METODO

Las lipoproteinas de muy Deja censicad lVLDk) ¥ bq;a mmu
(LOL) del suero o plasma, se precp

presencia ce lones rmlummo Ym su mmfmnndﬂ el
sobrenadanta claro I inas de alta i
{HDL) 56 emples para determinar el caestercl HOL 7.

Zlamnclmo cLinico
|

de alta d
(MDL) a se buena®, ya que niveles
alevados es1an relacionados COn LN MENC MESQ0 CArtIoVAsCUar,

Un nivel bajo de colestercl HOL es considerado uno de los principales
fi de riesgo car dar .

El diagnostico clinico debe reaizarse teniends en cuenta todos 10s
datos clinicas y ce iaboratorio.

por s lp

REACTIVOS
R Acido fesfoingstco 4 mmoll
 Reacivo preciphante | Clorure magnésco 2 mmal,
Opcional J— Rl 1001002
PRECAUCIONES

Carresive (C) RIS Provoca quamaduras graves

PREPARACION
Elroactivo esti 1510 para su uso,

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

Tosos los componentes el kit son estables hasia la fecha de
caducdad indicada en la etiqueta del vial, cuando se mantienen s
viales bien cerados a 2.8°C. prolegides de la bz y se ovita la
COMBMINACIHN CLranie su uso,

No usar reactves fuera de la fecha incicada.

Indicadores de deterloro de los reactivos:

- Presancia de panicuas y horbidez,

IIATE.RIAL AWIONAL

elro o para lecturas a 805 nm (500.850).
Cwelae de10cm oepm a0 luz,
- Equipamiento habitual de laboratorio.

MUESTRAS

Suero o plasma’.

No ulizar muestas hemolzadas. Separar of suero de los hemates
io antes pasible,

Estadlidac de la muesyx 7 dlas a 2.8°C.

PROCEDIMIENTO
Pmlpn-:lan Rt
DMW an hubos de CWN\QIO
L) 100 |
Muulra mi) 10

2. Mezdar y dejar reposar 10 mmulos a tompemuva ambiane,
3. Centrifugar 20 mn a 4000 rp.m. 6 2 min a 12000 ro.m.
4, Recoger el sobrenadante y determinas el HOL Coksterol

Ensayo
Proceder sagin 1o ind
reactivo de Colesteral

cALcuLocs
- Con Caibeador:

(—iﬁ)c;mx (Conc. Calbracor) = mgldL MOLc en la muestra

an las instr

de trabajo del

- Con Factor:
Acss e Muestra x 320 = mg/dl HOLC en la muestra
Acas s Muestra x 475 = mp/dl HCLc en la muestra

Célculo LDL-colesterol
Se calcula medante la férmula ce Frodewald
Tnglicéridos
WLc =C ol total - HOL
5
CONTROL DE CALIDAD

Proceder segin ko indicado en las instrucciones ce trabajo del reactivo de
Colesterdl,

VALORES DE REFERENCIA’
HOL-coestarol:
Hombees Mueres
Riesgo menor > 58 mgldL > 65 moldL
Resgo normal  35-55 mglol 45-65 mp'dl.
Riesgo clevado <35 mgldlL <45 mgldL
LDL-coesterol
Valcres saospechosos a partir de 180 mgidL
Valores elevados a partic e 150 mg'al.

Estos vakwres 300 arientaivos, €3 recomendable que cada laboratonio
establezca sus propics valores ce referencia.

CARACTERISTICAS DEL METODO

Rango de medida: Desde & Imte do deteccion ce 1,57 moldl hasta el
limie de linealidad de 275 mgiol.

Si la concentracién es superior al imite ce linealidad, dilur ia muestra 12
con CINa 9 g/l y mudtiplicar el resultado final por 2,

Procigion:
Intrasadie (n=20] | | Intersadie (n=20)
Media (mgicl) | 758 | 339 | [ 952 | 182
SR 089 .85 .59 3.04
CV (%) 118 51 g2 | e
Sensibilidad analitica: 1 mgicl = 00015 A,

Exactitud: Los reactives SPINREACT (y) no muestran diferencias
sistematicas  SiQNfcalivas cuands S8 COMPAraNn Ccon OGS reactivas
cnmm:lals (%)

Losr ¢on 50
Coelicenie da corraiacion (7). 0,99
Ecuacitn ce ka recta de rogresion: y=0,5644x - 1,2346.

Las caraclerisicas del miodo pueden variar segin el analizador Wtiizado,

INTERFERENCIAS

No se han observaco merferencias con trigicéncos hasta 4 gL .

Se han descrito varias drogas y olras subSIANcas que indedfieren en la
determinacicn del Colesteral HOL"

NOTAS
El procadimianto de pracipitacian tambian se puede realzar usando |a
mitac del volumen del reactivo y muestra.

2. La calbracdn con of Pavén acwoso puede dar lugar o errores
SisteMAticos en mAtodes sutomaticos. En este £aso, s recomiends
wilizar calbradores sénces.

fueron 1os siguenies:

3. SPINREACT de para la
licacién de este ivo en

BIBLIOGRAFIA
Nato M X Hghcasaly Mopeotar (ML) cholastercl Kaplen A of & O Chere The CV.
Mosy Co. ST Louw's. Tonom, Ponceron 1984, 13071213 ang 457
Grove 7 M Sfec! of saagere pH on of ML G oy -
Soaues ANOSS-TAGOOsAN G Cheee 7579, 2§

Young DS Efecs of ghugs on Chvcal Lab. Tesw, &n od AACC Pross, 7555
Young DS Sach of dasme on Ciracal Lad. Teats, 4% e AACC 2001,
Bums A ot al ez Tanmook of Choce Chamistry, S0 o ALCC 1966
Ttz N W ot o Owvica) Gunae 1o Labonatory Toss. 3 od AACT 7596

B Ae N

PRESENTACION

Ref: 1001085 RiaxSml

BSIS12.E  ZB0EM1

SPINACACT S A/S AU Crm Serts Coorra, T E-17178 SANT ESTEVE DE 8AS G0 SPAN
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IX.

Determinacion de fosfolipidos

SPINREACT Ce€ | PHOSPHOLIPIDS |
Fosfolipidos

CHO-POD. Enzimético colorimétrico

Determinacion cuantitativa de fosfolipidos Banco Pairtn Nunsts

o RT (mL) 10 10 10
Palrén 0 () - 10 -

Consenara 28°C Mucstm GL] - - e

PRINCIFIO DEL METODO
4. Mezclar e incubar 5 minutos a 37C
ipos hideoh fosfolpass liberads
::‘WN’ 0on ml"::::u::eou! (ch): 3!4;:0'0;;'\10 5 Leer la absorbancia (A) del patrée y la muestra, frente  Sanco de

simutares prodaccon de perdxido e Mdrigero, En pmsencs de reactivo. B color €3 estable como minimo 30 minuacs.
peroxidass (POD) ol peedaids de Mdrigens aoopla ala 4- CALCULOS
Aminofenazona (4AF) y al ciclorofencl formando una cquinonamina AWM
coloreada: B o %)—mnxaoocc«w. Eatrén) = mldL de featolpidos en I muestra
Fostalipidas + 4.0 — 20098 0, cjing « Acido fosfutides (A)Parin
Calina +20,+H,0 - Colre Oxidusa »Betaina «+2H.0, Factor de corveesién: mg'dl x 0,0120« mmalil.
2H.O, + &AF + Didorofencl -~ —)Qum~m:0 CONTROL DE CALIDAD
i g,a oolor T ala ¥ de  E% i Sralizar jUnts 0N 185 MURSITES SUBICS DONNG! vEorados
lot!ollpdoe Droseees 0N B muestes gnm" SPINTROL H Normal y Patoldgico (Ref. 1002120 y 1002210)
Sl los valkores hallacos se encuentran fsera dof rango de folerancia, revisar ol
SIGNIFICADO CLINICO Instrumento, los reactivos y el calbrador.
Los fostalipidos son moléodas ipcizas que contionen fostatos. Caca labomatorio cebe cisponer su propo Control de Caldad y uhhluur
Su funckdn como mrponomo pﬂnwﬂl de las membeanas celulares hace  COMeCKiones en ol Gaso de que los o pan con las 3
(2 dotamets gy VALORES DE REFERENCIA’
Ls detenminecidn de fostolipidas en suoro es un indicador dinco
rpottacm pees el .,, col  higags, L8 contantraciin normal de fosfolpidos en suero s smiar & s valores del
S almate icaniciss obsiuch v | camsterol e, La relacidn emte colesters y fasfolipaios es 11,
B dinics St rmal ' on cuems 1odos ks daos  Cualquier cambio en ics valores del colestercl corresponde un cambio en los
clinkos ¥ de laboratoro. valcres de los fosfolipidos en @ misma direcckdn
Aduko: 125-276 mgidL.
REACTIVOS Estos valores son oriemtatvos. Es recomendabie que cada laboratorio
R1 TRIS pH 7,56 50 SSIEUNICH SUS PIORIos vakres g referancis
Tompda Siclomenct 218 CARACTERISTICAS DEL METODO
Fostalpasa D 400 UL Rargo de medits: Desds o fnie dv delaceidn e 2,54 mpldl hasta ol Amite do
R2 Colna axdasa (CHO) ZZ00 UL fowsicded ¢o 600 mgldl
Erzimas Peraxidasa (FOD) 3ECoO UL Sl la concentracén de la muestra es superior al imie de Incalcad, diulr 112 con
4. Amrcfenazona  (&AF) 1 mmaoiL CiNa 9 g'L y muRplcar el resuitado fnal por 2.
PHOSPHOLIPIDS CAL P*::m‘-omoo. ipidos 300 y
o Intraserie (n= 20)
PREPARACION (Meda (mgigl) | 121 22°
Resctive o tratajs (RT): Recorstir ( —» ) ol contanido de un visl de R 2 —c‘—ls% 22 2o
Ercimas en 10 mL de R 1 Tampdn. )] - ~
Tapar y mezciar suavemente hasta disciver su contenido. )
. X Senstivaed sasiics: 1 mgldl « 00014 A
Estabiicend el mactvo omaliuio: 3 seranas w0 i@ (28010 T Erpertu: Los macivas oh SPNREACT ro russian dienciss sslemitcas
Marherer prologido de I Az SGRINCHIES CUBNDO 3 COMPraN CON CINCS MACtvas comecales,
CONSERVACION ¥ ESTABILIDAD Las caractoristicas del mitodo pusden varis segun ol anslizacor Slzedo
Todos ks del kit son hasta @ ‘echa ce cadudidad
INTERFERENCIAS
raicaca cueta, enen los frascos cerrad
2.8°C, ,,::,:.d: e e i No s han obsenvada Interferencas con dcida ascortico, gucosa, bilrubna,
fuera de s fecha incikcaca. Acico Urica o hemoglobina, en concentracknes narmales’.
PHOSPHOLIPIDS CAL Se han descriio varas aogu y ctras sudstandas que Interfieren en
Uns voz abiono, s estable 1 mes si s mantnean ks vaks ben == ceterr de fosfoli o
# 2-8°C, protegeos de @ luz y 58 evits su contamnacion
de los NOTAS
- Presencia de particulas y turbidez. 1. La calbracién con el Patrén acucso puede dar lugar a crores sstematicos
- Atsortancis (A) del Blaws 8 505 am = 0,16 e mélodos automaticos. En este caso, w8 ierwda Wtilzae
SHrioos,
MATERIAL ADICIONAL 2. Usar puntis d6 pipets desechabks Impiss pars s dEparHACon.
- Especirololbmens & ansizador pars kolurss 8 505 rm 3. SPINREACT di o para s do
- Cubetas ce 1,0 cm de paso de L. este en
- Equipamiento hatitual de labormono.
BIBLIOGRAFIA
MUESTRAS 1. Nsto X N Lpes Kaglan A et al Cin Chem The CV. Mosty Co St Lous
Sumrs o plasma ;m Pn‘r:emﬂ I:H A18-015 ard S70-572
: 2. axayama M, ot al A new method for 3 of serum cholire-
Estabiidad de la moestra: 3 cias & 2-8°C containing phoshalipkds, Cin Chem 1907; ?aa 4 «wom
3. Young DS. Effects of crugs on Cirical Lad. Tests, 42 03 AACC Press, 1956.
PMCEDIHIBJTO 4. Young DS Effects of cisease on Clncal Lab, Tests. 4th od, AACC 2001
Candcicnes del ensayo: 5. Burtis A ot al. Tiez Textbook of Clrical Chamistry, 3nd o3, AACC 1969,
Longtud deonda: -~ 505 nm (£30.550) 6. TiezN W et al. Cinical Guide 1o Latortony Tests, 3rd ed. AACC 1095
Cudeta S -..1cm paso de hz
'I'ompomlura ........... arc PRESENTACION
2. Nush'olupommmacnmm:m destiada
3. Pipetesr on una cubets Ret 1001140 | m I 5x10mL
BSOTTH  E8.2002 @ SPNREACT,S A, Cita Sarta Cokvra, 7 E-1747 SANT ESTEVE DE BAS (G SPAIN
[~ Tal +34 072 63 (9 00 Fa +34 67260 00 60 o.mad SO Baoseect Lo
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X. Soluciones para electroforesis en geles de poliacrilamida para

lipoproteinas

Tris-N,N,N’,N -tetrametiletilenodiamina (TEMED)

Tris 36,69
TEMED 0,23 mL
HCI 1N 48mL

Agua destilada 200 mL

Disolver tris y TEMED en aproximadamente 100 mL de agua destilada. Adadir
HCI 1N y diluir a 200 mL con agua destilada. La solucion adquiere un pH 8,9. Conservar

en una botella ambar a 4 °C, esta solucion es estable durante 3 meses.

Tris-TEMED
Tris 598¢g
TEMED 0,46 mL
HCI 1N 48mL
Agua destilada 100 mL

Disolver el tris y TEMED en agua. Airadir HCI 1N vy diluir a 100 mL con agua
destilada. Conservar en una botella ambar a 4 °C, esta solucidon es estable durante 3

meses.

105



Acrilamida-bisacrilamida

Acrilamida 15¢
Bisacrilamida 049
Agua destilada 100 mL

Disolver acrilamida y bisacrilamida en agua y completar a 100 mL. Conservar en

una botella ambar a 4 °C, esta solucidn es estable durante 3 meses.

Acrilamida-bisacrilamida

Acrilamida 20g
Bisacrilamida 549
Agua destilada 200 mL

Disolver acrilamida y bisacrilamida en agua y diluir a 200 mL con agua.

Conservar en una botella ambar a 4 °C, esta solucién es estable durante 3 meses.

Sacarosa
Sacarosa 200 g
Agua destilada 500 mL

Disolver 200 g de sacarosa en agua Yy diluir a 500 mL con agua.
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Persulfato de amonio

Persulfato de
0,14 g
amonio
Agua destilada 100 mL

Disolver 0,14 g de persulfato amonico en agua y completar a 100 mL. Estable

durante una semana a 4°C en frasco ambar.

Solucion colorante

Rojo oleoso O 0,059

isopropanol 10 mL

Anadir 0,05 g de rojo oleoso O a 10 mL de isopropanol. Mezclar bien. Filtrar y

conservar en un frasco ambar. Estable un mes a temperatura ambiente.

Gel inferior al 3,85%
Mezclar las soluciones 1, 3y 7 a razén 1:1:2 (V/V). Preparar aproximadamente
1,2 mL por cada gel a separar. Antes de mezclar las soluciones dejar que a temperatura

ambiente.

Gel medio al 3,125%

Mezclar las soluciones 2, 4, 5 y 6 a razén de 1:2:1:4 (V/V), respectivamente.

Conservar en frasco ambar. Estable durante un mes a 4°C.
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Gel superior

AnRadir 8 volumenes de gel medio a 2 volumenes de solucion colorante. Mezclar

suavemente por inversion. Preparar este gel inmediatamente antes de su empleo.

Soluciéon tampén

Tris 69
Glicina 28,89
Agua destilada 1L

Disolver tris y 28,8 de glicina en aproximadamente 850 mL de agua. Si hace

falta, ajustar el pH a 8,3 con tris o con glicina. Diluir con agua destilada hasta 1 litro.

Preparacion de los geles en el soporte

En tubos 7 x 75 mm colocar los diferentes geles de acuerdo al siguiente

esquema:

|- Buffer de commlente
> 20uL muestra + 200 1 L gel sup
=3 | cm de gel medic

|—> 4.5 cm de gelint
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Xl. Determinacion de lipidos totales

SPINREACT

C€ TOTAL LIPIDS

Lipidos totales
Sulfo-fosfo vainillina. Colorimétrico

Determinacién cuantitativa de lipides totales
VD

Corservara 2-5°C

PRINCIPIO DEL METODO

Los lipidos insaturacas reaccanan con el Acids sufinon en caleme
oon foemacikdn de lones carbono.

En una segunda etapa, 48108, o0 presencia de fosfovainiling dan una
COOFACaN rosada,
Ln‘mmwmww”mmhmm
Vpisas ttales p 1 ena

SIGNIFICADO CLINICO

Los lipidos 500 cOMpuestos Organicos cuya funcidn mas impontante

o5 la de actuar como combustible.

Paseen un i por'a de
on 1 como teido adposo. Otras

funciones: scn consttuyenies de las membranas bloldgcas, forman

astnachras adposas protectoras 4o 108 Srgancs internos, y provean

COMPUESIOS IMPOtantes an |8 formaditn de diversas hormonss.

Gran parle del inleréds en o estudio del aumento de eslos

compuestos s8 debe & B corexidn entre hiperipemia y

anenoscienasis, dabetes y enfermedad cardiaca’ ",

6 Enfriar en bai'o de agua Iria y dosficar en cubetas:
Blanco Patrdn M
R (mL) 1.0 1.0 1,0
Hidrolizado muestra {14} - - 50
Hidraizado Calbeador (ul) - 80 -

7. Mezclar enérgicamente con ayuda de un agitador mecanico.
8. Incubar 15 minutos a 37°C,

9 learls (A) del yia tromie &1 Blanco
de reactivo. El color es estable como minma 1 hora.
CALCULOS

é‘)c‘fi‘b-&%x 750 (Cene. Cal.) =mgidL de lipidos totles en la muestra

CONTROL DE CALIDAD

E5 conveniene analizar junto con 138 muestras suers control valorados:
SPINTROL M Normal y Patoldgioo (Ref. 1002120 y 1002210).

Si los valores halados se encuentran fuera del rango de tolerancia, revisar
& instrumento, 06 reactivas y &l calibrador

Cada laboratorio debe disponer su propio Contral de Calidad y establecer
correcciones en el caso de que los conlroles no cumplan con s
IBFANCias

El diagrostico clinico debe realizarse teniendo en cuenta %odos 105 yALORES DE REFERENCIA'
datos clinioos y e B0orannio. Suarn o plasma;
REACTIVOS 450 - 800 mgidl
Estos valres son orentaivos. Es recomendable que cada iaboratorio
R Fosfovaniling 235 mmaolilL ESLANIRZCA SUS PFOPIoS valares de refenancia,
Patrén peimario acaso de CARACTERISTICAS DEL METODO
TOTAL LIPIDS CAL | i Tovaten 750 mai R,.,g.,d,m Desde el Amife de detocaitn de 7,7 mgidL hasta el limite
1 de 1500 moul.
Reactivo adicional: Acido sultiico pa. (S0.H;) Sl 18 concantracidn de |3 muestna es superior al limite de linealidad, diluir

PREPARACION
Reactivo y calbrador Iistos para su uso.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD
Todos los componentes del kit son estables, hasta &a focha de
caducidad indicada en |a edqueta del vial, cuando se mantienen los

viales bien a8 2-8°C, protegidos de 18 e y 58 evia su
contaminacisn.

No usar reactivos fuara de la fecha indcada

TOTAL LIPIDS CAL

Ura vez abierio, es estable 1 mes si se mantienen los viales bien
csnaooo @ 2—8'(: Pro%gIdes 4 1a Iz y 58 avia sy Contaminacion
riore de los reacti
Pmsanca de particulas y turbidez
Abscedbancia (A) del Blanco a 520 nen > 0,32,

MAT!RML ADICIONAL
- L] para kcras a 520 rm
OJboluuaioundeoosooauz
Eguiparmientio habtual de laberatono.

MUESTRAS

Suero o plasma’”.

Estabiicad do la muesya: Los ¥pidas 101ales son estables 24 n a
tempenatea ambients (15-25°C) ¢ 3 dias a 2-8°C.

PROCEDIMIENTO
1. Condciones del ensayo:
Longtuddeonda: ............ ... §20 (480-580) rm
Cubarta:, o o o 1 ¢m paso de luz
Tomperatura . ..o arc
2. Austar of espectrofotéenetro a cero frenle a agua destilada.
3. Pipetear en lubos de ensayo:
Blanco Patrdn Muestra
SO H; (ML) 25 25 25
Patrén " (L) - 100 -
M () - - 100

4. Mezcar endgicamente con ayuda de un agitader mecdnico.
5. Incubar 10 minuios en un bafto de agua hirviendo (100°C)

1/2 con CiNa § gL y multplicar of resultado final por 2.

Intrasene (n=20) | | Interserie (n= 20,
Mecia 555 919 | 583 919
S0 159 647 | | 762 587
CV (%) 287 0.70 | 1 78 0.63

Sensitiidad analtica: 1 mg/dL = 0,00066 A

Exaofiiag’ Los reactvos SPINREACT (y) no muestran  diferencas
sislematicas sgnificativas cuando se con olros  reacth
comerciales (x).

Las caractarisicas del mélodo pueden variar segin el analizador utikzado.

INTERFERENCIAS
Se han descrilo vanas drogas y oiras substancias que imerferen en la
determnacitn de los lipdos tolales™*

NOTAS
1. La caibeacdn con el Pavin acuose puede dar lugar @ emores

an En este caso, se recomenda
utilzar calbradores séncos.
2. Usar puntas de pipeta desechables lrnpha DAra su GispeNsacin,
3. SPINREACT di de parala
licacién de este Ivo en disti analizadores.
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Rel. 1001270 Con 2x150mL
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XIl. Soluciones para la determinacion de acidos grasos libres

Solucion de cobre

CU(NO3)2'2H20 4 g
Trietanolamina 12mL
Agua destilada 100 mL

Disolver el Cu(NOs3)2:2H,0 en 50 mL de agua destilada, afadir la trietanolamina

y aforar a 100 mL con agua destilada.

Solucién de cuprizona

Cuprizona 0,04 g
Isopropanol 12mL
Cloroformo 1mL

Disolver la cuprizona (acido 6xalico bis-(ciclohexilidenehidrazida)) en 1 mL de

cloroformo y aforar a 100 mL con isopropanol.

Solucion de amonio

Hidréxido de 20,4 mL
amonio 28.4 %
Agua destilada 100 mL

Colocar en un matraz de aforacion el hidroxido de amonio y aforar a 100 mL con

agua destilada.
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