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Resumen

El cadmio (Cd) es un metal nefrotéxico que causa dano celular a nivel del tibulo proximal
(TP); sin embargo, un estudio reciente realizado in vitro, sugiere que este metal puede ingre-
sar en el tubulo distal (TD) mediante la reabsorbcién del complejo cadmio-metalotioneina
(CAMT) y que el TD también podria ser blanco de su toxicidad. Por ello, nuestro objetivo
fue determinar si la exposicién a cadmio podria inducir dano sobre el TD en un modelo in
vivo de ratones expuestos a este metal.

Ratones macho de la linea C57BL/6J de entre 8-12 semanas de edad fueron administrados
intraperitonealmente con 0.38, 0.76, 1.53, 2.14, 2.75, 3, 3.98 y 6.13 mg Cd/kg/dia por 7 dias.
Se registro diariamente el peso de los animales y una vez finalizado el tratamiento, 24 horas
después se colectaron muestras de plasma y de tejido renal. Posteriormente, se determiné la
concentracion de creatinina plasmaética a través del método de Jaffé y la expresion tisular de
biomarcadores de dafo (nefrina y calbindina Daygg) por Western Blot.

De los 8 grupos de animales expuestos a cadmio, los grupos de 3.98 y 6.13 mg Cd/kg/dia
murieron antes de finalizar el tratamiento. El grupo administrado con 2.75 mg Cd/kg/dia
disminuyo significativamente su peso comparado contra el grupo control y el resto de los
grupos no mostro diferencia estadisticamente significativa comparado al grupo control. Con
respecto a los biomarcadores de dano renal, no se modificaron ni los niveles plasmaticos de
creatinina ni la expresién de nefrina, confirmando la ausencia de dano glomerular. Al evaluar
el biomarcador especifico de dano distal, calbindina Dogg, se pudo observar una disminucion
significativa a la dosis de 2.75 mg Cd/kg/dia con respecto al grupo control, evidenciando un
dano en el TD. En conclusién, la exposicién a 2.75 mg Cd/kg/dia durante 7 dias ocasioné

un dano en el TD de las nefronas de los ratones expuestos.



Estos resultados son de suma importancia ya que demuestran que el TD también puede
verse afectado por la exposicién a cadmio abriendo nuevas alternativas del modo de accion
de la exposicion a cadmio. Las alteraciones distales podrian tener consecuencias sobre la
regulacién fina de la homeostasis de cationes como el potasio o el calcio o en la regulacién de
la presién arterial a través de otro modo de accién accién como los receptores ATR1/2, por

ejemplo.



Abstract

Cadmium (Cd) as a metal known nephrotoxic agent, causing cellular damage at proximal
tubule level (PT); however, a recent study in vitro suggests that this metal can enter distal
tubules (DT) by reabsorbing the cadmium-metallothionein complex (CAMT) and that DT
could also be a target of its toxicity. Therefore, our objective was to determine if the exposure
to cadmium could induce damage to DT in a model of mice exposed to this metal.

Male mice of the strain C57BL / 6J between 8-12 weeks of age, were intraperitoneally
administered with 0.38, 0.76, 1.53, 2.14, 2.75, 3, 3.98 y 6.13 mg Cd/kg/day for 7 days. The
weight of the animals was recorded daily and once the treatment was finished, 24 hours later
plasma and kidney tissue samples were collected. Subsequently, plasma creatinine concentra-
tion was determined through the method of Jaffe and the protein expression of biomarkers
of kidney damage (nephrin and calbindin Dsgk ) were assessed by Western Blot.

Of the 8 groups of animals exposed to cadmium, the groups exposed to 3.98 and 6.13
mg Cd/kg/day died before ending the treatment. The group administered with 2.75 mg
Cd/kg/day significantly decreased their weight compared to the control group and the rest of
the groups did not showed statistically significant difference with respect to the control group.
Regarding the biomarkers of kidney damage, neither plasma creatinine levels nor nephrin
expression were modified, confirming the absence of glomerular damage. When evaluating
the specific biomarker of distal damage, calbindin Dogk, a significant decrease at the dose of
2.75 mg Cd/kg/day was observed compared with the control group, evidencing damage in
the DT. In conclusion, exposure to 2.75 mg Cd/kg/day for 7 days caused damage to the DT

of the nephrons of the exposed mice.
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These results are of importance because demonstrate that the DT can also be affected by
cadmium exposure. These distal alterations could have consequences on the fine regulation
of homeostasis of cations, such potassium or calcium, or on the regulation of blood pressure

through other mode of action as ATR1 / 2 receptors, for example.
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1. Introduccion
1.1. Cadmio

El cadmio es un metal que se encuentra de forma natural en la corteza terrestre, por lo
general, no se encuentra en el ambiente como un metal puro, sino como un mineral combinado
con otros elementos como el oxigeno (6xido de cadmio), el cloro (cloruro de cadmio) o el azufre
(sulfato o sulfuro de cadmio), siendo el cloruro y el sulfato las formas que més facilmente se
disuelven en agua.

El cadmio se puede obtener como subproducto de los concentrados de Zn?*, por medio
del reciclaje de pilas, desechos de aleaciones de Cd-Cu y en la industria es producido durante
la extraccién de otros metales como Pb** y Cu?t [3].

Generalmente el cadmio se presenta en el ambiente en concentraciones bajas, sin embar-
go, la actividad humana ha hecho que estos niveles incrementen. La exposicion a cadmio
ocurre por la actividad volcanica, consumo de tabaco, incineracién de basura municipal (es-
pecialmente plasticos y baterias), fabricacién y uso de fertilizantes, ingesta de alimentos
contaminados con este metal, etc [32].

Uno de los problemas ambientales que se presentan en las zonas urbanas como la Ciudad
de México es la contaminacién debida a metales toxicos como el cadmio. Estos metales se
encuentran distribuidos en el aire, el suelo y el agua, sin embargo, en zonas urbanas, las
principales fuentes de exposicion la presentan los metales asociados a las particulas. Las
particulas pueden presentarse como: aerosoles, polvos depositados en las calles, avenidas y
estacionamientos.

Un estudio realizado por Flores y colaboradores (2002) reporté concentraciones elevadas
de cadmio (0.33 - 4.65 mg/kg) en polvos de la calle de las alcaldias Azcapotzalco, Venustiano
Carranza y Cuauhtémoc. De igual manera, en otras ciudades del mundo se han reportado

diferentes concentraciones de cadmio en el polvo de las calles (Tabla. 1.1) [17].



Pais Ciudad Cadmio(mg/kg) Referencia

México CDMX 0.33 - 4.65 Flores y cols., 2002
Francia Burdeos 4.8 Colandini y cols., 1995

Noruega Oslo 14 De Miguel y cols., 1997
Suecia Lulea 0.23 Viklander,1998

Tabla 1.1. Concentracién (mg/kg) de cadmio en polvos de la calle reportados para distintos
paises [17].

En un estudio llevado a cabo entre mayo y junio de 2009 en la Ciudad de México, se
encontré que la concentracién de cadmio en PMq fue de 37.2 ng/m?® y en PM, 5 fue de 35.7

ng/m? [25].

1.1.1. Efectos a la salud

El cadmio esta clasificado como carcinogeno humano y ejerce efectos téxicos sobre un
gran numero de sistemas: esquelético, nervioso central, hepatico, cardiovascular, respiratorio,
reproductivo y en el sistema urinario, del cual tiende acumularse en los rinones y puede llevar
a disfuncién tubular renal ya sea aguda o crénica [30, 33].

Las enfermedades del tibulo renal se caracterizan por alteraciones especificas de la funcién
tubular, sin disminucién primaria del filtrado glomerular (FG). La composicién del ultrafiltra-
do glomerular se modifica a su paso por los tubulos renales mediante complejos mecanismos
de reabsorcion y secrecién para su transformacion en orina. En la parte proximal de la nefro-
na, se produce la reabsorcion del mayor porcentaje de agua y solutos filtrados, mientras que
en la parte distal de la nefrona tiene lugar el ajuste final de la excrecién de estas sustancias,
de la osmolaridad urinaria y la regulacién del equilibrio acido-base.

Las tubulopatias se pueden clasificar en :

1) Simples y complejas, segin se altere uno o varios mecanismos de transporte tubular.

2) Primarias (congénitas) y secundarias (derivado de la exposicién a t6xicos o por enfer-
medades sistémicas).

Otra clasificacion 1til desde el punto de vista didactico es la que diferencia las anomalias

en 3 grupos segun la localizacién del dano en la nefrona (Tabla. 1.2) [19].



Zona de la nefrona afectada Enfermedad

Tubulo proximal Sindrome de Fanconi, acidosis tubular renal proximal,
glucosuria renal, aminoacidurias y cistinosis.
Asa de Henle Sindrome de Bartter y sindrome de Gitelman.
Tubulo distal Acidosis tubular renal distal, sindrome de Bartter,

acidosis tubular renal hipercaliémica y sindrome de Gitelman.

Tabla 1.2. Clasificacién de las tubulopatias segin la zona de la nefrona afectada [19].

A continuacion, se describen algunas de las enfermedades més representativas:

Sindrome de Toni-Debré-Fanconi (tubulopatia proximal)

Consiste en una disfuncién generalizada del tibulo proximal (TP) que determina aumento
de la excrecién urinaria de fosfato, bicarbonato, sodio, potasio, aminoacidos, proteinas de
bajo peso molecular y glucosa. Se manifiesta, por tanto, clinicamente como glucosuria con
poliuria, acidosis, deshidratacién, hipopotasemia, hipofosfatemia y debilidad muscular. De
acuerdo con su etiologia, este sindrome puede ser de origen genético o adquirido; ya sea por
trasplante renal, asociado a medicamentos (tetraciclinas, aminoglucésidos y dcido valproico)
y téxicos como los metales pesados entre los que encontramos al mercurio, uranio, plomo,
cadmio y platino [19].

Sindrome de Gitelman (tubulopatia distal)

El sindrome de Gitelman es una tubulopatia de herencia autosémica recesiva en el que
la alteracién fundamental se halla en el tuibulo distal, concretamente a nivel del cotranspor-
tador de Na-Cl sensible a tiazidas (NCC). Este sindrome se manifiesta clinicamente como
hipocalemia, hipocalciuria e hipomagnesemia y una presion arterial baja. Su diagnéstico pue-
de demorarse hasta la edad adulta, ya que los afectados pueden mantenerse asintomaticos

durante largos perfodos de tiempo [44].

1.1.2. Limites de exposicion

De acuerdo con la guia establecida por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) sobre
los limites de exposicién al cadmio, la ingesta oral diaria debe ser maximo de 35 ug, en el agua
de bebida debe ser méaximo de 3 ug/L y en el aire debe ser maximo de 5 ng/m?3 (promedio

anual)[77, 73, 74, 76]. En México, la NOM-127-SSA1-1994 establece que el limite maximo
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permisible de exposicion a cadmio a través del agua para uso y consumo humano es de 0.005
ppm mientras que para productos derivados del mar, la NOM-031-SSA1-1993 establece un
limite maximo permisible de 0.5 ppm [48, 50].

1.1.3. Toxicocinética y toxicodinamia

El cadmio puede ser absorbido por inhalacion, via oral o dérmica; sin embargo, se absorbe
con mayor eficiencia por los pulmones (25-60 %) que por el tracto gastrointestinal (5-10 %) y
la absorcion via dérmica es insignificante. Una vez en el organismo, este metal pasa al torrente
sanguineo formando complejos con diferentes proteinas como la albimina, la metalotioneina
(MT) y el glutation reducido (GSH), ya que tiene alta afinidad por los grupos sulfhidrilos de
las cisteinas [3]. Cabe destacar que el complejo cadmio-metalotioneina (CAMT) es la forma

predominante del cadmio en circulacién [22, 78].

El cadmio se distribuye ampliamente en el cuerpo (rifién, pulmones, huesos, intestino,
higado, péncreas y préstata), teniendo la mayor concentraciéon corporal en el higado y en
el rindén; lo cual es relativamente independiente de la ruta de exposicion. Ademas, las con-
centraciones de cadmio en ambos érganos son comparables después de una exposicion corta;
sin embargo, la concentracion en los rinones excede la concentracion en el higado tras la

exposicién prolongada, debido a la redistribucién higado-rinén (ver apartado 1.2) [3, 82].

El 1/, para el cadmio en el rinén humano es de 6-38 anos y el tiempo de vida media
biolégica en humanos es de 10-35 afios [3, 38]. En el ratén, el t;/o estimado para el cadmio
en el rinén tras una administracion subcutdanea de C'dCly es de 2.7 anos y de 1.1 anos tras

una administracion oral [45].

El cadmio no es metabolizado, siendo su forma iénica la que produce los efectos téxicos.
La principal ruta de excrecién del cadmio es la orina como complejo CAMT, aunque también
puede ser excretado en heces como cadmio- glutatién y en cabello y sudor como cadmio; cabe

mencionar que la excrecién del cadmio es limitada (<0.1%) [66, 75].
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1.2. Metalotioneina

Las metalotioneinas (MT) son una familia de proteinas con bajo peso molecular (6-7 kDa)
localizadas en el citoplasma, ricas en cisteinas, termoestables y ubicuas en los mamiferos. Las
MT son capaces de unirse con alta afinidad a una serie de cationes, incluyendo Zn?*, Cu?*,
Cd** y otros metales de transicién. Una molécula de apo-MT es capaz de unirse con 7-9
iones de C'd** o Zn?* y esta unién puede durar hasta 3 dfas. La afinidad de unién de las MT
a los iones metdlicos es dependiente del metal. Asi, la constante de afinidad estimada de la
MT para el Zn?* es de 10'° — 10'* M~ y para el Cd** es de 10* — 10'4M ~! mostrando que
el complejo CAMT tiene de 100-1000 veces mayor estabilidad que el complejo ZnMT. Estos
datos indican que metales con alta afinidad por la MT como el C'd** pueden desplazar al
Zn?T y otros metales con baja afinidad a partir del complejo metal-MT [58].

Las MT se encuentran en varios érganos como el higado, rinén, bazo, pancreas, testiculos,
pulmén, intestino, cerebro y corazén. Un estudio realizado por Waalkes y Klaassen reporto
los niveles de MT en varios 6rganos (pancreas, higado, intestino y el rinén) posterior a la
administraciéon de varios metales (Cd, Hg, Ni, Zn, Cr, Fe, Pb y Mn) encontrando que los
niveles de MT incrementaron notablemente después de la administracion de Zn y Cd en cada
uno de los 6rganos analizados [71].

Se han descrito cuatro isoformas de la MT: MT-1, MT-2, MT-3 y MT-4. Las MT-1 y 2
representan las formas mayoritarias que son inducibles por cadmio en varios 6rganos animales
incluyendo humanos. La MT-3 esta presente en el cerebro y en el tejido renal y no es inducible
por cadmio y la MT-4 es expresada en queratinocitos [14, 46, 52].

Debido a su peso molecular bajo, el complejo CAMT es filtrado a través del glomérulo
renal y reabsorbido en el tubulo proximal (TP) por endocitosis dependiente del receptor
megaCUBAM [53]. La degradacién de las MT se da principalmente en los lisosomas por la
accién proteolitica de las enzimas catepsina B y/o catepsina L, sin embargo, también se lleva
a cabo en el citosol por la accién de las proteasas solubles [58]. Al degradarse el complejo
CdMT en los lisosomas, el cadmio se libera de la MT y se transporta hacia el citosol a
través del transportador 1 de metales divalentes (DMT1); ya en citosol, el cadmio liberado

induce la sintesis de M'T y se une nuevamente a ella, formando asi, un ciclo que conduce a la



acumulacién de este metal en las células del TP (Figura. 1.1).

El cadmio en complejo no es toxico, mientras que el metal libre puede generar toxicidad

y es que a pesar de que el cadmio no puede donar o aceptar electrones, es decir, no puede

generar reacciones de 6xido-reduccion, favorece la formacién de especies reactivas de oxigeno

(ROS). Un mecanismo propuesto es el desplazamiento de iones metalicos esenciales tales como

Fe*t, Zn?T Ca*t de proteinas intracelulares como la MT y la ferritina, lo que conlleva, por

ejemplo, a un incremento en la concentracién citoplasmética de Fe?*, el cual puede causar

estrés oxidante debido a la producciéon de ROS a través de reacciones de Fenton [24, 52].

Ademas, el cadmio tiende acumularse en la mitocondria inhibiendo la cadena respiratoria,

resultando en la generacion de ROS con la subsecuente liberacién de citocromo C, causando la

activacion de caspasas y desencadenando la muerte celular [34]. También, el cadmio disminuye

la actividad de enzimas antioxidantes como la superdxido dismutasa y la catalasa [2].
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Figura 1.1. Toxicodinamia del cadmio [52].




1.2.1. Regulacion génica de la metalotioneina

Las MT son inducibles por una gran variedad de estimulos como los metales pesados, las
hormonas, citocinas, ROS, etc. La sintesis de las MT se regula por diversos elementos de
respuesta que se encuentran en la region promotora del gen que codifica para las diferentes
isoformas de la MT, dentro de estos elementos se incluyen: el elemento de respuesta a me-
tales (MRE), el elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE) y el elemento de respuesta

antioxidante (ARE) [58].

El Zn2* | pero no el cadmio, puede facilitar la unién del factor 1 de transcripcién re-
guladora de metales (MTF-1 ) al MRE, activando de esta manera la transcripcién del gen
para la MT. De manera general, el Zn?" se une a una apo-MTF-1 citoplasmética inactiva,
induciendo su fosforilacion y su posterior activacién. El complejo activado se transloca al
nucleo, donde se une al MRE y estimula la sintesis del mRNA para la MT. Palmiter su-
giri6 que MTF-1 es inactivado por el inhibidor de MTF-1 (MTI) y que el cadmio puede
activar a MTF-1 indirectamente, a través de la movilizacién del Zn?* a partir de almacenes

intracelulares (Figura. 1.2 ) [55].
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Figura 1.2. Regulacién génica de la metalotioneina [58|.



1.3. Anatomia y fisiologia renal

Los rinones son los érganos centrales que se encargan de mantener la homeostasis corporal
a través de la constante excrecion de los desechos metabdlicos, el exceso de agua y de solutos,
asi como de xenobidticos a través de la orina [67]. El agua filtrada y los solutos que todavia
son necesarios para el cuerpo son eficientemente reciclados a la circulacién por procesos de
reabsorcion en las secciones tubulares de las nefronas. Cerca de 180 L de filtrado primario
son generados cada dia para producir cerca de 1-3 L de orina; este dato indica que cerca del
99 % del agua de la orina primaria es reabsorbida a lo largo de las nefronas [7].

Los rinones son dos 6rganos retroperitoneales situados en la parte posterior del abdomen
a ambos lados de la columna vertebral. El peso de cada uno oscila entre 125-170 g en el
hombre y entre 115-155 g en la mujer. En el ser humano miden de 11-12 cm de longitud,
5-7.5 cm de anchura y de 2.5-3 cm de grosor; al igual que en la mayoria de los mamiferos, cada
rinén esta irrigado por una tnica arterial renal. Al hemiseccionar un rinén longitudinalmente
(Figura. 1.3), en la superficie de corte se pueden apreciar dos regiones distintas: una externa
pélida (corteza) y otra interna oscura (médula). En el ser humano, la médula se divide en
8-18 piramides renales, la base de cada una se sitia en el limite corticomedular y su vértice se
dirige hacia la pelvis renal, formando la papila. En la punta de cada papila se encuentran de
10 a 25 aberturas que representan los extremos distales de los tubos colectores (de Bellini).
A diferencia del rinén humano, la rata y otros animales de experimentacion poseen una sola
piramide renal, por lo que se les denomina monopapilar. Por lo demés, recuerdan al 6rgano
del ser humano en su aspecto macroscépico. Finalmente, los uréteres se originan en la porcion

inferior de la pelvis renal y desembocan en la vejiga [7].

1.3.1. Nefrona

La unidad funcional del rinén es la nefrona, donde se realizan tres procesos simultdneos y
continuos: filtracion glomerular, reabsorcién tubular y secrecién tubular. Cada rinén humano
contiene unas 0.2 - 1.8 £10° nefronas, lo que contrasta con las aproximadamente 2060 + 92
nefronas presentes en un rinén de ratén adulto C57BL/6J [47]. Los componentes esenciales

de la nefrona son (Figura. 1.3):
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Figura 1.3. Anatomia renal. (A) Esquema de la superficie de un rinén cortado longitudi-
nalmente. (B) Esquema de la nefrona. CCD, ducto colector cortical; CNT, tibulo conector;
CTAL, rama ascendente gruesa cortical; DCT, tibulo contorneado distal; IMCD;, porcién
inicial del ducto colector medular interno; I M C D;, porcién terminal del ducto colector me-
dular interno; MTAL, rama ascendente gruesa medular; OMCD, ducto colector medular
externo; PCT, tubulo contorneado proximal; PST, tibulo recto proximal; TL, rama delgada
del asa de Henle [7].



El glomérulo

Consta de una red capilar revestida por una fina capa de células endoteliales, células
mesangiales, podocitos en contacto con el espacio urinario [72] y la capa parietal de la cdpsula
de Bowman. El glomérulo es la unidad de filtracion del rinén, donde los capilares glomerulares
permiten el paso de una gran cantidad de agua (180 L/dfa en un rinén adulto) y solutos con
un peso molecular menor a 80 kDa, un tamano molecular menor a 42 dngstrom y con carga
(catiénicos > neutrales > anidnicos), conservando la mayoria de las proteinas dentro de la

circulacién [7, 67].

El tibulo proximal

Esta constituido de tres segmentos con morfologias diferentes, denominados S1, S2 y
S3. El segmento S1 es la porcién inicial del tibulo proximal (TP); comienza al terminar
el glomérulo y constituye aproximadamente dos tercios de la porcién contorneada; posee
un borde en cepillo y un sistema endocitico-lisosémico bien desarrollado que participa en
la reabsorcion y degradacién de las macromoléculas del ultrafiltrado. Ademds, cuenta con
mitocondrias alargadas distribuidas por las inmediaciones de la membrana plasmatica, una

disposicion caracteristica de los epitelios que intervienen en el transporte activo de los iones.

El segmento S2 consta del resto de la porciéon contorneada y de la parte inicial de la
porcién recta; su estructura es semejante a la del segmento S1, sin embargo, el borde en

cepillo es mas delgado.

El segmento S3 lo forma la parte restante del TP; ocupa la corteza interna profunda
y la banda externa de la médula externa; ain presenta borde en cepillo, pero el sistema

endocitico-lisosémico destaca menos que en los segmentos S1 y S2 [7].

Aproximadamente la mitad del ultrafiltrado se reabsorbe a este nivel, reabsorbiéndose
principalmente: Na*,Cl=, K+, Ca*", agua y solutos organicos como la glucosa y aminodci-
dos (aa) [11]. Hoy en dia, se acepta de forma casi unanime que la reabsorcién de numerosas
proteinas y polipéptidos en esta porcion proximal se encuentra mediada por megalina: cubi-

lina: amnionless (megaCUBAM), un receptor endocitico con multiples ligandos.

10



El asa de Henle

Se localiza en la médula interna del rinén; el epitelio de la rama descendente del asa
de Henle es permeable al agua pero apenas lo es al Na™, Cl~ y a la urea, esto permite la
extracciéon del agua del liquido tubular a medida que la rama desciende, en cambio, la rama

ascendente es altamente impermeable al agua pero muy permeable al Na™ y al Cl~ [7].

El tdbulo distal

Carece de un borde en cepillo bien desarrollado y del amplio sistema endocitico carac-
terfstico del tibulo proximal. El tibulo distal (TD) participa en la reabsorcién de Ca?* y

posee la mayor actividad de la Ca*t — Mg*" — AT Pasa de toda la nefrona [7].

El ducto colector

Se extiende desde el segmento conector en la corteza hasta la punta de la papila, pasando
por la médula externa e interna, donde los segmentos medulares internos terminan como
tubos colectores papilares o conductos de Bellini, que desembocan en la superficie de la
papila para formar el area cribosa; el ducto colector (DC) participa en la acidificacién de la
orina, la cual parece ser la funcién primordial de este segmento.

También, el DC es requerido para la reabsorcion de agua y generar pequenos volimenes

de orina concentrada “antidiuresis” preservando el agua corporal [7].
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1.3.2. Receptores para metalotioneina

Receptor 24p3

Al receptor 24p3 se le denomina NGAL-R/hLCN2-R en humanos y 24p3R/mLCN2-
R/rLCN2-R en ratén y rata. Pertenece a la familia de transportadores de iones orgénicos
SLC22 y es una proteina transmembranal con un peso molecular de 60 kDa involucrada en el
transporte de pequenas moléculas cargadas o polares. Usualmente consiste en 12 segmentos
transmembranales en forma de hélice organizados en 2 bloques de 6 segmentos transmem-
branales conectados por un loop intracelular, su dominio extracelular generalmente incluye
de 2-3 sitios de N-glicosilacion [8, 15].

Expresion y regulacién

En el ratén, el receptor 24p3 se expresa en el corazon, pulmén, higado, bazo, rindn,
estémago, intestino delgado, timo y testiculo [15]. En el rindn, el receptor 24p3 se expresa en
la membrana apical de las células epiteliales del TD y el DC, mientras que en el glomérulo y
en el TP no se expresa este receptor [41].

A pesar de que poco se sabe sobre la regulacién fisiolégica del receptor NGAL /24p3, parece
que existe una co-regulacién a la inversa entre el receptor 24p3 y su ligando (la proteina 24p3).
En este sentido, Betten y colaboradores reportan que en células IMCD (células derivadas de
la médula interna del ducto colector) bajo condiciones hiperosméticas (600 mosmol/L) como
las que se encuentran in vivo bajo condiciones fisiologicas, las células muestran una expresion
incrementada del receptor 24p3 mientras que la expresion de la proteina 24p3 se encuentra
disminuida. No obstante, cuando se producen cambios en la osmolaridad del medio (300
mosmol /L) o debido a la exposicién a lipopolisacéridos se incrementa la expresién de la
proteina 24p3 pero se disminuye la expresion del receptor 24p3, protegiendo de esta manera

a las células contra el dafio o muerte celular [5].
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Receptor MegaCUBAM

Megalina

Es una proteina transmembranal con un peso molecular de aproximadamente 517 kDa
que pertenece a la familia de los receptores de lipoproteinas de baja densidad. El receptor
consiste en un dominio citoplasmatico carboxilo terminal corto que tiene 2 secuencias aspa-
ragina - prolina - xaa - tirosina (Asn-Pro-xaa-Tyr), las cuales median la unién a proteinas
adaptadoras y la formacién de la vesicula endocitica (internalizacién mediada por clatrinas),
un solo dominio transmembranal y un dominio extracelular amino terminal que contiene 4
clisters ricos en cisteinas, los cuales constituyen las regiones de la union al ligando, sepa-
radas por dominios homdlogos a regiones del factor de crecimiento epidermal (EGF) entre
los cuales encontramos repeticiones con una secuencia consenso del tetrapéptido tirosina -
tript6fano - treonina - ac.aspartico (Tyr-Trp-Thr-Asp), responsables de la liberacién de li-
gandos, dependiente del pH. Algunos de los ligandos de este receptor son: proteinas unidas
a vitaminas, proteinas acarreadoras, lipoproteinas, hormonas, farmacos, toxinas, enzimas,

entre otros [12, 13].
Cubilina

Es una glicoproteina membranal periférica con un peso de aproximadamente 460 kDa. Su
dominio amino terminal contiene un sitio de palmitoilacién y una estructura « hélice anfipati-
ca, ambos contribuyen al anclaje del receptor en la membrana. La mayor parte del receptor
estd compuesto de dominios CUB (acrénimo para Clr/Cls, Uegf, y la proteina 1 morfogénica
dsea) los cuales estdn involucrados con la unién al ligando. Algunos de los ligandos de este
receptor son: proteinas acarreadoras, proteinas de unién a vitaminas y lipoproteinas [12, 13].

Amnionless

Amnionless (AMN) es una proteina transmembranal cuyo peso molecular es de 45 kDa,
esta proteina interactia con las regiones repetidas del factor de crecimiento epidérmico (EGF)
presentes en cubilina, formando asi el complejo endocitico CUBAM (cubilina-amnionless).

La cubilina a través de su residuo 113 interactiia con megalina, conformando finalmente el

complejo MegaCUBAM (Figura. 1.4) [18].
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Figura 1.4. Estructura del complejo MegaCUBAM [13].

Proceso de endocitosis a través del receptor MegaCUBAM

La megalina y la cubilina son expresadas y co localizadas en el borde en cepillo del TP
del rinén y en las vesiculas endociticas. El complejo ligando - receptor es internalizado por
invaginacion de la membrana plasmatica por la uniéon de moléculas adaptadoras en los sitios
Asn-Pro-xaa-Tyr de la cola citoplasmatica del receptor. Posterior a la internalizacién, se
disocian las invaginaciones de la membrana plasmatica formando vesiculas, donde el lumen
intravesicular se acidifica provocando la disociacién del ligando del receptor. La acidificacion
estd a cargo de la H' - ATPasa vacuolar principalmente, aunque también participan canales
de cloro e intercambiadores de sodio/protones. La vesicula se divide formando el lisosoma
donde se encuentra el ligando y la otra parte donde se encuentra el receptor, el ligando es
transportado en el lisosoma para su almacenamiento o degradacion, mientras que el receptor

es reciclado a la membrana luminal (Figura. 1.5) [12, 13, 18, 20].
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Figura 1.5. Endocitosis de la albimina. A) Las dos fotomicrografias muestran la locali-
zacion endosomal de la albimina - FITC después de 15 min de incubacién y los productos de
degradacion después de los 120 min en células renales de zarigueya. EEV, vesicula endocitica
temprana; SE, division endosomal; LE, endosoma tardio; RE, reciclamiento del endosoma;
LY, lisosoma. B) Esquema del complejo megalina - cubilina en la membrana apical, se indica
la region NPXY, encargada de la senializacién para la formacién del endosoma. C) Compo-
nentes que contribuyen a la acidificacién vesicular [20].

A pesar de que un gran numero de ligandos se unen a la megalina en comparacion con la
cubilina, ambos receptores son de suma importancia para la reabsorcién de proteinas ya que
tanto deficiencias en la megalina como en la cubilina, provocan un incremento en la excrecion
de proteinas [12, 13, 18, 20]. A la presencia de proteinas en la orina se le denomina proteinuria
y es utilizado como un marcador de lesién renal, sin embargo, existen otros marcadores de

dano renal.

1.3.3. Marcadores de dano renal

Creatinina

La creatinina deriva de una conversién no enziméatica de creatina a fosfocreatina en el

tejido muscular esquelético, posteriormente en el higado la creatina sufre una metilacion
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del 4cido guanidina aminoacético y se forma la creatinina [57]. Tiene un peso molecular de
113 Daltones (Da), es liberada dentro del plasma a una tasa constante y no circula unida a
proteinas plasmaticas por lo que se filtra libremente por el glomérulo [29]. La creatinina es un
marcador utilizado para determinar el dano a nivel glomerular debido a que bajo condiciones
normales se filtra completamente y no se reabsorbe a nivel tubular. Si existe dafio a nivel
glomerular, la excrecién de creatinina en la orina disminuira y se ird acumulando en la sangre,

aumentando asi sus niveles plasméticos [29, 57].

Nefrina

Es una proteina transmembranal con un peso molecular de 180 kDa y es modificada post
traduccionalmente por N-glicosilacion. Es de destacar que la adicion de estos residuos de
azucar es crucial para el apropiado plegamiento y localizacion de nefrina en la membrana
plasmaética. Se expresa en los podocitos glomerulares, los cuales junto con las células endote-
liales y la membrana basal glomerular forman la barrera de filtracion glomerular. Consiste en
dominios extracelulares que se alinean de un modo antiparalelo con dominios extracelulares
de otras moléculas de nefrina proveniente de procesos interdigitados vecinos; esta alineacion
forma una especie de cierre que previene el escape de proteinas grandes hacia el espacio
urinario. Asi mismo, la nefrina contiene un motivo de fibronectina tipo 3 y un dominio cito-
plasmatico con 8 sitios de fosforilacién de tirosina que, una vez fosforilados, pueden actuar
como sitios de unién a proteinas que contienen dominios SHs [21, 26, 28, 56, 72].

Actualmente, la microalbuminuria urinaria se usa como un indicador temprano de le-
sion glomerular, sin embargo, estudios llevados a cabo tanto en animales como en humanos,
senalan que la nefrina se encuentra en la orina durante las fases iniciales de la lesiéon glome-
rular, inclusive antes de que se presente la albuminuria [35, 60, 81], lo que lo convierte en un

importante biomarcador temprano de lesién glomerular.

Molécula de dano renal 1 (Kim-1)

Es una glicoproteina de membrana tipo 1 con dominios extracelulares tipo inmunoglobu-
lina y mucina, ademés ha sido propuesto como marcador de dano y reparacion.

Existen dos variantes de la proteina Kim-1: Kim-la y Kim-1b, mientras que Kim-1a
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se expresa principalmente en el higado, Kim-1b se expresa principalmente en el rinén. La
variante Kim-1b tiene un peso molecular de 104 kDa que bajo condiciones fisiologicas se
expresa en niveles bajos; sin embargo, su expresion en las células epiteliales del TP aumenta
tras una lesién renal ocasionada por agentes nefrotoxicos o después de una isquemia. En
estudios preclinicos con diferentes modelos de dano renal, Kim-1 ha mostrado ser el marcador
mas temprano de dano renal cuando es comparado con los marcadores convencionales como

creatinina, nitrégeno ureico en sangre (BUN), proteinuria, etc [31, 70].

Calbindina Dygx

Es una protefna de unién a 4 iones de Ca?* dependiente de la 1,25-dihidroxivitamina
D3 (1,25(0OH)2D3), la cual es activada en el tibulo proximal e induce la transcripcién de
calbindina Dsgg en el TD. Se han descrito 2 isoformas de esta proteina con un peso molecular
de 9 KDa y 28 kDa respectivamente. La calbindina Dgg esta presente en una variedad de
tejidos, incluyendo hueso, ttero, placenta, intestino, rinén y glandula pituitaria, mientras que
calbindina Dygk se encuentra en el hueso, cerebro, pancreas, intestino, dientes y el rinén. En
el rinén, calbindina Dogg se encuentra especificamente en el citosol de las células del tubulo

distal y en el ducto colector [42, 79, 84].

Calbindina Dagx participa en el movimiento transcelular de Ca?*, donde, una vez que
el Ca*" entra a la célula a través de los canales de calcio TRPV5 y TRPV6, se une a
calbindina Dogj para excretarse al torrente sanguineo a través de la bomba de calcio PMCA1b
y el intercambiador Na*/ Ca?T (NCX1) presentes en la membrana basolateral; protegiendo
a la célula contra niveles elevados de Ca?t al amortiguar los niveles de Ca®* citosélico
[39, 40]. Cuando existe un dano a nivel de TD ocasionado por quimioterapias con cisplatino
[65] o tras un procedimiento de litotricia extracorporal por ondas de choque (LEOC) [64],
los niveles urinarios de calbindina Dsgr aumentan. Ademads, la correlacion positiva entre
las concentraciones de calbindina Dsgx en suero y orina sugiere que esta proteina fluye

directamente al torrente sanguineo después del dafio en el tibulo [64].
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1.4. Antecedentes directos

De acuerdo con el modelo actual de nefrotoxicidad inducida por el cadmio, este metal
se acumula particularmente en los segmentos S1 y S2 del TP [16]. Las células del TP son
las mas afectadas por el cadmio debido a que poseen transportadores y receptores donde el
cadmio puede pasar en forma libre o como complejo CAMT utilizando diferentes mecanismos
tales como: intercambio iénico y/o mimetismo molecular, a través de rutas paracelulares,
transportadores de Zn?* (como ZIP8) o Cu*", canales de C'a*" y de manera particular,
cuando el cadmio se encuentra unido a proteinas como la MT este complejo es reabsorbido por
endocitosis dependiente del receptor megaCUBAM, cabe resaltar que este ultimo mecanismo
es la forma predominante por la cual el cadmio es reabsorbido en el rinén (Figura. 1.6)

[4, 16, 53, 58].
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Figura 1.6. Representacion esquematica de los mecanismos putativos involucrados
en la captura luminal de cadmio. En el tibulo proximal, muchos transportadores de
metales esenciales como transportadores de zinc (ejemplo: ZIP 8) pueden estar involucrados
en la captura de las formas libres de cadmio. Reabsorciéon del cadmio conjugado con la
metalotioneina (CAMT) por endocitosis a través del receptor megaCUBAM [4].
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Actualmente es un dogma que ni el TD ni el DC tienen las caracteristicas necesarias
para la endocitosis mediada por receptores (RME) [67], no obstante, un estudio realizado
recientemente por Thévenod y colaboradores [41] reporté que la concentracién de MT en
el ultrafiltrado es de ~ 0.5-5 nmol/L y su afinidad por el receptor megaCUBAM es muy
baja (~ 100 000 nmol/L) en comparacién con otras proteinas como la transferrina (valor de
la Kp igual a 20 nmol/L y una concentracién en el filtrado glomerular de 2 nmol/L) o la
albumina (valor de la Kp igual a 630 nmol/L y una concentracién en el filtrado glomerular
de 53 nmol/L). Con base en lo anterior se sugiere que la transferrina y la albimina tienen
mas oportunidad de acumularse en el TP que los complejos CAMT [67].

Células CHO (Chinese Hamster Ovary) transfectadas con el receptor 24p3 mostraron una
endocitosis de la MT, transferrina y albimina mediada por el receptor 24p3, siendo la MT
quien mostré mayor captacién por parte del receptor. Ademas, en células CHO transfectadas
con el receptor 24p3, la co-localizacién de la Alexa Fluor 546-MT internalizada (1.4uM por
18 h) con el marcador lisosomal catepsina L sugiri la endocitosis mediada por el receptor
24p3 v su subsecuente llegada a los lisosomas. De manera similar, la Alexa Fluor 546-MT
(2.8 uM por 24 h) fue internalizada por las células mDCT209 (linea celular inmortalizada
derivada del tibulo contorneado distal de rinén de ratén) quienes expresan al receptor 24p3
endégenamente. Aunado a lo anterior, tanto en las células CHO como las células mDCT209, la
viabilidad celular cuantificada a través del ensayo de MTT mostré un decremento significativo
en funcién de la concentracién del complejo CAMT [41].

Adicionalmente, en células CHO y mDCT209, el complejo CAMT se co-incub6 con una
concentracion de 500 pM de 24p3 (Kp para el receptor 24p3 de ~ 92 pM), dando como
resultado una disminucién significativa de la internalizacién del complejo CAMT y un au-
mento significativo de la viabilidad celular por la co- incubacion con el ligando 24p3, lo cual
fortaleci6 la hipotesis de la internalizacion del complejo CAMT a través del receptor 24p3
[41].

Estudios previos realizados en nuestro grupo de trabajo, indican que existe una mayor
reabsorciéon del complejo CAMT en el segmento distal de la nefrona en ratas Wistar ma-
cho y ratones macho de la linea C57BL/6J después de inducir un dafo en el TP tras la

administracion de gentamicina a una dosis de 10 mg/kg/dfa, via sc durante 7 dias [54, 83].
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1.5. Justificacion

El cadmio es un metal altamente toxico que una vez dentro del organismo forma complejos
con distintas proteinas como la metalotioneina debido a su elevada afinidad por los grupos
sulfhidrilo. El complejo cadmio-metalotioneina (CAMT) es la forma predominante del cadmio
en la circulacién sanguinea, y éste es facilmente filtrado por el glomérulo y reabsorbido
en el tibulo proximal. Recientemente un estudio in vitro ha evidenciado la reabsorcién de
metalotioneina en el segmento distal de la nefrona, sugiriendo que el tibulo distal también
podria ser blanco de toxicidad para el cadmio. Por lo tanto, fue de nuestro interés determinar
si la exposicién a cadmio era capaz de inducir dano sobre el tibulo distal en un modelo in

VIVO.
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1.6. Hipotesis

La exposicién a dosis repetidas de cadmio inducird un dano en el tubulo distal de la

nefrona evidenciado por un incremento de la expresiéon proteica de calbindina Dogg .

1.7. Objetivos

1.7.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la exposicion a dosis repetidas de cadmio sobre el tibulo distal en

ratones macho de la linea C57BL/6J.

1.7.2. Objetivos particulares

» Evaluar la ganancia de peso en ratones macho de la linea C57BL/6J expuestos diaria-

mente a distintas dosis de cadmio durante 7 dias.

= Determinar los niveles plasmaticos de creatinina y la expresion tisular de la proteina

nefrina para evaluar el dano glomerular en los ratones expuestos a cadmio.

s FEvaluar el dano en el tubulo distal mediante la semi cuantificacion de los niveles de

expresion de la proteina calbindina Dogg en los ratones expuestos a cadmio.
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2. Métodos

2.1. Equipos

Equipo

Marca, modelo

Balanza analitica
Centrifuga refrigerada
Espectrofotometro

Lector de placas

Sistema de electroforesis y transferencia para western blot

Sonicador

2.2. Materiales

Denver Instrument, APX-200
Eppendorf, 5430R

Vital Scientific, Microlab 300
Tecan, Infinite 200 Pro
Biorad, Mini protean Tetra

Sonics, Vibracell

Material Marca

Agitador Apollo

Espatulas Heathrow Scientific Stainless Steel Micro Spatulas
Jeringas BD Ultra-Fine

Matraz aforado
Papel filtro

Pipetas automaticas

Placas autoradiograficas

Placas de 96 pozos
Portaobjetos
Probetas
Selladora

Tubos cénicos

Vasos de precipitado

Kimax

Whatman

Eppendorf

Fujifilm

Corning

Velab

Kimax

American Int NL Electric
Corning

Kimax

23



2.3. Reactivos

Reactivo No. Catalogo Marca
Acrilamida 161-0101 BioRad
Azul de bromofenol B&026 % Sigma Aldrich

2- mercaptoetanol
Buffer de fosfatos salina
CdCly

COMPLETE
Creatinina

Dodecil sulfato de sodio
EDTA

Glicina

Leche descremada
Luminata

Metanol

Na(Cl

N,N- metilen- bis acrilamida

NP-40

Persulfato de amonio
Poly Freeze

Ponceau S

Solucién de Bradford
Temed

Tris HCI

Tween 20

M7154-100ml
D6662-10X1L
6551-198-100G

Ref 04 693 116 001

CR510
L3771-500G
E-5134-500G
G8898-1K
Svelty
WBLUF 0500
646377-4L
S1679-5Kg
146072-500G
74385-1L
76322-100G
P0091-120ml
P3504-10G
500-0201
76320-100G
T5941-1K
P1379-500ml

24

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
ROCHE
RANDOX
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Nestle
Millipore
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
USB

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
BioRad

USB

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich



Anticuerpo Host No. Catéalogo Casa comercial Dilucién
Anti mouse Horse Cat. C02-7076S Cell Signalling 1:1000
Anti rabbit Goat Cat. sc-2004  Santa Cruz Biotechnology  1:1000
[ actina Mouse  Cat. SC-4778  Santa Cruz Biotechnology  1:1000
Calbindina Dagr  Rabbit Cat. 711443 Thermo Fisher Scientific 1:1000
Nefrina Mouse Cat. SC-377246 Santa Cruz Biotechnology  1:1000
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2.4.

Ratones macho de la linea C57BL/6J de 8-12 semanas (protocolo aceptado No.0188-16)
fueron administrados via ip con CdCl, durante 7 dias
Dosis: 0,0.38, 0.76, 1.53, 2.14, 2.75, 3, 3.98 y 6.13 mg Cd/kg/dia
n= 5 animales por grupo

Extraccion

Sangre

Perfusion con PBS 1X

Extraccion

Rifilones

2.4.1.

A

A

y

y

Estrategia experimental

Centrifugar las muestras por 15 min

a 2000 g, 4°C y recuperar el plasma

Tomar 50 mg de la corteza renal

Animales de experimentacion

-
’I‘_—

= (Creatinina
(Método de Jaffé)

= Nefrina
= Calbindina D,g,
(Wb )

Se utilizaron ratones macho de la linea C57BL/6J de 8-12 semanas con un peso de 2545

g que fueron proporcionados por la Unidad de Produccién y Experimentacion de Animales

de Laboratorio (UPEAL) del CINVESTAV-IPN. Los animales fueron alojados en cajas de

pléstico con camas de aserrin, alimento y agua Ad libitum con ciclos de luz/obscuridad de

12 h y a una temperatura de laboratorio de 22°C' + 2°C'. Los animales fueron aclimatados

durante 7 dias antes de iniciar los experimentos.

Pasado el periodo de aclimatacién los animales fueron administrados diariamente via

intraperitoneal con una solucién de C'dC'l, durante 7 dias; el C'dCl, fue disuelto en solucion

salina y la solucion fue esterilizada antes de cada administracion.
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Las dosis empleadas en este estudio fueron calculadas con base a la concentracién de cad-
mio: 0.38, 0.76, 1.53, 2.14, 2.75, 3, 3.98 y 6.13 mg Cd/kg/dia y cada grupo estuvo conformado
por 5 animales.

Seleccion de las dosis. La dosis letal 50 (D Lsg) del CdCls es de 93.7 mg/kg. En el presente
estudio, se seleccion una gama de dosis inferiores a 1/15 de la DLs, del C'dCly, dado que
se buscaba una dosis efectiva donde se lograra observar el dano en el TD. Ademads, algunas
de estas dosis son cercanas a la dosis empleada en el estudio de Almeer y colaboradores,
donde, a dosis repetidas de 6.5 mg/kg de CdCl, por 1 semana via i.p., causo nefrotoxicidad
en ratones macho [2].

El cuidado, manejo y experimentacién con los animales se realizé6 de acuerdo con la
legislacién Mexicana NOM-062-ZO0-1999 [49] y al reglamento interno para el cuidado de
animales de laboratorio del CINVESTAV.

2.5. Determinacion de niveles plasmaticos de creatini-

na

2.5.1. Principio

La cuantificacién de creatinina por el método de Jaffé se basa en que la creatinina en
solucion alcalina reacciona con acido picrico para formar un complejo coloreado amarillo
(4cido picramico), donde la cantidad del complejo formado es directamente proporcional a la

concentracién de creatinina en la muestra [27].

2.5.2. Procedimiento
Al finalizar el tratamiento con cadmio, 24 horas después los ratones fueron anestesiados

con isoflurano (nivel de oxigeno = 2 unidades, nivel de isoflurano para induccién = 3 unida-
des y 1.5 unidades para mantenimiento), las muestras de sangre se obtuvieron por puncién
cardiaca con una jeringa previamente heparinizada y se centrifugaron las muestras por 15
minutos a 2000 gs, 4°C'. Para la determinacion de los niveles plasmaticos de creatinina se

utilizo el kit de Randox Laboratories. Se utilizo 50 pL del estandar de referencia del kit de
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Randox y se le agregé 500 pL de la solucién de trabajo ( 250 uL de la solucién A + 250
pLs de la solucién B), se agité por 30 segundos y se tomé lectura en el equipo Microlab 300;
este procedimiento se realizé de la misma manera con las muestras de plasma. Cada muestra
se trabajo por duplicado. Los controles de calidad utilizados fueron: la presiciéon con una
variacion de £ 0.005 y el uso del control de Randox No.1231 cuyo valor debe encontrarse

entre 1.14 y 1.72.

2.6. Semi cuantificacion de nefrina y calbindina Dogy

mediante Western Blot

2.6.1. Principio

Método utilizado para la deteccién de proteinas, las cuales son separadas electroforéti-
camente en geles de poliacrilamida, para posteriormente ser transferidas a membranas de
fluoruro de polivinilideno (PVDF) o nitrocelulosa donde son identificadas usando anticuer-

pos especificos [43].

2.6.2. Procedimiento

Al finalizar las 7 dosis de la exposicién con cadmio, 24 horas después los ratones fueron
anestesiados con isoflurano, se obtuvieron las muestras de sangre por puncién cardiaca con
una jeringa previamente heparinizada y posteriormente se perfundié el corazén con PBS 1X
con la finalidad de obtener mas limpias las muestras de tejido renal. Finalmente se extrajeron
ambos rinones y se descapsularon.

Los rinones izquierdos fueron almacenados en blisters con Poly Freeze y almacenados a
—20°C'. Los rinones derechos se colocaron en paraformaldehido al 4 % y se almacenaron a 4°C
toda la noche. Se lavaron 3 veces con PBS 1X, se colocaron en sacarosa al 30 % almacendndose
toda la noche a 4°C' y se lavaron con PBS 1X. Finalmente, los rifiones fueron colocados en
Poly Freeze y almacenados a —20°C' hasta su posterior uso.

De los rinones izquierdos se tomaron alrededor de 50 mg de la corteza renal, se lavo el
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tejido con PBS 1X frio y se le agregaron 300 uL del buffer NP-40 (20 mM TrisHCI, 137 mM
NaCl, 10 % Glicerol, 1% NP-40, 2 mM EDTA y COMPLETE 1X). Se sonicaron las muestras
3 veces por 15 segundos, se centrifugaron a 10 000 rpm por 15 minutos, a 4°C', se recuperd el
sobrenadante y se cuantificé la cantidad de proteina por el método de Bradford [6]. Una vez
cuantificadas las muestras, se tomo6 un volumen equivalente a 50 ug de proteina, se ajusté el
volumen a 12.5 uLi con agua destilada y se le agregaron 12.5 plL de loading buffer 2X (0.125
M TrisHCI (pH 6.8), 10 % [-mercaptoetanol, 4 % Dodecil sulfato de sodio, 0.004 % Azul de
bromofenol, 20 % Glicerol, ajustar pH a 6.8). Se usaron 4 pL del marcador de peso molecular
en cada gel y las muestras se cargaron en geles de poliacrilamida del 10 o 12 %, dependiendo
del peso molecular de las proteinas (10 % para nefrina, 12 % para calbindina Dogx v 5 actina)
y se corrieron a 120 V durante 1.5 horas, excepto para nefrina cuyo tiempo de corrida fue de

2 horas 40 minutos, a 90 V.

Al terminar la electroforesis de las proteinas, la membrana de fluoruro de polivinilideno
(PVDF) se activé con metanol y se realizo la transferencia de las proteinas, ya sea por trans-
ferencia semi seca (18 V por 1 hora) o transferencia himeda (100 V por 3 horas) dependiendo
del tamano de las proteinas (semi seca para calbindina Dsygx v ( actina, himeda para ne-
frina). La membrana se bloqueé con una solucién de leche descremada al 5% , PBS 1X
Tween 20 0.1 % durante 1 h. Transcurrido este tiempo, se incubé con el anticuerpo primario
apropiado (dilucién 1:1000) a 4°C' (ver apartado 2.3), durante toda la noche. Posteriormente,
la membrana fue lavada 3 veces con PBS 1X  Tween 20 0.1% (10 minutos por lavado)
para después incubarse con el anticuerpo secundario apropiado (dilucién 1:1000) durante 2
horas a temperatura ambiente en agitacién constante (ver apartado 2.3). La membrana fue
lavada 3 veces con PBS 1X  Tween 20 0.1 % (10 minutos por lavado) y revelada en placas
autoradiograficas. Se empled la (- actina como control de carga. Se analizaron las placas
autoradiograficas con el programa Image J para obtener la densitometria de las bandas y se

reportaron los datos como unidades arbitrarias relativas.
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2.7. Analisis estadistico

Se analizaron los supuestos de normalidad en los datos utilizando las pruebas de Shapiro
Wilk, la prueba de Bartlett y la prueba de rachas. Para evaluar la diferencia entre trata-
mientos se realizé una prueba de anélisis de varianza (ANOVA) de una via seguido del test
de Dunnett como prueba post hoc. Todas las pruebas estadisticas se llevaron a cabo con el
paquete estadistico GraphPad Prism 8 y los resultados con una p < 0,05 fueron considerados

estadisticamente significativos.
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3. Resultados

3.1. Estado general de los animales de experimentacién

3.1.1. Comportamiento de los ratones durante la exposicién a cad-
mio

Durante el periodo de tratamiento con cadmio los ratones mostraron pelaje erizo y a
partir de la dosis de 2.75 mg Cd/kg/dia se hizo evidente la presencia de deshidratacién en
los animales debido a que cuando los animales eran colocados en su caja después de admi-
nistrarlos con cadmio, su pelaje tardaba alrededor de 3 minutos para restaurar su posicion
normal. Ademads, los animales mostraron disminuciéon en su movilidad conforme aumentaba
la dosis de exposicion a cadmio, incluso, un animal perteneciente al grupo de la dosis de 2.75

mg Cd/kg/dia mostré alteracién en su movilidad ya que arrastraba las patas traseras.

3.1.2. Peso corporal de los animales
El anélisis del peso corporal de los ratones durante los 7 dias de exposicion a cadmio se

realizé integrando el evento durante toda la semana, lo que se consigue a través del calculo
del area bajo la curva.

De los 8 grupos de ratones tratados con cadmio, todos los animales del grupo correspon-
diente a la dosis de 3.98 mg Cd/kg/dia murieron al tercer dia de tratamiento, mientras que
los animales del grupo correspondiente a la dosis de 6.13 mg Cd/kg/dia murieron al segundo
dia de tratamiento. Al analizar los datos se encontré que el grupo administrado con 2.75
mg Cd/kg/dia disminuy?é significativamente su peso en un 15 % comparado contra el grupo

control (Figura. 3.1).
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Figura 3.1. Area bajo la curva del peso corporal de los ratones C57BL/6J durante
los 7 dias de tratamiento con cadmio. Los datos se presentan como la media + SD (n=5,
excepto para la dosis de 3 mg Cd/kg/dia (n=3)). ANOVA de 1 via y test de Dunnett como
prueba post hoc. * x p < 0,005 vs el control. Los animales de los grupos correspondientes a
las dosis de 3.98 y 6.13 mg Cd/kg/dia murieron antes de finalizar el tratamiento.
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3.2. Efecto de la exposiciéon con cadmio sobre marca-

dores de dano renal

3.2.1. Concentracion de creatinina plasmatica

Para evaluar si la exposicién con cadmio causo dano a nivel glomerular se utilizé6 como
marcador de dano a la creatinina plasmatica. No se observé aumento significativo en los
niveles plasmaticos de creatinina de los grupos tratados con cadmio con respecto al grupo
control, lo que sugiere que el cadmio no afecté el glomérulo (Figura. 3.2), sin embargo, una
limitante de la creatinina como biomarcador de dano renal es que requiere tiempo para
acumularse antes de ser detectado como anormal, lo que contribuye a un posible retraso en el
diagnostico de dano renal agudo. Por ello, este resultado se corrobord analizando a nefrina,

el cual es un biomarcador temprano de lesién glomerular.
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Figura 3.2. Concentracién de creatinina plasmaética en ratones C57BL/6J tratados
con cadmio por 7 dias. Los datos se presentan como la media + SD (n= 3-5). ANOVA
de 1 via. p=0.32.
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3.2.2. Deteccion de nefrina
En el inmunoblot representativo de nefrina se puede apreciar una doble banda alrededor

de los 100 KDa. No se observé ningtin cambio en las bandas correspondientes a nefrina, a las
dosis de 1.53 y 2.75 mg Cd/kg/dia con respecto al grupo control, lo cual sugiere la ausencia
de dano glomerular por la exposicién a dosis repetidas de cadmio (Figura. 3.3); sin embargo,

esto no puede ser asegurado debido al niimero de muestras que pudieron ser procesadas.

2
¢>b
N\
S
100 KDa Nefrina
42 KDa B actina

Figura 3.3. Deteccion de las bandas de expresion de nefrina en tejido renal de
ratones C57BL/6J tratados con cadmio durante 7 dias. Inmunoblot representativo
de nefrina y § actina, n= 2.
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3.2.3. Semi cuantificaciéon de calbindina Dsgy
Para evaluar el dano a nivel distal se empleé como marcador de dano a la proteina

calbindina Dsgr. No se observo algin cambio significativo en los niveles de calbindina Dogg
a la dosis de 1.53 mg Cd/kg/dia con respecto al grupo control, sin embargo, a la dosis de
2.75 mg Cd/kg/dia se observé una disminucién significativa de la proteina con respecto al

grupo control, lo que indica que a esta dosis existe un dano en el tibulo distal de los ratones

expuestos (Figura. 3.4).
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Figura 3.4. Semi cuantificacién de la proteina calbindina D,sx en tejido renal de
ratones C57BL/6J tratados con cadmio durante 7 dias. (a) Andlisis densitométrico
de las bandas de expresién de calbindina Dogx normalizada con la expresién de 3 actina.
Los datos se presentan como la media + SD (n= 4-5). ANOVA de 1 via y test de Dunnett
como prueba post hoc.*** p = 0.0004. (b) Inmunoblot representativo de calbindina Dagx y

[ actina.
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4. Discusion

El cadmio es un elemento que se encuentra de forma natural en la corteza terrestre.
Generalmente se presenta en el ambiente en bajos niveles, sin embargo, la actividad humana
ha hecho que estos niveles incrementen [32]. La exposiciéon a este metal puede ocurrir por
la actividad volcdnica, consumo de tabaco, incineracién de basura municipal (especialmente
plésticos y baterias), fabricacién y uso de fertilizantes, ingesta de alimentos contaminados

con este metal, etc [3, 32].

Una vez en el organismo, este metal pasa a torrente sanguineo formando complejos con
diferentes proteinas, entre ellas, la MT ya que tiene alta afinidad por los grupos sulfhidrilos [3].
El cadmio se distribuye ampliamente en el cuerpo, teniendo la mayor concentraciéon corporal
en el rindén tras una exposicién prolongada [3, 38, 82], particularmente en los segmentos S1 y
S2 del TP [16]. Las células del TP son las mas afectadas por el cadmio debido a que poseen
transportadores y receptores a través de los cuales el cadmio puede pasar en forma libre o
como complejo CAMT (Figura. 1.6), siendo la endocitosis del complejo CAMT a través del
receptor megaCUBAM la forma mayoritaria por la cual el cadmio es reabsorbido en el rinén

[4, 16, 53, 58].

Es un dogma actual que el TD no tiene las caracteristicas necesarias para llevar a cabo
la endocitosis mediada por receptores [67]. Sin embargo, recientemente un estudio realizado
por Thévenod y colaboradores [41] evidencio en un modelo in vitro la internalizacién de
proteinas como la MT a través del receptor 24p3 presente en el TD. Considerando que el
complejo CAMT es la forma predominante del cadmio en la circulacién sanguinea, este estudio
sugiere que es importante reexaminar la nefrotoxicidad inducida por el cadmio pues existe la
posibilidad de que el dano no solo se limite a nivel proximal si no también afecte al segmento

distal de la nefrona.

Para estudiar esta posibilidad se propuso exponer diariamente a ratones macho de la linea
C57BL/6J a distintas dosis de cadmio durante 7 dias con la finalidad de conocer si el cadmio
inducia dano en el TD de la nefrona, para lo cual se evaluaron algunos marcadores de dano

renal.
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4.1. Estado general de los animales de experimentacion

Durante la exposicién con cadmio los animales mostraron algunos signos clinicos de to-
xicidad incluyendo pelaje erizo, arrastre de patas traseras, disminuciéon del movimiento y
deshidratacién (datos no mostrados). Cabe destacar que los ratones de los grupos expuestos

a las dosis de 3.98 y 6.13 mg Cd/kg/dia fueron letales antes de finalizar el tratamiento.

Al analizar los datos, se encontré que el grupo administrado con la dosis de 2.75 mg
Cd/kg/dia disminuyé significativamente su peso con respecto al grupo control (Figura. 3.1),
por su parte, el grupo expuesto a la dosis de 3 mg Cd/kg/dia no mostré disminucién de
peso significativa, sin embargo, cabe destacar que en este grupo murieron 2 animales (n=3),
mientras que en el resto de los grupos se mantuvo el mismo nimero de animales durante

todo el tratamiento (n=>5), por lo que es posible que esto afectara los efectos observados.

Almeer y colaboradores empleando un modelo de ratones macho Swiss administrados
diariamente con 6.5 mg C'dCly/kg/dia (equivalente a 3.98 mg Cd/kg/dia), via i.p. por 7
dias, reportaron que los ratones tratados con cadmio mostraron algunos signos clinicos de
toxicidad, incluyendo inapetencia y disminucién del peso corporal [2]. Con respecto a la
disminucién en el movimiento de los animales observado durante este estudio, es un efecto

que ya ha sido reportado en estudios previos [3].

Aunado a lo anterior, un estudio llevado a cabo por Chapatwala y colaboradores, senala
que ratas macho Sprague Dawley administradas con 0.25, 0.75 y 1.25 mg C'dCl,/kg/dia por
via intraperitoneal, durante 7 y 14 dias resulté en un incremento dosis-dependiente de la
glucosa en sangre, asi como en un incremento de enzimas gluconeogénicas hepaticas y renales
[9]. En su conjunto, se podria suponer que, a raiz de la disminucién en su movilidad, los
animales tratados con 2.75 mg Cd/kg/dia disminuyeron su consumo de agua y alimento, por
lo que para compensar esta falta de fuente de energia en el cuerpo de estos animales, se
promovio la movilizacion y utilizacion de depdsitos de grasa para la sintesis de glucosa, lo
que trajo como consecuencia una disminucion de su peso corporal; sin embargo, esto requiere

de confirmacién experimental.
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4.2. FEfecto del tratamiento con cadmio sobre marcado-

res de dano renal

En la actualidad, el diagnoéstico del dano renal depende en gran medida de la deteccion
de cambios en biomarcadores de la funcién renal como son la creatinina, nefrina y calbindina
Dogi .

La creatinina es utilizada para determinar dano a nivel glomerular debido a que bajo
condiciones normales, se filtra completamente y no se reabsorbe [59]. Si existe dano glomerular
se disminuye la excrecion de creatinina en la orina y se acumula en la sangre, aumentando

asi sus niveles plasmaticos.

En nuestro estudio, los grupos tratados con cadmio no presentaron ningin cambio signi-
ficativo en los niveles de creatinina plasmadtica con respecto al grupo control (Figura. 3.2),
sugiriendo que la exposicién a cadmio no causo dano a nivel glomerular. Un estudio realizado
por Almeer y colaboradores [2] en ratones macho Swiss administrados diariamente via intra-
peritoneal con 6.5 mg CdCly/kg (equivalente a 3.98 mg Cd/kg/dia) por 7 dias, observaron
un incremento significativo en los niveles de creatinina plasmaética; este resultado no se pudo
observar en nuestro estudio dado que no se pudieron obtener las muestras correspondientes
a las dosis de 3.98 y 6.13 mg Cd/kg/dia, porque los animales murieron antes de finalizar el

tratamiento.

Dados nuestros resultados y el reportado por Almeer y colaboradores, es probable que
los ratones macho Swiss sean més resistentes a la toxicidad inducida por cadmio comparados
con los ratones C57BL/6J. Ahora bien, la dosis que ellos emplean es mayor a las dosis que
se pudieron analizar en este estudio, asi que es comprensible que en dosis menor a 3.98 mg

Cd/kg/dia no existan cambios significativos en los niveles de creatinina plasmatica.

Una limitante de la creatinina como biomarcador de dano renal es que requiere tiempo
para acumularse antes de ser detectado como anormal, lo que contribuye a un posible retraso
en el diagnéstico de dano renal agudo [57]. Por ello, el resultado obtenido para evaluar el
dano glomerular se corroboré evaluando a nefrina, la cual es una proteina transmembranal con

un peso molecular de 180 kDa considerada una de las moléculas esenciales para mantener
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la funcién de barrera en las paredes capilares glomerulares, ademas, es utilizada como un

biomarcador de lesiéon glomerular temprano.

Este biomarcador unicamente fue evaluado en los grupos expuestos a 1.53 y 2.75 mg
Cd/kg/dia, en un afdn de optimizar los tiempos de andlisis por Western Blot y también
considerando que no se encontré ninguna diferencia estadisticamente significativa en los re-

sultados de creatinina de los grupos expuestos a cadmio con respecto al grupo control.

En el inmunoblot representativo de nefrina se observa una proteina con una masa mole-
cular de aproximadamente 100 KDa (Figura. 3.3), asi mismo, se aprecia una banda ancha
separada en dos bandas. Con respecto a la diferencia de tamano de las moléculas reconoci-
das por el anticuerpo anti-nefrina se podria explicar por la diferencia de glicosilacién en los
sitios multiples de glicosilacién en la secuencia de nefrina [37], es importante recordar que la
nefrina sufre modificaciones post traduccionales por N-glicosilacion debido a que la adicion
de estos residuos de azticar es crucial para el apropiado plegamiento y localizacion de nefrina
en la membrana plasmética [56]. Consistente con lo anterior, un estudio realizado por Yan
y colaboradores menciona que la banda inferior corresponde a una fraccién intracelular de
nefrina, mientras que la banda superior corresponde a la fracciéon de nefrina N glicosilada

localizada en la membrana plasmatica [80].

Como biomarcador de danio glomerular, especificamente de dano en los podocitos, la
nefrina es liberada del diafragma de hendidura por escisién proteolitica, disminuyendo sus
niveles en tejido e incrementando la cantidad de proteina encontrada en la orina [26]. En
el inmunoblot obtenido se observa que la exposicion a dosis repetidas de cadmio durante
una semana aparentemente no modifica la expresién de nefrina a la dosis de 1.53 y 2.75 mg
Cd/kg/dia con respecto al grupo control (Figura. 3.3), sugiriendo la inexistencia de dano
glomerular. Sin embargo, dado el tamano de la muestra (n=2) es recomendable incrementar
el nimero de muestras para poder realizar un analisis estadistico y poder afirmar con certeza
la ausencia de dano glomerular. No obstante, y tomando en consideracion los resultados
obtenidos hasta el momento con ambos biomarcadores de dano glomerular, se concluye la
inexistencia de dano a nivel del glomérulo por la exposicién a dosis repetidas de cadmio

durante una semana.

Finalmente, para evaluar el dano a nivel distal se empled como marcador de dano a la pro-
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teina calbindina Dogg, la cual es dependiente de la 1,25 - dihidroxivitamina D (1,25(OH )3 Ds3)

y es responsable del transporte de C'a®™ en el tiibulo distal [39, 40, 79].

Con base en el analisis densitométrico, se puede observar que a la dosis de 1.53 mg
Cd/kg/dia no existe ningin cambio significativo en la expresién de calbindina Dagy con
respecto al grupo control, no obstante, a la dosis de 2.75 mg Cd/kg/dia existe un decremento
significativo de la proteina con respecto al grupo control, lo que indica que a esta dosis existe
un dafio en el TD por la exposicién diaria a cadmio por 7 dias en el modelo in vivo (Figura.
3.4).

Al encontrarse danado los segmentos proximales de la nefrona por el efecto del cadmio
[4, 16], los niveles del receptor 24p3 se incrementarian en la porcién distal de la nefrona como
un mecanismo compensatorio en la reabsorcién de proteinas [83], esto favoreceria el aumento
en la reabsorcién del complejo CAMT en el TD [54], ya que recordemos, el receptor 24p3 tiene
gran afinidad por la MT. Una vez ingresado el cadmio dentro de la célula del TD, favoreceria

la formacién de ROS y posteriormente la muerte celular [24, 52].

Queda en perspectiva confirmar lo anterior evaluando el dano en el TP empleando bio-
marcadores de dano como Kim -1, la internalizacién del complejo CAMT a través del receptor

24p3 y la produccion de ROS en las células del TD.

Hasta donde se tiene conocimiento, no existen trabajos que evalien los efectos de la
exposicion a cadmio y su efecto sobre los niveles tisulares de calbindina Dagy, no obstante, el
resultado obtenido a la dosis de 2.75 mg Cd/kg/dia concuerda con lo que se ha reportado con
nefrotéxicos como la ciclosporina A (CsA), donde en un modelo in vivo existe disminucién
en la proteina calbindina Dygi v un incremento en la excrecién urinaria de calcio por la
exposicién a CsA [1]. Estas observaciones sugieren una relacién entre la disminucién en
la proteina de calbindina Dsgx v el aumento de calcio en la orina, el cual es soportado
por el conocimiento que se tiene sobre la funcién de calbindina Dsgx como facilitador en
el movimiento transcelular de Ca?*. En consecuencia, una disminucién en los niveles de
calbindina Dsg lleva a una disminucion en la reabsorcién de calcio en el TD y con ello un
incremento en la excrecién de calcio en la orina. Queda en perspectiva confirmar lo anterior

midiendo el calcio presente en la orina por la exposicion a cadmio.

Por otro lado, se conoce que la expresion renal de calbindina Dsgi es inducido por la
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forma activa de la vitamina D, cuya deplecion podria ser otro mecanismo por el cual los
niveles de calbindina Daygx disminuyeron.

La vitamina D3 (colecalciferol) es la forma natural de la vitamina D y se produce en la
piel a partir de la 7-deshidrocolesterol que bajo irradiacion ultravioleta produce la vitamina
Ds. La vitamina Ds es transportada en la sangre por la proteina de unién a la vitamina
D (DBP) hacia el higado, en donde es hidroxilada en el carbono 25 por el CYP2R1 para
producir la 25 - hidroxivitamina D3 (25(OH)Ds3). Este metabolito es transportado por la
DBP al rinén, donde es filtrado a través del glomérulo e internalizado endociticamente por
el receptor megaCUBAM en las células tubulares proximales. En el tibulo proximal renal, la
25(OH) D3 es hidroxilado por la la hidroxilasa (CYP27B1 mitocondrial) en la posicién del
carbono 1 del anillo A formando la 1,25 - dihidroxivitamina D3 (1,25(OH )3D3), la cual pasa
al fluido intersticial y a nivel distal induce la transcripcién de calbindina Daogg [10, 61].

En este estudio no se evalué el dano a nivel proximal, sin embargo, se ha reportado que las
células del tubulo proximal son las mas afectadas por el cadmio debido a que poseen trans-
portadores y receptores donde el cadmio puede pasar en forma libre o como complejo CAMT
[53]. Bajo este concepto es probable que la dosis de 2.75 mg Cd/kg/dia haya danado el tiibulo
proximal, en consecuencia los niveles del receptor megaCUBAM se encontraran disminuidos,
generando con ello una disminucién en la reabsorcién del 25(OH)D3, que como se explico
anteriormente, es esencial para la produccién de la 1,25(0OH ), D3 [79]. Adicionalmente, se ha
reportado que el cadmio reduce la actividad de la 1a hidroxilasa, enzima renal que media la
conversién de la 25(OH)D3 a la 1,25(OH )2 D5, en consecuencia la biosintesis de calbindina
Dogk también podria verse afectada [51, 63].

Para confirmar esta hipdtesis seria necesario evaluar los niveles del receptor megaCUBAM,
la 1o hidroxilasa, la 1,25(OH)2Ds y el mRNA de calbindina Dagg. Si no hay efecto sobre
ninguno de estos niveles se podria asumir que la disminucién en la proteina calbindina Dogy
a la dosis de 2.75 mg Cd/kg/dia més que por su transcripcién es debido al dano ocasionado

por el cadmio sobre el TD.
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En resumen, los datos muestran que la exposicién diaria a 2.75 mg Cd/kg/dia durante 7
dias via intraperitoneal ocasioné una disminucién en la expresion de la proteina calbindina
Dogg, evidenciando un dano en el segmento distal de las nefronas de los ratones expuestos,

no obstante, otras partes de la nefrona como el glomérulo parecen no afectarse.
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5. Conclusion
En la exposicién repetida a cadmio por 7 dias con la concentracién de 2.75 mg Cd/kg/dia
en el modelo in vivo empleado se observo ua afectacién del tubulo distal de las nefronas de

los ratones expuestos, lo que abre la posibilidad de nuevos modos de accién relacionados con

la exposicion a cadmio.
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6.

Perspectivas

Evaluar la distribucién temporal del cadmio en los principales érganos reservorios (higa-

do y rinén) de ratones expuestos.

Evaluar la posible deshidratacion o modificacién del consumo de agua o alimento de

ratones expuestos a cadmio.

Cuantificar algunas enzimas gluconeogénicas y la cantidad de glucosa presente en mues-

tras de sangre de ratones expuestos a cadmio.

Evaluar otro biomarcador de dano distal para corroborar el resultado obtenido con

calbindina Doygp .

Evaluar los niveles del receptor megaCUBAM, la 1o hidroxilasa, la 1,25(OH ), D3 y el

mRNA de calbindina Dygx en ratones administrados con cadmio.

Cuantificar la concentracién de calcio presente en la orina de ratones expuestos a cad-

mio.

Evaluar el efecto de la exposicion a cadmio sobre la reabsorcién del complejo CAMT-

FITC en los tibulos proximales y distales de ratones expuestos a cadmio.
Evaluar la expresion del receptor 24p3 en el tejido renal de ratones expuestos a cadmio.

Investigar la importancia del receptor 24p3 en la endocitosis de proteinas a través de

su bloqueo o utilizando un modelo knockout para este receptor.

Evaluar la produccién de ROS en el segmento distal de la nefrona de ratones expuestos

a cadmio.

Investigar los mecanismos involucrados en la entrada y salida de los complejos Cd-

proteina en las células hepaticas de ratones expuestos a cadmio.
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