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Resumen 

Las nuevas nefronas (nefrogénesis) se generan a partir de Células Progenitoras Renales 

(CPR) durante el desarrollo embrionario y curiosamente, en algunos mamíferos como las 

ratas, termina durante el desarrollo posnatal. En el riñón adulto se ha reportado que la proteína 

Gas1 (Growth Arrest-Specific 1) actúa como un inhibidor endógeno de la proliferación 

celular pero también es necesario para el mantenimiento y proliferación de las CPR durante 

el desarrollo temprano, por lo que cumple importantes funciones en el riñón. Sin embargo, 

no se sabe si Gas1 se expresa o no en el túbulo contorneado proximal durante el desarrollo 

posnatal, una etapa crítica para la maduración tubular.  

Trabajos previos descubrieron que en presencia de diversas nefropatías (nefritis 

mesangioproliferativa, carcinoma renal de células claras y diabetes) existe un cambio en la 

expresión de la proteína Gas1 con respecto a la condición sana y que estos cambios en su 

expresión están directamente relacionados con la proliferación celular. Se sabe que el túbulo 

contorneado proximal es el blanco principal de la toxicidad del cadmio (Cd), un metal pesado 

que provoca una nefropatía en donde existe disfunción generalizada del túbulo proximal. Por 

esta razón el principal objetivo de este trabajo fue explorar mediante inmunofluorescencia y 

análisis de Western blot si Gas1 se expresaba en el túbulo contorneado proximal durante el 

desarrollo posnatal de la rata sana, identificar si la expresión de Gas1 en el túbulo proximal 

se modificaba en crías expuestas a Cd durante su gestación y con nefropatía inducida por Cd, 

y finalmente, determinar si Gas1 podría estar involucrado en mecanismos de reparación 

celular inducidos por el Cd. Nosotros encontramos que Gas1 se expresa en el túbulo proximal 

de la rata sana desde el primer día postnatal (DPN 1) y durante todo el desarrollo, que se 

expresa principalmente en el citoplasma de las células epiteliales del túbulo proximal, que su 

expresión aumenta a medida que el riñón madura y que la expresión de Gas1 se mantiene en 

las células adultas completamente diferenciadas. 

En nuestro modelo crónico a exposición a Cd en el útero descubrimos que las crías nacían 

con función renal y presión arterial normales pero al llegar a la edad adulta (45 y 60 DPN), 

estas crías desarrollaban hipertensión y daño renal. Concluimos que en una etapa temprana 

al daño renal (21 DPN) inducido por el Cd se activan mecanismos de reparación celular y 

que el mayor daño tubular se encuentra en las ratas de 60 DPN, ya que hay una pérdida de la 
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proteína dipeptidil peptidasa en el borde cepillo, un incremento significativo de la excreción 

en orina del biomarcador β-2-microglobulina y la ausencia de las proteínas Kim-1 (marcador 

de daño renal temprano), CD24 (marcador de CPR) y Ki67 (marcador de proliferación 

celular), en comparación con las ratas de 45 DPN en donde si hay presencia de Kim-1, CD24, 

de Ki67 pero ausencia de β-2-microglobulina. También descubrimos que la expresión de 

Gas1 se modificaba (aumenta, se localiza en el borde cepillo, colocaliza con Kim-1, CD24 y 

Ki67) específicamente con el daño inducido por el Cd. En conclusión, el hallazgo de que 

Gas1 está presente y aumenta significativamente su expresión en las células epiteliales del 

túbulo proximal durante el proceso de maduración posnatal en el riñón sano y que mantiene 

su expresión más alta en el adulto, sugiere que Gas1 podría estar relacionado con el control 

del ciclo celular, probablemente manteniéndolo detenido en las células epiteliales 

completamente diferenciadas. Y que probablemente Gas1 también podría estar regulando a 

las CPR durante la nefropatía inducida por el Cd, permitiendo su activación y manteniéndolas 

durante los mecanismos de reparación celular tempranos activos. 
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Abstract 

New nephrons (nephrogenesis) are generated from Renal Progenitor Cells (RPC) during 

embryonic development and interestingly, in some mammals such as rats, it ends during 

postnatal development. In the adult kidney, the Gas1 (Growth Arrest-Specific 1) protein has 

been reported to act as an endogenous inhibitor of cell proliferation, but it is also necessary 

for the maintenance and proliferation of RPCs during early development, therefore it fulfills 

important functions in the kidney. However, it is not known whether or not Gas1 is expressed 

in the proximal convoluted tubule during postnatal development, a critical stage for tubular 

maturation. 

Previous work discovered that in the presence of various nephropathies 

(mesangioproliferative nephritis, clear cell renal carcinoma, and diabetes) there is a change 

in the expression of the Gas1 protein with respect to the healthy condition and that these 

changes in its expression are directly related to cell proliferation. The proximal convoluted 

tubule is known to be the primary target of cadmium (Cd) toxicity, a heavy metal that causes 

a nephropathy where there is widespread dysfunction of the proximal tubule. For this reason, 

the main objective of this work was to explore by means of immunofluorescence and Western 

blot analysis whether Gas1 was expressed in the proximal convoluted tubule during postnatal 

development of the healthy rat, to identify if the expression of Gas1 in the proximal tubule 

was modified in the pups exposed to Cd during their gestation and with Cd-induced 

nephropathy, and finally, to determine if Gas1 could be involved in Cd-induced cell repair 

mechanisms. We found that Gas1 is expressed in the proximal tubule of the healthy rat from 

postnatal day (PND) 1 and throughout development, that it is expressed mainly in the 

cytoplasm of proximal tubule epithelial cells, that its expression increases as that the kidney 

matures and that Gas1 expression is maintained in fully differentiated adult cells. 

In our chronic model of Cd exposure in utero, we found that pups were born with normal 

kidney function and blood pressure, but upon reaching adulthood (45 and 60 PND), these 

pups developed hypertension and kidney damage. We conclude that in an early stage of renal 

damage (21 PND) induced by Cd, cellular repair mechanisms are activated and that the 

greatest tubular damage is found in offspring of 60 PND, since there is a loss of the dipeptidyl 

peptidase protein in the brush border, a significant increase in the excretion in urine of the 
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biomarker β-2-microglobulin and the absence of the proteins Kim-1 (early renal damage 

marker), CD24 (marker of RPC) and Ki67 (cell proliferation marker), compared to 45 PND 

pups where there is the presence of Kim-1, CD24, and Ki67 but absence of β-2-

microglobulin. We also found that Gas1 expression was modified (increased, localized to 

brush border, colocalized with Kim-1, CD24, and Ki67) specifically by Cd-induced damage. 

In conclusion, the finding that Gas1 is present, and its expression significantly increased in 

proximal tubule epithelial cells during the postnatal maturation process in the healthy kidney 

and that it maintains its highest expression in the adult, suggests that Gas1 could be related 

to cell cycle control, probably by maintaining the arrested cell cycle of fully differentiated 

epithelial cells. And that Gas1 could probably also be regulating RPCs during Cd-induced 

nephropathy, allowing their activation, and maintaining them during active early cell repair 

mechanisms. 
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Abreviaturas 

 

ADH                                 Hormona antidiurética 

ADL                                  Adulto 

AKT             Serine/threonine-protein kinase 

AQP2                                Acuaporina 2 

B2M β-2-microglobulina 

Ca+                                    Calcio 

CB                                   Cápsula de Bowman 

Cb  Cerebelo 

CdCl2     Cloruro de cadmio 

Cd                                     Cadmio 

CD24                                Clúster de diferenciación 24 

Cln                                    Claudina 

CPR                                   Células progenitoras renales 

CTL                                   Control 

CTM                                 Células troncales mesenquimales 

°C                                      Grados centígrados 

DPN                                  Día postnatal 

DppD                               Dipeptidil peptidasa 

E                                       Día embrionario 

Esq                                   Esquema 

FGF                                  Factor de crecimiento de fibroblastos 

Fig                                    Figura 

Gas1                                 Growth arrest specific 1 

GDNF                               Factor Neurotrópico Derivado de Células Gliales 

h                                       Hora 

IgG                                    Inmunoglobulina G 

IMF                                   Inmunofluorescencia 

K+ Potasio 

L  Litro 

Mg+                                  Magnesio 
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µg   Microgramo 

mg                                    Miligramo 

min                                   Minutos 

µl                                      Microlitro 

ml                                     Mililitro 

µm                                    Micrómetro 

MM                                  Mesénquima metanéfrica 

MAP Presión arterial media 

N                                       Normalidad 

Na+ Sodio 

NCAM                              Neural cell adhesion molecule 

ND                                    Nefrona distal 

nm                                    Nanómetro 

ns No significante 

PBS                                   Phosphate buffered saline 

PFA                                  Paraformaldehido 

seg                                    Segundos 

SNC                                  Sistema nervioso central 

ST                                      Solución estándar 

UA  Unidades arbitrarias 

WT-1                                Wilms tumor protein 

YU                                     Yema ureteral 
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1. Introducción 

1.1. Desarrollo renal embrionario 

En los vertebrados, durante el desarrollo embrionario del riñón se da la diferenciación 

secuencial de tres estructuras: el pronefros, mesonefros y metanefros, siendo este último el 

que dará origen al riñón funcional. La formación del riñón funcional comienza por la 

inducción de dos zonas embrionarias diferentes recíprocamente inducidas, el mesénquima 

metanéfrico (MM) y la yema ureteral (YU) derivada del conducto de Wolf (Little et al. 2010; 

Little et al. 2012).  La YU comienza la morfogénesis en respuesta a señales provenientes del 

MM, que provoca que la YU se 

ramifique e invada el MM, 

induciendo que las células 

adyacentes al MM se condensen 

alrededor de las puntas de la YU, 

formando el mesénquima; las 

células del MM restantes serán el 

mesénquima estromal, 

posteriormente los agregados 

pretubulares provenientes del  

mesénquima comienzan la 

transición mesénquima- epitelial 

para dar lugar a las vesículas 

renales, que se fusionarán con el 

tallo ureteral generando los 

agregados en forma de coma 

(coma shape) que formarán a los 

agregados en forma de S (S 

shape) con hendiduras 

proximales y distales conforme 

se van diferenciando. La 

hendidura más proximal será 

infiltrada por células endoteliales 

Esq. 1. Desarrollo embrionario de la nefrona. Se muestran los diferentes 

estados morfológicos renales en la embriogénesis renal del ratón. a) Se 

muestra al E10.5 las dos zonas embrionarias, el mesénquima metanéfrico 

(MM) y la yema ureteral (YU) derivada del conducto de Wolf (WD). b) 

E11, diferentes factores transcripcionales y agentes que regulan el balance 

entre proliferación, inhibición de la proliferación, apoptosis y 

diferenciación, necesarios en esta etapa de desarrollo. c y d) Después de 

las inducciones reciprocas entre el MM y la YU comienza la ramificación 

del árbol ureteral. e) formación de los agregados en coma y posteriormente 

en forma de S, finalmente células endoteliales migran y las estructuras 

glomerulares se forman (Vainio et al. 2002). 
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formando el penacho glomerular. Finalmente, interacciones recíprocas epitelio-meséquima 

inducen a la YU a ramificarse repetidamente de una manera altamente reproducible, y nuevas 

nefronas se forman a partir del MM adyacente a cada punta de la YU. La YU que se ramifica, 

forma el sistema de túbulos colectores que conectarán las nefronas con el uréter que drenará 

la orina en la vejiga (Esq. 1) (Nigam et al. 1996; Costantini et al. 2010; Rizaldy et al. 2020). 

El desarrollo renal embrionario está fuertemente regulado por agentes que inducen o inhiben 

la proliferación y diferenciación celular, por ejemplo, el crecimiento de la YU a partir del 

conducto de Wolff se da en respuesta a la secreción de GDNF (Factor Neurotrófico Derivado 

de Células Gliales) por parte de la MM. Esta señal inductora se asocia al receptor c-Ret que 

se localiza en las membranas plasmáticas de las células epiteliales de la YU temprana. La 

síntesis de GDNF está regulada por el factor transcripcional WT1. Este factor transcripcional 

regula la expresión de varios genes mediante su unión a los respectivos promotores. Por 

ejemplo, después de que el MM responde a la señal del FGF, la proteína Gas1 que es 

dependiente de la expresión de WT1, promueve la proliferación de la MM al activar la 

cascada de señalización FGF (Esq. 2)(Vainio et al. 2002; Dong et al. 2015; Takasato et al. 

2015). 

Esq. 2. WT1 contribuye a la autorenovación y proliferación de la MM. En círculos rojos se observa que WT1 regula 

directamente la señalización del FGF al regular a Fgf20/Fgf16 y la expresión de Gas1 para antagonizar la cascada BMP-

Psmad necesario para la supervivencia y autorenovación de la MM (Dong et al. 2015). 
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1.2. El riñón 

Los riñones son los órganos excretores en los vertebrados, cada individuo posee dos, uno a 

cada lado de la columna vertebral y están situados en la parte posterior del abdomen, en el 

retroperitoneo. Estos órganos filtran la sangre del aparato circulatorio y eliminan los desechos 

(diversos residuos metabólicos del organismo, como son la urea, el ácido úrico, la creatinina, 

el potasio y el fósforo) mediante la orina, a través de un complejo sistema excretorio que 

incluye mecanismos de filtración, reabsorción y secreción. El riñón se divide 

macroscópicamente en dos zonas, una zona externa denominada corteza y una zona interna 

denominada médula.   

1.3. La nefrona 

A nivel microscópico, el riñón humano está formado aproximadamente por 2 millones de 

nefronas (mientras que en las ratas es aproximadamente entre 30-34,000 por órgano). La 

nefrona es la unidad estructural y funcional del riñón, responsable de la homeostasis de la 

sangre y del líquido extracelular. Su principal función es filtrar la sangre para regular el agua 

y las sustancias solubles, reabsorbiendo lo que es necesario y excretando el resto como orina 

(Nigam et al. 1996; Rizaldy et al. 2020). La nefrona está constituida por el glomérulo, el 

túbulo contorneado proximal, el asa de Henle (delgada ascendente y descendente), el túbulo 

distal y los túbulos colectores. El funcionamiento de la nefrona está basado en un intercambio 

de iones que comienza cuando la sangre ingresa al glomérulo vía la arteriola aferente, el 

fluido filtrado pasa al tubo contorneado proximal donde el sodio, agua, aminoácidos y 

glucosa se reabsorben parcialmente, por mecanismos transcelulares y paracelulares (Nigam 

et al. 1996; Rizaldy et al. 2020). 

1.4. Eventos postnatales renales 

1.4.1. Maduración renal  

Un evento que ocurre en el periodo postnatal en algunos mamíferos entre ellos el humano y 

la rata es la maduración renal. Se sabe que, aunque todas las secciones de la nefrona están 

presentes al momento del nacimiento y que, aunque la filtración se realiza desde antes del 

nacimiento, los riñones son funcionalmente inmaduros al nacer.  
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Los riñones de los mamíferos recién nacidos tienen una limitada capacidad de concentrar 

orina y una tendencia a retener sodio, cuando se compara con el adulto. Características 

estructurales y funcionales del riñón son las responsable de estas diferencias, por ejemplo, al 

nacer el asa de Henle es más corta, existe un bajo gradiente osmótico intersticial y un alto 

flujo sanguíneo medular, una alta permeabilidad del túbulo colector al sodio, una baja 

respuesta de las células del túbulo colector a la hormona antidiurética (ADH) relacionada a 

la escasez de sus receptores, mínima respuesta de la adenil ciclasa a ADH, disminución en el 

túbulo proximal de los trasportadores de aniones orgánicos (SLC22a6 y SLC22a8), entre 

otras características morfológicas y estructurales (Reyes et al. 1990; Sweeney et al. 2011). 

1.4.2. Nefrogénesis renal  

Otro evento que ocurre en el periodo postnatal es la nefrogénesis en algunos mamíferos entre 

ellos, el ratón y la rata. La zona nefrogénica en el riñón en desarrollo genera varios grupos 

de nefronas antes de desaparecer alrededor de los DPN 6-7 en el ratón. La inducción de 

nuevas nefronas se completa probablemente en el DPN 3-4. Parece que la ventana de 

inducción de la mayoría de las nefronas es entre el día E16.5 y el DPN 2.  Esto es congruente 

con lo observado por Cebrián y colaboradores, (Cebrián et al. 2004) los cuales encontraron 

que solo 700 nefronas estaban presentes en el día E16.5, pero incrementaban a 8,000 nefronas 

al DPN 2. En ratones la nefrogénesis se detiene poco tiempo después del nacimiento, cuando 

las CPR están completamente agotadas, mientras que en los humanos la inducción de nuevas 

nefronas ocurre completamente en el feto (la nefrogénesis termina en la semana 36 de 

gestación). Hasta la fecha los mecanismos que controlan la proliferación y que la detienen 

completamente en estas poblaciones es desconocido. Una fuente de células madre capaz de 

originar las unidades funcionales del riñón, las nefronas, no existe en el órgano adulto, ya 

que la población de las CPR en el riñón humano se agota al nacimiento. Aunque la población 

equivalente en los ratones persiste en los primeros días de vida, también se termina, lo que 

resulta en la incapacidad de generar nuevas nefronas en respuesta a un daño postnatal 

(Kreidberg et al. 2010). 
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1.5. Gas1 

En los estados no proliferativos de diferentes tipos celulares la expresión de un grupo de 6 

genes llamados: genes específicos del arresto del crecimiento o genes GAS se regulan 

positivamente, se encontró también que en células que se encontraban en etapas no 

proliferativas la proteína Gas1 se encontraba regulada positivamente. Gas1 (Growth arrest-

specific protein 1, por sus siglas en inglés) es una proteína multifuncional, tiene funciones 

que van desde supresor de tumores, agente proapoptótico/antiapoptótico, regulador positivo 

del crecimiento del cerebelo durante el desarrollo embrional, entre otros (Spagnuolo et al. 

2004; Schueler-Furman et al. 2006). 

Gas1 es una proteína extracelular anclada a la membrana y posee una región 

glicosilfosfatidilinositol.  Está formada por 345 residuos de aminoácidos y tiene un peso 

molecular de aproximadamente 37 KDa. El homólogo de Gas1 en humanos ha sido 

identificado y posee una homología con el Gas1 murino de 76.6% a nivel de aminoácidos. 

Gas1 detiene el ciclo celular en la transición de la fase G0 a la fase S. Gas1 actúa inhibiendo 

la señalización intracelular inducida por GDNF, reduciendo tanto el patrón de 

autofosforilación de Ret como la activación de AKT, induciendo así la detención celular y la 

apoptosis. En cultivos celulares, la sobre-expresión de esta proteína inhibe la síntesis de ADN 

y detiene la proliferación celular. En cultivos primarios se conoce su actividad como agente 

proapoptótico en neuronas del hipocampo, neuroblastomas y células gliales. Se encuentra 

expresada en cerebro, riñón, corazón, células endoteliales, pulmón, gónadas (próstata y 

glándulas mamarias) y músculo esquelético. Se propuso, que los efectos de Gas1 en el arresto 

celular e inducción de apoptosis a nivel del sistema nervioso son causados por su capacidad 

de inhibir la señalización intracelular inducida por GDNF, que se encuentra presente y juega 

un papel muy importante en la morfogénesis renal (Schueler-Furman et al. 2006; López-

Ramírez et al. 2008; Dominguez-Monzon et al. 2011).  

1.6. Gas1 en el riñón 

La formación del riñón funcional (metanefros) durante el desarrollo embrionario depende de 

varios procesos biológicos, entre ellos la proliferación y diferenciación celular de las CPR. 

La investigación sobre la nefrogénesis y las CPR ha llevado a la identificación de agentes 
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que controlan este fino balance entre la autorenovación y la diferenciación de las CPR, 

incluyendo al factor transcripcional WT1.  Se ha demostrado que WT1 activa directamente 

la expresión de Gas1 (al unirse a su promotor) promoviendo la proliferación de la MM 

(Vainio et al. 2002). Debido a que Gas1 es una proteína pleiotrópica, es decir, es una proteína 

que tienen un papel particular según el contexto celular en el que está presente (Segovia et 

al. 2014), se han descrito diferentes funciones de Gas1, por ejemplo, varios reportes han 

demostrado que Gas1 se expresa durante el desarrollo temprano y que su papel in vivo parece 

estar alineado a positivo en vez de negativo en la regulación de la proliferación celular. Un 

ejemplo de lo anterior nos lo da Kann en el 2015, demostró en un modelo murino que en 

ausencia de WT1 durante la embriogénesis la MM presenta apoptosis, resultando en agénesis 

renal, ya que WT1 controla la expresión de varios genes requeridos para la proliferación y 

diferenciación de las CPR, incluyendo Gas1. También observaron que al disminuir la 

expresión de WT1 durante el desarrollo renal también disminuía significativamente la 

expresión de Gas1 en la MM, y al nacer estos ratones tenían riñones hipoplásicos.  Este grupo 

también realizo el silenciamiento de Gas1 y concluyó que el silenciamiento de Gas1 durante 

el desarrollo embrionario renal causaba una pérdida progresiva de CPR identificadas con los 

marcadores Six2 y NCAM, y que ésta perdida en las células progenitoras era debido a la 

disminución en su proliferación; por lo tanto Gas1 tiene un papel clave durante el desarrollo 

renal embrionario manteniendo las CPR in vivo (Kann et al. 2015). 

1.7. Gas1 en el desarrollo postnatal en la rata 

En un trabajo reciente descubrimos que Gas1 presenta un patrón de expresión diferencial en 

las diversas regiones de la nefrona. Nosotros encontramos que Gas1 se expresa en la cápsula 

de Bowman, el glomérulo y la nefrona distal durante todo el desarrollo posnatal, es decir, 

Gas1 está presente y aumenta significativamente su expresión durante el proceso de 

maduración posnatal en el riñón, y su expresión más alta es durante la etapa adulta, lo que 

sugiere que Gas1 podría estar relacionado con el control del ciclo celular, probablemente 

manteniendo el ciclo celular detenido de células completamente diferenciadas en la nefrona. 

Adicionalmente, también encontramos que Gas1 se expresa en las CPR durante el desarrollo 

postnatal, y que los niveles más altos encontrados de Gas1 son en el adulto. Más aún, las 

CPR (NCAM+/CD24+) tiene un patrón de expresión inverso a Gas1 durante la maduración 
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renal posnatal (Tesis Maestría Cetina Palma 2016). Este resultado es importante ya que 

podría indicar un papel de Gas1 como regulador negativo de las CPR en las estructuras 

tubulares durante la maduración renal y en la edad adulta, de manera similar a la observada 

en la cápsula de Bowman (Luna-Antonio et al. 2017). Este posible papel de Gas1 como 

regulador de las células progenitoras también se ha descrito previamente en el cerebro 

posnatal sugiriendo que Gas1 podría estar regulando el ciclo celular en las células neurales; 

por otro lado, también se sabe que Gas1 se expresa en células madre que se encuentran 

arrestadas en la fase G0 del ciclo celular, a menos que se activen y entren en el ciclo celular 

(Martinelli et al. 2007). 

1.8. Gas1 y nefropatías  

Se ha descrito que la expresión de Gas1 cambia en diferentes nefropatías con respecto a la 

condición sana y qué estos cambios en su expresión están directamente relacionados con la 

proliferación celular, reflejando un papel critico de Gas1 cómo posible regulador de la 

proliferación celular a nivel renal. 

Por ejemplo, se encontró que la expresión de Gas1 disminuye en la cápsula de Bowman en 

un modelo murino con hiperglucemia inducida experimentalmente, y esta disminución 

permite el incremento de marcadores de células progenitoras renales (NCAM+, CD24+, 

SIX1/2+) que se relaciona con una activación de mecanismos de reparación inducidos o 

provocados por las grandes concentraciones de glucosa presente en la sangre (Luna-Antonio 

et al. 2017). También se ha descrito que la expresión de Gas1 se encuentra disminuida 

significativamente en la nefritis mesangioproliferativa, atribuyéndole a Gas1 una posible 

función de inhibidor endógeno de la proliferación de las células mesangiales, ya que, en 

condiciones normales estas células expresan Gas1 (van Roeyen et al. 2013). Otro antecedente 

referente al cambio en la expresión de Gas1 en diversas patologías renales es el 

proporcionado por Conceição y colaboradores, quienes encontraron que en el carcinoma 

renal de células claras la expresión de Gas1 se encuentra regulada negativamente cuando lo 

comparaba con tejido renal sano e interesantemente encontró lo mismo al utilizar la línea 

celular 786-O, una línea celular de cáncer renal humano (Conceição et al. 2017). 
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1.9. Cadmio 

El cadmio (Cd) es un metal pesado no esencial, tóxico a muy bajas dosis, no biodegradable 

y con una vida media biológica muy larga.  La forma tóxica del cadmio es la forma ionizada 

(Cd2+), ya que cuando el cadmio está unido a una proteína no es tóxico. La forma divalente 

se unirá rápidamente a proteínas o enzimas ricas en grupos tioles, posteriormente este 

complejo de Cd-Proteína se catalizará dentro de los lisosomas y nuevamente la forma 

ionizada Cd2+ será liberada, siendo esta la responsable de la citotoxicidad, ya que altera la 

actividad mitocondrial provocando estrés oxidativo y muerte celular. Por lo tanto, su estado 

ionizado dependerá de si está o no unido a proteínas o enzimas. La exposición a Cd se ha 

convertido en un problema ambiental y de salud a nivel mundial (Jacobo-Estrada et al. 2017).  

El cadmio (como óxido, cloruro o sulfato) se encuentra en el aire en forma de partículas o 

vapores, y por lo tanto puede ser transportado en la atmósfera para ser depositado (húmedo 

o seco) sobre la superficie del suelo o del agua y puede ser incorporado por plantas, entrando 

así a la cadena alimentaria. El Cd2+  ingresa a las células vegetales/animales a través de los 

transportadores de metales esenciales Fe2+, Zn2+ y Ca2+ y rápidamente se une a proteínas o 

enzimas ricas en grupos tioles acumulándose en diversas estructuras. Las plantas de tabaco 

poseen la capacidad específica y muy alta de absorber el Cd del suelo y acumularlo en sus 

raíces y hojas. Se ha reportado que al fumar un cigarro la concentración de Cd en la sangre 

es de 0.1-0.2 µg de Cd/L, ya que cada cigarro contiene aproximadamente 1-2 µg de Cd, sin 

embargo se ha demostrado que el contenido de Cd puede variar dependiendo del origen del 

tabaco, por ejemplo se encontró que los cigarros en México tienen una concentración de 2.5- 

2.8 µg de Cd (Thévenod et al. 2013; Jacobo-Estrada et al. 2017). 

1.10. Toxicidad del Cd en el riñón y en el túbulo proximal 
Este metal pesado daña diversos órganos, entre ellos se encuentra el riñón, el hígado, el 

pulmón y los huesos. El daño depende de la dosis, la ruta y la duración de la exposición a 

cadmio. Se ha reportado que la vida media del cadmio en el riñón es de aproximadamente de 

6-38 años, debido a que su eliminación del cuerpo es mínima y extremadamente lenta, 

quedando almacenado principalmente en el hígado y en los riñones. 
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Debido a la baja concentración en la que se encuentra este metal pesado en el ambiente, en 

el humo del cigarro o en alimentos, existe un patrón de exposición crónica y en humanos el 

principal órgano dañado es el riñón.  La nefropatía causada por el Cd es debida al daño en el 

túbulo proximal, caracterizado por poliuria, el incremento de excreción urinaria de glucosa, 

aminoácidos,  diversos electrolitos (principalmente Na+, K+, y Ca+) y proteínas de bajo peso 

molecular; así como también dañando la vía paracelular pasiva y una disminución en el 

transporte activo de iones transcelulares, entre otras cosas.  Este daño tan severo y particular 

en el túbulo proximal es debido a que esta porción de la nefrona es el principal sitio de 

reabsorción del Cd, ya que más del 90% del cadmio filtrado es del complejo Cd-Proteína y 

que es reabsorbido en este segmento. (Jacquillet et al. 2007; Prozialeck et al. 2012; Jacobo-

Estrada et al. 2017). 

1.11. Efecto del cadmio en crías 
Mediante modelos murinos se sabe que la intoxicación por cadmio daña la función renal de 

las crías de ratas intoxicadas durante el embarazo, presentando daño renal a partir del DPN 

60, reflejado por una disminución de la tasa de filtración glomerular asociada con un 

incremento de la excreción de iones (Na+, K+, Mg+, entre otros), daño tubular, función 

alterada en la depuración de creatinina, entre otros. En trabajos previos se ha demostrado que 

hay altos niveles de Cd en sangre, hígado y riñones en las crías desde el DPN 1-60, así como 

una disminución del peso corporal de la progenie desde que nacen hasta el DPN 21.  También 

se encontró una expresión desorganizada de las proteínas de las uniones estrechas Cln2 y 

Cln5, expresadas específicamente en el túbulo proximal y en el glomérulo, respectivamente. 

Por lo anterior, podemos concluir que en modelos murinos la exposición a Cd durante el 

embarazo tiene efectos dañinos en las crías (cuando llegan a la etapa adulta) ya que presentan 

un cuadro de nefropatía (Antonio Garcia et al. 2004; Jacquillet et al. 2007; Nakamura et al. 

2012). 
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2. Antecedentes 
 

En un trabajo previo de nuestro grupo se caracterizó el patrón de expresión de Gas1 en el 

riñón sano en la rata adulta, encontrando que Gas1 se expresa en el glomérulo, la cápsula de 

Bowman y en la nefrona distal, pero no en el túbulo proximal (Luna-Antonio et al. 2017).  

En otro trabajo previo encontramos que durante el desarrollo postnatal Gas1 presenta un 

patrón de expresión diferencial a nivel renal, ya que su expresión aumenta conforme madura 

el riñón y su expresión más alta es en el adulto, sugiriendo un posible papel de Gas1 como 

marcador de estado de diferenciación celular a nivel glomerular y distal. De igual manera 

caracterizamos el patrón de expresión de marcadores de las CPR (NCAM+/CD24+) durante 

el desarrollo postnatal, encontrando que estos marcadores disminuyen conforme madura el 

riñón, observándose una relación inversa entre la expresión de Gas1 y NCAM+/CD24+, 

sugiriendo un posible papel de Gas1 como regulador negativo de las CPR en las estructuras 

tubulares durante la maduración renal y en la edad adulta (Tesis Maestría Cetina Palma 

2016). 

Por otro lado, se ha descrito que la expresión de Gas1 cambia en diferentes nefropatías 

respecto a la condición sana y qué estos cambios están directamente relacionados con la 

proliferación celular. Por ejemplo, se encontró que la expresión de Gas1 disminuye en la 

cápsula de Bowman en ratas con hiperglucemia inducida experimentalmente, y esta 

disminución permite el incremento de marcadores de células progenitoras renales (NCAM+, 

CD24+, SIX1/2+) que se relaciona con un mecanismo de reparación inducido por las grandes 

concentraciones de glucosa en la sangre (Luna-Antonio et al. 2017). También se ha descrito 

que la expresión de Gas1 se encuentra disminuida en la nefritis mesangioproliferativa, 

atribuyéndole a Gas1 una posible función de inhibidor endógeno de la proliferación de las 

células mesangiales, ya que, en condiciones normales estas células expresan Gas1 (van 

Roeyen et al. 2013). Otro antecedente referente al cambio en la expresión de Gas1 en diversas 

patologías renales es el proporcionado en el 2017 por Conceição y colaboradores, quienes 

encontraron que en el carcinoma renal de células claras la expresión de Gas1 se encuentra 

regulada negativamente (Conceição et al. 2017). 

 



20 
 

3. Justificación 
 

No existe información sobre si Gas1 se expresa o no en el túbulo contorneado proximal 

durante el desarrollo postnatal ni mucho menos en el adulto. Tampoco se sabe si la expresión 

de Gas1 se modifica en el túbulo proximal como consecuencia de la nefropatía inducida por 

algún metal pesado, y si se expresa que papel podría estar teniendo Gas1 durante la 

nefropatía. 

Como vimos anteriormente, existen modificaciones en el patrón de expresión de Gas1 en 

presencia de ciertas nefropatías, como es el caso de la diabetes, nefritis mesangioproliferativa 

y carcinoma renal de células claras. Por lo tanto, nuestra hipótesis es que en una nefropatía 

inducida por la exposición a un metal pesado como el Cd (ya que la exposición a cadmio 

durante periodos críticos en el desarrollo, como lo es la gestación y la maduración renal 

postnatal daña la función renal en etapas adultas)(Jacquillet et al. 2006; Jacquillet et al. 2007; 

Jacobo-Estrada et al. 2017), el patrón de expresión de Gas1 encontrado en las ratas sanas, 

estará modificado y estará relacionado con la activación de mecanismos de reparación celular 

a nivel del túbulo proximal involucrando a CPR. 
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4. Objetivos 
 

Caracterizar el patrón de expresión de Gas1 en el túbulo proximal durante el desarrollo renal 

postnatal en ratas en un modelo de daño renal inducido por intoxicación con Cd durante el 

periodo gestacional.  

 

4.1. Objetivos particulares: 

ꙮ Identificar sí Gas1 se expresa en el túbulo proximal de ratas sanas durante el desarrollo 

postnatal. 

ꙮ Confirmar que Cd administrado durante el periodo gestacional genera nefropatía en las 

ratas púberes y adultas jóvenes. 

ꙮ Identificar si existe algún cambio en el patrón de expresión de Gas1 en el túbulo 

contorneado proximal en las crías expuestas a Cd durante el periodo gestacional en 

comparación con la expresión de las crías sanas. 

ꙮ Caracterizar el patrón de expresión de marcadores de células progenitoras renales en las 

crías expuestas a Cd. 

ꙮ Evaluar si hay proliferación en las crías expuestas a Cd. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



22 
 

5. Materiales y métodos  

5.1. Modelos experimentales 

5.1.1. Modelo del desarrollo postnatal en la rata sana 

Los experimentos con animales se llevaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana 

NOM-062-ZOO-1999 y el Comité Institucional del Laboratorio de Cuidados Animales 

(UPEAL). Los animales experimentales fueron ratas hembra Wistar a diferentes días 

postnatales (DPN), a los DPN 1, 3, 7, 10, 14, 21 y adulto de 2 meses (ADL/60 DPN). Se 

mantuvieron con ciclos normales de 12/12 h luz/oscuridad a una temperatura promedio de 

22 ± 1 °C y 50 ± 5% de humedad (Luna-Antonio et al. 2017). Los animales tuvieron acceso 

ad libitum al alimento y agua.  

 

5.1.2. Modelo crónico de exposición a Cd en el útero 

Se utilizaron ratas hembra Wistar gestantes de tiempo exacto (ratas madres), es decir, ratas 

hembra que después de ponerlas en cruza con un macho resultaron preñadas comenzando 

con el protocolo experimental desde el día 1 de embarazo. Los animales se mantuvieron con 

ciclos normales de luz/oscuridad (12/12 h) a una temperatura promedio de 22 ± 1 °C y 50 ± 

5% de humedad. Los animales tuvieron acceso ad libitum al alimento y agua. 

 

Grupo de madres tratadas con cloruro de cadmio (CdCl2): ratas gestantes de tiempo exacto 

a las que se les administró CdCl2 vía oral desde el primer día gestacional, con una dosis de 

0.5 µg de CdCl2/Kg/día (Jacquillet et al. 2006; Jacquillet et al. 2007). La solución de CdCl2 

se administró a este grupo todos los días a la misma hora mediante una cánula intragástrica 

utilizando una cánula oral únicamente durante el periodo gestacional (aproximadamente 21 

días de gestación). La exposición diaria a cadmio en las ratas preñadas se detuvo en el día 

del parto. 

 

Grupo de madres control: el grupo control (CTL) fueron ratas gestantes de tiempo exacto a 

las que se les administro vía oral y desde el primer día gestacional solamente el vehículo del 

CdCl2 que fue agua, mediante una cánula intragástrica utilizando una cánula oral. 

La administración diaria del vehículo en las ratas de este grupo se detuvo en el día del parto.  

Después del nacimiento de las crías de ambos grupos (CTL y Cd), se realizó el sexado para 

seleccionar solamente las crías hembras en cada grupo. Posteriormente, ambos grupos de 
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crías (CTL y Cd) se mantuvieron con sus respectivas Madres durante toda la lactancia hasta 

el destete (DPN 21). Se evaluaron 3 tiempos postnatales diferentes en cada grupo de crías 

estudiado: crías de 21, 45 y 60 DPN. 

 

5.2. Obtención de tejido renal 
Se sacrificaron las ratas en cada DPN designado en cada grupo para evaluar, y se recolectaron 

muestras de tejido renal. Los riñones en cada DPN se perfundieron con solución salina (NaCl 

0.9%) y fueron colocados en solución salina fría. Posteriormente, se crioconservaron 

sumergiéndolos en 2-metil-butano (Aldrich; Milwaukee, WI) por 30 seg, seguido por 2.5 min 

en nitrógeno líquido y después a temperatura ambiente por 2.5 min más (únicamente los DPN 

1, 3, 7, 10, 14 y 21). Para los riñones de los grupos ADL, se cortaron rebanadas de un grosor 

aproximado de 0.3 mm y se sumergieron en 2-metil-butano por 1 min, seguido por 5 min en 

nitrógeno líquido y después a temperatura ambiente por 5 min más. Finalmente, el tejido se 

almacenó a -80°C. 

 

5.3. Parámetros fisiológicos y bioquímicos 
Se obtuvieron muestras de orina y sangre de cada grupo evaluado. Las muestras de sangre se 

adquirieron por punción cardiaca y se centrifugaron para obtener el suero. Las ratas se 

colocaron en jaulas metabólicas y se recolectó la orina de 24 h para cada grupo experimental. 

El análisis de proteinuria se realizó mediante el método de Lowry (Bio-Rad Protein Assay 

Kit, Bio-Rad Laboratories, CA, USA) y la depuración de creatinina mediante la reacción de 

Jaffe como se describe previamente (Bradford 1976; Molina-Jijón et al. 2014). Las muestras 

de orina y suero se almacenaron a -80°C previo a su uso. Todos los experimentos se 

realizaron por triplicado y con una n>6 por grupo. 

 

5.4. Medición de la presión arterial 
Para obtener mediciones precisas de la presión arterial diastólica, sistólica y MAP (Presión 

Arterial Media, por sus siglas en inglés) de cada uno de los grupos evaluados, utilizamos el 

sistema de presión arterial no invasivo, el sistema CODA (Kent Scientific Corp.) La presión 

arterial se midió en la cola de cada rata utilizando la tecnología de sensor de registro de 
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presión de volumen (Daugherty et al. 2009). Cada toma de presión arterial se realizó por 

triplicado y con una n>8 por grupo. 

 

5.5. Medición del peso corporal 
Se pesaron las crías de ambos grupos (CTL y Cd) durante el desarrollo postnatal comenzando 

con la cría de 2 DPN y terminando con las crías adultas de 56 DPN. Todos los experimentos 

se realizaron por triplicado y con una n>15 en las crías más pequeñas (2 DPN) y una n> 8 a 

partir de las crías de 7-56 DPN.   

 

5.6. Aislamiento de túbulos proximales para inmunofluorescencia 
Los túbulos renales proximales de las crías fueron aislados como se describió por Reyes et 

al. 1992. Brevemente, después de sacrificar las crías, los riñones fueron obtenidos 

rápidamente y colocados a 4°C en solución (mmol/L): 115 NaCl, 25 NaHCO3, 3.5 KCl, 1.25 

KH2PO4, 1.25 CaCl2, 1.25 MgSO4, 5.5 dextrosa, 1.0 citrato de sodio, 1.0 lactato de sodio, 

1.12 l-alanina, 0.9 glicina, 1 g albumina pH 7.4  (Sigma Co., St. Louis, MO, USA). 

Rebanadas de 1-2 mm de la región corticomedular del riñón se obtuvieron y se colocaron en 

cajas Petri de vidrio sumergidas en la misma solución a 4°C. Los túbulos proximales se 

identificaron y diseccionaron manualmente usando un microscopio estereoscópico (X20). 

 

5.7. Inmunofluorescencias 
El tejido renal criopreservado con 2-metil-butano se cortó en rebanadas (6 µm de grosor) y 

se colocó en portaobjetos previamente gelatinizados. La inmunofluorescencia fue realizada 

de acuerdo con la metodología utilizada por Molina-Jijón et al. 2015. 

Corte renal: los cortes se fijaron con metanol por 10 minutos a 4°C, se incubaron las 

laminillas con buffer de citrato de sodio (J. T. Baker, Xalostoc, México) 10 mM pH 6.0 a 

4°C durante 20 min. Se permeabilizó con PBS Tween 20 al 1% por 14 minutos a 4°C. 

Después se bloqueó con 0.5% de albúmina libre de IgG por 1.5 h a temperatura ambiente y 

se incubó toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario contra DppD (1:250, Bio Rad), 

CD24 (1:250, Pharmingen), Gas1 (1:100, Pro-Sci), KIM-1 (1:100, Invitrogen) y Ki67 (1:100, 

Santa Cruz).  
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Túbulos proximales aislados: se obtuvieron manualmente los túbulos contorneados 

proximales descrito por González-Mariscal et al. 2000. Los túbulos se fijaron 1 min en etanol 

y después 1 min en acetona a temperatura ambiente. Se incubaron con un amortiguador de 

citrato de sodio 10 mM pH 6.0 a 4 °C durante 20 min. Se permeabilizó con PBS Tween 20 

al 1% por 10 minutos y se bloqueó con albúmina 0.5% libre de IgG por 1 h a temperatura 

ambiente y se incubó a 4°C toda la noche el anticuerpo primario Cln2 (1:250, Invitrogen) y 

Gas1 (1:100, Pro-Sci). Se usaron los anticuerpos secundarios levantados en cabra: Alexa 

Fluor 594 anti-conejo (rojo, 1:600, Invitrogen) y Alexa Fluor 488 anti-ratón (verde, 1:600, 

Invitrogen). Las imágenes fueron adquiridas utilizando un microscopio confocal (TCS-SP8, 

Leica, Heidelberg, Germany) y analizadas con el programa LAS AF LITE (Leica 

Microsystem).  Cada experimento de inmunofluorescencia se realizó al menos 3 veces, en 

tiempos diferentes y en muestras de n>3 animales por grupo estudiado. 

 

5.8. Método de gradiente de Percoll 
Fracciones enriquecidas de túbulos proximales: se obtuvieron de la corteza renal mediante 

centrifugación en gradiente de densidad de Percoll como se describió en los trabajos de  

González-Mariscal et al. 2000 y Molina-Jijón et al. 2014. Brevemente, una vez obtenidos los 

riñones se colocaron en solución Ringer-Krebs HCO3 (RKHCO3) a 4°C. Se obtuvieron 

fragmentos corticales y se digirieron con colagenasa (15 mg/25 ml de RKHCO3) . 

Posteriormente las muestras se transfirieron a un matraz Erlenmeyer previamente cubierto 

con silicón para evitar la adhesión del tejido a las paredes. El tejido en suspensión se gasifico 

con carbógeno por 30 min a 37°C y con agitación constante. La digestión enzimática se 

detuvo con RKHCO3 a 4°C. La suspensión se filtró a través de una malla metálica para 

eliminar las fibras de colágeno y se resuspendió en 10 ml de RKHCO3 a 4°C; se centrifugó 

por 20 min y el pellet se resuspendió en RKHCO3 a 4°C, este paso se repite 2 veces más. 

Posteriormente, el tejido se resuspendió en albúmina al 5% por 5 min a 4°C y se centrifuga 

nuevamente. El pellet se resuspendió en la solución de Percoll (1:1) y se centrifugo a 4°C por 

30 min a 20,000 × g, estableciéndose un gradiente que separa el tejido en 3 bandas: banda 1 

(b1) túbulos distales; banda 2 (b2) mezcla de túbulos y banda 3 (b3) túbulos contorneados 

proximales. El contenido de proteína total en lisados de proximales (b3) se determinó por el 

método de Lowry (Bio-Rad Protein Assay Kit, Bio-Rad Laboratories, CA, USA). Para 
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confirmar el enriquecimiento de túbulos proximales mediante el análisis de Western blot, 

utilizamos como control positivo al Transportador de glucose sodio 1 (SGLT1) y claudina 2 

(Cln 2), y como control negativo utilizamos una proteína especifica de la nefrona distal, la 

acuaporina 2 (AQP2). 

 

5.9. Extracción de proteínas  
Realizamos la extracción de proteínas totales de la fracción enriquecida de túbulos 

contorneados proximales (banda b3 de Percoll). Cada muestra la incubamos por 30 min a 

4°C en buffer de lisis (RIPA; 10 mM): 40 Tris-HCl, pH:7.6, 150 NaCl, EDTA, glicerol al 

10%, 1% Triton X-100, deoxiclorato de sodio 0.5% y SDS. Posteriormente, las muestras 

fueron sonicadas 3 veces durante 30 seg en un procesador ultrasónico de alta intensidad 

(Vibra cell; Sonics & Materials Inc., Danbury, CT, USA) y centrifugado a 4°C por 20 min 

recuperando los sobrenadantes. La cuantificación de la proteína total se realizó con el método 

de Lowry (Bio-Rad Protein Assay Kit, Bio-Rad Laboratories, CA, USA). 

  

5.10. Análisis por Western blot 
Las muestras de proteína se prepararon con la solución de Laemmli, se desnaturalizaron y se 

cargarón (45 µg/pozo) en geles SDS-PAGE de 12%. Los geles se corrieron a 90 V por 150 

min y las proteínas fueron transferidas a membranas fluoruro de polivinilideno (PVDF, 

Millipore Corp. Bedford, MA, USA). Posteriormente, la unión inespecífica de proteínas fue 

bloqueada con caseína 1% e incubadas a 4 °C toda la noche con los anticuerpos primarios, 

Gas1 (1:500, Pro Sci), Cln2 (1:250, Invitrogen), SGLT1 (1:500, Invitrogen), AQP2 (1:300, 

Santa Cruz) y tubulina (1:1000, Invitrogen). Las proteínas se detectaron por un anticuerpo 

secundario conjugado a peroxidasa (1:10,000) a temperatura ambiente detectándose la 

quimioluminiscencia (UVP Biomaging Systems, Cambridge, UK). La cuantificación se 

realizó midiendo la intensidad de la señal de la banda de proteína con el programa Image J 

(National Institute of Health, Bethesda, MD, USA). Todos los experimentos fueron 

realizados por triplicado y en diferentes tiempos. 
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5.11. Western blot de orina 
Se recolectó la orina de 3 ratas por cada grupo experimental, posteriormente las muestras de 

orina se prepararon con la solución de Laemmli y se desnaturalizaron. Se cargó cada pozo 

con el mismo volumen (30 µl/pozo) (Hepojoki et al. 2019) y la orina de una sola rata (1 

rata/pozo) para cada uno de los grupos evaluados, en geles SDS-PAGE de 12%. Los geles se 

corrieron a 90 V por 150 min y las proteínas fueron transferidas a membranas de fluoruro de 

polivinilideno (PVDF, Millipore Corp. Bedford, MA, USA). Posteriormente, la unión 

inespecífica de proteínas fue bloqueada con caseína 1% e incubadas a 4 °C toda la noche con 

el anticuerpo primario, β-2- microglobulina (1:200, Santa Cruz). 

 

5.12. Cuantificación de pixeles   
La cuantificación se realizó en imágenes utilizando los mismos parámetros de captura con el 

microscopio confocal (TCS-SP8, Leica, Heidelberg, Germany) y analizadas con el software 

Leica LAS AF Lite. Los valores de la cuantificación de pixeles se obtuvieron al sacar la 

relación entre el valor de los pixeles totales en un área específica. Se analizaron varios 

campos por muestra (n>6, y varias muestras de diferentes ratas (n>3) por cada condición 

experimental. 

 

5.13. Análisis de datos 
Todos los resultados se muestran como la media ± la desviación estándar. Para la 

comparación de dos grupos se utilizó la prueba t de Student. Las diferencias estadísticas entre 

los grupos se analizaron mediante análisis de varianza de una vía (ANOVA) y como prueba 

post-hoc se utilizó la prueba Tukey. Los datos se analizaron utilizando el software GraphPad 

Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EE. UU.).  Se consideró estadísticamente 

significativa una p<0.05.  
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6. Resultados                                

6.1. Gas1 en el túbulo contorneado proximal durante el desarrollo 

renal postnatal en ratas sanas 
Debido a que se ha reportado anteriormente que Gas1 posee diversas funciones, quisimos 

explorar si Gas1 se expresaba en el túbulo contorneado proximal. Mediante IMF de túbulos 

proximales aislados de la corteza renal de las diferentes edades postnatales estudiadas, 

encontramos que la expresión de Gas1 es principalmente citoplasmática, que está presente 

desde el nacimiento y que su patrón general de expresión es incrementar conforme el riñón 

madura (Fig. 1 A).  

Como control positivo de esta sección de la nefrona utilizamos la proteína de las uniones 

estrechas claudina 2  (Cln2)(González-Mariscal et al. 2003; Venugopal et al. 2019), podemos 

observar que el patrón de expresión de malla de gallinero característico de Cln2 está presente 

desde el DPN 1 e interesantemente incrementa su expresión conforme madura el riñón (Fig. 

1 B). También encontramos que al DPN 21 hay más Cln2 citoplasmática que colocaliza con 

Gas1 (color amarillo, Fig. 1 C). Con estos resultados en túbulos contorneados proximales 

aislados podemos confirmar sin duda que Gas1 se expresa en el citoplasma desde el primer 

día de nacida la rata y aumenta su expresión conforme madura el riñón.  

Este aumento significativo en la expresión de Gas1 y Cln2 se observa mejor al comparar las 

IMF del DPN 1 con el ADL (Fig. 2 A, B), también observamos un incremento evidente en el 

tamaño del túbulo contorneado proximal en el adulto (Fig. 1 D y 2 C, D). Mediante el análisis 

de Western blot en una muestra enriquecida de túbulos proximales, confirmamos que hay un 

incremento progresivo en la expresión de las proteínas Gas1, Cln2 y del Transportador de 

glucosa-sodio 1 (SGLT1), utilizado como otro control positivo del túbulo proximal (Fig. 2 

E), relacionado con la maduración tubular proximal, ya que la expresión más alta de Gas1, 

Cln 2 y SGLT1 son en la etapa adulta del riñón  y estos incrementos son estadísticamente 

significativos (Fig. 2 F, no se muestra el análisis de Cln2); encontramos el mismo resultado 

en el análisis semicuantitativo de Gas1 y Cln2, ambas proteínas tienen un incremento 

estadísticamente significativo conforme madura el riñón (Fig. 2 G). 
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Fig. 1. Gas1 se expresa en el túbulo contorneado proximal en el riñón durante el desarrollo postnatal y en la etapa adulta en la rata. 

A) análisis mediante inmunofluorescencias del patrón general de expresión de Gas1 en túbulos proximales aislados de la corteza 

renal en las diferentes edades postnatales (DPN) estudiadas. Encontramos que Gas1 se expresa citoplasmáticamente e incrementa 

conforme el riñón va madurando. B) Proteína claudina 2 (Cln2) como marcador específico de la sección proximal de la nefrona. C) 

Superposición de la proteína Gas1 y Cl2, se observa que Gas1 colocaliza con Cln2 principalmente en los DPN 14 y 21. D) Campo 

claro, se observa la morfología clásica contorneada tubular proximal, en los DPN  14 y 21 se ve más de un túbulo proximal. En el 

DPN 10 se observa un túbulo proximal (Cln2+) y otro túbulo que no es proximal (Cln2-). Se muestra Gas1 (rojo), Cln2 (verde) y 

superposición (Gas1/Cln2, amarillo). Barras de escala = 50 µm. Los experimentos de inmunofluorescencia se realizaron en túbulos 

proximales aislados. Se muestra un experimento representativo. 
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Fig. 2. Comparación de la expresión de Gas1 y claudina 2 (Cln2) en el túbulo contorneado proximal en la rata recién 

nacida y en la adulta. A y B) inmunofluorescencias de túbulos contorneados proximales aislados de la corteza renal de 

ratas del DPN 1 y ADL. Encontramos un patrón de expresión creciente de Gas1 y Cln2 conforme madura el riñón. C) 

campo claro de un túbulo proximal aislado unido a su respectivo glomérulo al DPN 1. D) campo claro de un túbulo 

proximal aislado de una rata adulta, se observa que es más grueso en comparación con el de 1 DPN. La metodología de 

inmunofluorescencia usada para los túbulos y el glomérulo son diferentes, por esta razón la señal observada de Gas1 en 

el glomérulo (A, delimitado por una línea circular blanca) no es la correspondiente a su expresión descrita previamente, 

la imagen se muestra como un control positivo del túbulo proximal, ya que anatómicamente solo el túbulo proximal esta 

unido al glomérulo. E) análisis de Western Blot de Gas1 en una muestra enriquecida de túbulos proximales, usamos como 

control negativo la proteína (proteína de la nefrona distal) la acuaporina 2 (AQP2). Como control positivo de Gas1 usamos 

una muestra de cerebelo (Cb). No encontramos una señal significativa de AQP2, confirmando que las muestras analizadas 

eran principalmente de la sección proximal. F) análisis densimétrico del Western Blot de Gas1 y SGLT1. Los datos de 

los grupos están expresados como la densidad relativa de un grupo de 20 (edades más jóvenes) y 8 ratas (adultas) 

normalizado con tubulina como control de carga. G) análisis semicuantitativo de Gas1 y Cln2 en el túbulo proximal. Se 

muestra Gas1 (rojo) y Cln2 (verde). Barras de escala = 50 µm. Los valores son medias ± desviación estándar. ANOVA 

de una vía. *p<0.05, **p< 0.02, ***p< 0.002 y ****p<0.001. Los experimentos de inmunofluorescencia se realizaron en 

túbulos proximales aislados. Se muestra un experimento representativo (n = 3). 
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6.2. Efecto del cadmio en la ganancia del peso corporal en las crías 

expuestas durante su gestación 
Ya que en trabajos previos se ha demostrado que el cadmio tiene efectos negativos en la 

ganancia del peso corporal en las crías expuestas durante su gestación en comparación con 

las crías controles (Antonio Garcia et al. 2004), quisimos confirmarlo en nuestro modelo 

experimental. Como podemos observar en la Fig. 3, al comparar los grupos de crías controles 

(barras blancas) con las expuestas a cadmio (barras negras) encontramos una disminución 

significativa en la ganancia del peso corporal en este último grupo,  esta disminución en el 

peso corporal es visible durante todo el desarrollo postnatal, siendo más drástico en los 

primeros DPN (2-7) y deja de ser significativo en la cría adulta (56 DPN). 

  

   

Fig. 3. Efecto del cadmio en la ganancia del peso corporal en las crías expuestas durante su gestación. Evaluamos 

el peso corporal de las crías durante su desarrollo postnatal, encontrando que en las crías expuestas a cadmio 

(barras negras) hay una disminución significativa en la ganancia del peso corporal en comparación con el grupo 

control (no expuestas a cadmio, barra blanca) y esto se puede observar desde el día postnatal (DPN) 2, siendo no 

significativo en las crías adultas de 56 DPN. Los valores son medias ± la desviación estándar, t test. ns= no 

significativo, *p<0.05,***p< 0.002. n de 2 DPN = 24 y 16 ratas por grupo, respectivamente; n de 7-56 DPN = 11 

y 8 ratas por grupo, respectivamente. 
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6.3. Crías de 21 DPN expuestas durante su gestación 

6.3.1. Efecto del cadmio en la función renal en las crías de 21 DPN  

Evaluamos sí existía alguna alteración en la función renal durante el desarrollo postnatal de 

las crías de 21 DPN expuestas a cadmio durante su gestación, en comparación con las crías 

controles. Interesantemente no encontramos ninguna alteración en la función renal en este 

grupo (Fig. 4), confirmando que el daño inducido por el cadmio solo se observa en la cría 

adulta (45 y 60 DPN), Figura 7 y 11, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Función renal de las crías de 21 DPN expuestas a cadmio durante su gestación. A) comparación del flujo 

urinario de las crías de 21 DPN controles (CTL, barra blanca) y las expuestas a cadmio (Cd2+, barra negra), no se 

observa ningún cambio estadísticamente significativo. B) comparación de la concentración de proteínas 

encontradas en la orina en los dos grupos evaluados, no se observa ningún cambio estadísticamente significativo. 

C) comparación de la depuración de creatinina en los dos grupos evaluados, no se observa ningún cambio 

estadísticamente significativo. Los valores son medias ± la desviación estándar, t test. ns= no significativo. n= 8 

ratas por grupo.  
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6.3.2. Gas1 y KIM-1 en los túbulos contorneados proximales  en las crías de 21 

DPN  

Caracterizamos el patrón de expresión de la proteína Gas1 en el túbulo contorneado proximal 

en las crías expuestas a cadmio durante su gestación. Utilizamos la proteína DppD como 

marcador específico del túbulo contorneado proximal, ya que se expresa específicamente en 

el borde en cepillo de esta sección de la nefrona. Quisimos confirmar mediante IMF la 

ausencia del marcador de daño renal KIM-1 (Lim et al. 2013), ya que no encontramos 

alteración en la función renal (Fig. 4). Encontramos que en las crías de 21 DPN no existe un 

cambio en el nivel de expresión de la proteína Gas1 y no encontramos la expresión de KIM-

1, esto se puede observar en las IMF (Fig. 5 A y B) y en la cuantificación de pixeles (Fig. 5 

C y D), congruente con los resultados anteriores, en donde no encontramos ningún daño renal 

en este grupo. 
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Fig. 5. Inmunofluorescencia de la expresión de Gas1/KIM-1 en los túbulos contorneados proximales en las crías 

de 21 DPN. A) expresión de Gas1/KIM-1 en crías controles. B) expresión de Gas1/KIM-1 en crías expuestas a 

cadmio durante su gestación, no encontramos ningún cambio en la expresión de ambas proteínas en comparación 

con el grupo control. C) comparación de la cuantificación de pixeles de la expresión de Gas1 en los túbulos 

proximales de las crías de 21 DPN controles (CTL, barra blanca) y las expuestas a cadmio (Cd2+, barra negra), 

no se observa ningún cambio estadísticamente significativo. D) comparación de la cuantificación de pixeles de la 

expresión de KIM-1 en los túbulos proximales de los dos grupos evaluados, no se observa ningún cambio 

estadísticamente significativo.  Se muestra Gas1 (rojo), KIM-1 (azul) y los núcleos marcados con DAPI (azul). 

Barras de escala = 50 µm. Los valores son medias ± la desviación estándar, t test. ns= no significativo. n de C/D= 

36 y 31 túbulos proximales por grupo, respectivamente. Los experimentos de inmunofluorescencia se realizaron 

en cortes de riñón. Se muestra un experimento representativo. 
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6.3.3. Marcadores de CPR y proliferación celular en las crías de 21 DPN 

Quisimos saber sí la exposición a cadmio en las crías de 21 DPN había activado mecanismos 

de reparación celular que involucran proliferación celular y la participación de células 

progenitoras renales, por lo que decidimos analizar las proteínas CD24 y Ki67, marcadores 

de células progenitoras renales y de proliferación celular, respectivamente.  

Al evaluar mediante IMF la expresión de la proteína CD24, encontramos que estaba 

significativamente incrementada en comparación con el grupo control, esto se puede observar 

en la cuantificación de pixeles (Fig. 6 D). Es decir, había incrementado la población de 

células progenitoras renales en las crías de 21 DPN expuestas a cadmio durante su gestación.  

Cuando evaluamos la proteína Ki67 (Fig. 6 C) no encontramos ningún cambio en el nivel de 

expresión respecto al control. Por lo tanto concluimos que no había cambios en la 

proliferación celular. 
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Fig. 6. Inmunofluorescencia de la expresión de DppD/CD24/Ki67/Gas1 en los túbulos contorneados proximales 

en las crías de 21 DPN. A) expresión de DppD/CD24/Gas1 en las crías controles. B) expresión de 

DppD/CD24/Gas1 en las crías expuestas a cadmio, no encontramos ningún cambio en la expresión de DppD y 

Gas1 en comparación con el grupo control, pero si encontramos un incremento significativo en la proteína CD24. 
C) comparación de la cuantificación de pixeles de la expresión de Ki67, marcador de proliferación celular en las 

crías de 21 DPN controles (CTL, barra blanca) y las expuestas a cadmio (Cd2+, barra negra), no se observa ningún 

cambio estadísticamente significativo. D) comparación de la cuantificación de pixeles de la expresión de CD24, 

marcador de células progenitoras renales de los dos grupos, se observa un incremento estadísticamente 

significativo. E) expresión de Gas1/Ki67 en las crías controles. F) expresión de Gas1/Ki67 en las crías expuestas 

a cadmio, no encontramos ningún cambio en la expresión de ambas proteínas en comparación con el grupo control.  

Se muestra Gas1 (rojo), CD24 (A/B) y Ki67 (E/F, azul) y los núcleos marcados con DAPI (azul). Barras de escala 

= 50 µm.  Los valores son medias ± la desviación estándar, t test. ns= no significativo, **p< 0.02. n de D= 56 y 61 

túbulos proximales por grupo, respectivamente. n de C= 34 túbulos proximales por grupo. Los experimentos de 

inmunofluorescencia se realizaron en cortes de riñón. Se muestra un experimento representativo. 



38 
 

6.4. Ratas de 45 DPN expuestas durante su gestación 

6.4.1. Efecto del cadmio en la función renal en las ratas de 45 DPN  

Posteriormente, evaluamos sí existía alguna alteración en la función renal en las ratas de 45 

DPN inducido por el cadmio en comparación con las crías controles. En el grupo tratado con 

cadmio, encontramos claramente una alteración en la función renal, ya que observamos un 

incremento significativo en el flujo urinario y en la proteinuria, y una disminución también 

significativa en la depuración de creatinina (Fig. 7 A, B y C, respectivamente). Estos 

resultados confirman que hay un daño renal inducido por cadmio reflejado por una alteración 

en los parámetros de la función renal en las crías adultas de 45 DPN en comparación con las 

crías controles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7. Función renal de las ratas de 45 DPN expuestas a cadmio durante su gestación. A) comparación del flujo 

urinario de las ratas de 45 DPN controles (CTL, barra blanca) y las expuestas a cadmio (Cd2+, barra negra), se 

observa un incremento significativo en las crías expuestas a cadmio. B) comparación de la concentración de 

proteínas encontradas en la orina en los dos grupos evaluados, se observa un incremento significativo en las crías 

expuestas a cadmio. C) comparación de la depuración de creatinina en los dos grupos evaluados, se observa una 

disminución significativa en las crías expuestas a cadmio. Los valores son medias ± la desviación estándar, t test. 

*p<0.05, **p< 0.02. n= 8 ratas por grupo. 
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6.4.2. Alteración en la presión arterial inducida por cadmio en las ratas de 45 

DPN 

Debido a que se ha reportado que la exposición a cadmio no solamente daña los riñones sino 

que también causa hipertensión (Jacquillet et al. 2007), decidimos analizar la presión arterial 

en las crías que presentaban daño renal (45 y 60 DPN). Encontramos un incremento 

significativo en los 3 parámetros de presión arterial analizados (Fig. 8), la presión arterial 

sistólica, diastólica y MAP (presión arterial media, por sus siglas en inglés). Por lo tanto, con 

estos resultados concluimos que las ratas de 45 DPN son hipertensas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8. Presión arterial de las ratas de 45 DPN expuestas a cadmio durante su gestación. A) comparación de la 

presión arterial sistólica de las ratas de 45 DPN controles (CTL, barra blanca) y las expuestas a cadmio (Cd2+, 

barra negra), se observa un incremento significativo en las crías expuestas a cadmio. B) comparación de la presión 

arterial media (MAP) en los dos grupos evaluados, se observa un incremento significativo en las crías expuestas 

a cadmio. C) comparación de la presión arterial diastólica en los dos grupos evaluados, se observa un incremento 

significativo en las crías expuestas a cadmio. Los valores son medias ± la desviación estándar, t test. **p< 0.02, 

***p< 0.002. n= 6 y 10 ratas por grupo, respectivamente. 
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6.4.3. Gas1 y KIM-1 en los túbulos contorneados proximales  en las ratas de 

45 DPN 

Sabiendo que las ratas de 45 DPN tenían daño renal e hipertensión (Fig. 7 y 8, 

respectivamente), quisimos confirmar mediante IMF la presencia del marcador de daño renal, 

KIM-1. En la Fig. 9 B se puede observar la presencia de la proteína KIM-1 solamente en el 

grupo de crías expuestas a cadmio (Fig. 9 D), además observamos que su expresión está 

localizada principalmente en el borde en cepillo del túbulo proximal cómo se ha reportado 

ampliamente (Lim et al. 2013)(Fig. 9 B y E, campo claro).  

También quisimos saber si la expresión de Gas1 en el túbulo contorneado proximal había 

cambiado debido al daño renal. Al analizar las IMF de las  ratas de 45 DPN encontramos un 

incremento significativo en el nivel de expresión de la proteína Gas1 solamente en las crías 

expuestas a cadmio (Fig. 9 C), recordando que este grupo presenta hipertensión (Fig. 8) y 

daño renal confirmado por los valores de la función renal alterados (Fig. 7) y por la presencia 

de KIM-1 (Fig. 9 B).  

Interesantemente encontramos que Gas1 y KIM-1 colocalizan fuertemente (Fig. 9 B, E, F, 

superposición en color blanco), es decir que el incremento observado de la expresión de Gas1 

es específicamente en las células epiteliales de los túbulos proximales con daño, y que debido 

a este daño se expresa la proteína KIM-1. Para confirmar que Gas1 y KIM-1 realmente 

estaban colocalizando realizamos un corte en z y encontramos que efectivamente ambas 

proteínas se encontraban en el mismo sitio (corte en z de Gas1/KIM-1, Fig. 9 F).  
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Fig. 9. Inmunofluorescencia de la expresión de Gas1/KIM-1 en los túbulos contorneados proximales en las crías 

de 45 DPN. A) expresión de Gas1/KIM-1 en crías controles. B) expresión de Gas1/KIM-1 en crías expuestas a 

cadmio durante su gestación, encontramos un incremento significativo en la expresión de Gas1, la presencia de 

la proteína KIM-1 y la colocalización de ambas proteínas (superposición de Gas1/KIM-1 en color blanco). C) 

comparación de la cuantificación de pixeles de la expresión de Gas1 en los túbulos proximales de las ratas de 45 

DPN controles (CTL, barra blanca) y las expuestas a cadmio (Cd2+, barra negra), se observa un incremento 

significativo en las crías expuestas a cadmio. D) comparación de la cuantificación de pixeles de la expresión de 

KIM-1 en los túbulos proximales de los dos grupos evaluados, se observa un incremento significativo en las crías 

expuestas a cadmio.  E) localización de Gas1/KIM-1 en el borde en cepillo, se observa en blanco zonas en donde 

ambas proteínas colocalizan. F) corte en z de Gas1/KIM-1.  Se muestra Gas1 (rojo), KIM-1 (azul), superposición 

(blanco) y los núcleos marcados con DAPI (azul). Barras de escala = 50 µm. Los valores son medias ± la 

desviación estándar, t test. ****p<0.001. n de C/D= 11 y 14 túbulos proximales por grupo, respectivamente. Los 

experimentos de inmunofluorescencia se realizaron en cortes de riñón. Se muestra un experimento representativo. 
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6.4.4. Marcadores de CPR y proliferación celular en las ratas de 45 DPN 

Finalmente, decidimos evaluar sí debido al daño renal y la hipertensión inducido por el 

cadmio que confirmamos anteriormente (Fig. 7 y 8, respectivamente) se habían activado 

mecanismos de reparación celular que involucraban la proliferación celular (Ki67) y la 

participación de células progenitoras renales (CD24) en el túbulo proximal. 

Interesantemente encontramos que en las ratas de 45 DPN expuestas a cadmio durante su 

gestación, ambos marcadores estaban incrementados significativamente (Fig. 10 C y D). 

También observamos que ambos marcadores colocalizan con Gas1 (Fig. 10 B y F, 

superposición en color blanco). 

Por lo tanto, podemos concluir que Gas1 se expresa en las células progenitoras renales 

(CD24+) y que posiblemente esta población celular está en un proceso de proliferación celular 

(Ki67+) inducido por la exposición a cadmio durante la gestación. 
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Fig. 10. Inmunofluorescencia de la expresión de Gas1/CD24/Ki67 en los túbulos contorneados proximales en las crías 

de 45 DPN. A) expresión de Gas1/CD24 en las crías controles. B) expresión de Gas1/CD24 en las crías expuestas a 

cadmio, confirmamos el incremento significativo de Gas1 descrito anteriormente, así como un incremento 

significativo en la expresión de la proteína CD24 en comparación con el grupo control y una fuerte colocalización de 

Gas1/CD24 (superposición de Gas1/CD24 en color blanco). Observamos que CD24 se expresa también en el borde 

en cepillo.  C) comparación de la cuantificación de pixeles de la expresión de CD24, marcador de células progenitoras 

renales de las ratas de 45 DPN controles (CTL, barra blanca) y las expuestas a cadmio (Cd2+, barra negra), se observa 

un incremento significativo en las crías expuestas a cadmio. D) comparación de la cuantificación de pixeles de la 

expresión de Ki67, marcador de proliferación celular de los dos grupos, se observa un incremento significativo en las 

crías expuestas a cadmio. E) expresión de Gas1/Ki67 en las crías controles. F) expresión de Gas1/Ki67 en las crías 

expuestas a cadmio, encontramos un incremento significativo en la expresión de ambas proteínas en comparación con 

el grupo control y una fuerte colocalización de Gas1/Ki67 (superposición de Gas1/Ki67 en color blanco).  Se muestra 

Gas1 (rojo), CD24 (A/B) y Ki67 (E/F, azul), superposición (blanco)  y los núcleos marcados con DAPI (azul). Barras 

de escala = 50 µm. Los valores son medias ± la desviación estándar, t test.****p<0.001. n de C= 18 y 20 túbulos 

proximales por grupo, respectivamente. n de D= 22 y 28 túbulos proximales por grupo, respectivamente. Los 

experimentos de inmunofluorescencia se realizaron en cortes de riñón. Se muestra un experimento representativo. 
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6.5. Ratas de 60 DPN expuestas durante su gestación 

6.5.1. Efecto del cadmio en la función renal en las ratas de 60 DPN 

De la misma forma que en los grupos anteriores (crías de 21 y de 45 DPN), evaluamos sí 

existía alguna alteración en la función renal en las ratas de 60 DPN expuestas a cadmio 

durante su gestación en comparación con las crías controles. En este grupo también 

encontramos un daño en la función renal, reflejado por un incremento significativo en el flujo 

urinario y en la proteinuria, y una disminución significativa en la depuración de creatinina 

respecto al control (Fig.11 A, B, y C, respectivamente). Confirmando que el daño renal 

inducido por cadmio durante la gestación afecta solamente a las crías adultas (45 y 60 DPN). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 11. Función renal de las ratas de 60 DPN expuestas a cadmio durante su gestación. A) comparación del flujo 

urinario de las ratas de 60 DPN controles (CTL, barra blanca) y las expuestas a cadmio (Cd2+, barra negra), se 

observa un incremento significativo en las crías expuestas a cadmio. B) comparación de la concentración de 

proteínas encontradas en la orina en los dos grupos evaluados, se observa un incremento significativo en las 

crías expuestas a cadmio. C) comparación de la depuración de creatinina en los dos grupos evaluados, se 

observa una disminución significativa en las crías expuestas a cadmio. Los valores son medias ± la desviación 

estándar, t test. *p<0.05. n= 16 ratas por grupo. 
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6.5.2. Alteración en la presión arterial inducida por cadmio en las ratas de 60 

DPN 

Al confirmar que las ratas de 60 DPN tenían daño renal de manera similar al encontrado en 

las ratas de 45 DPN (Fig. 7), decidimos evaluar sí también presentaban hipertensión. Al 

analizar la presión arterial de las ratas de 60 DPN, encontramos un incremento significativo 

en los 3 parámetros de presión arterial analizados: la presión arterial sistólica, diastólica y 

MAP (presión arterial media, por sus siglas en inglés) (Fig. 12). Confirmando con estos 

resultados que las ratas de 60 DPN también son hipertensas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 12. Presión arterial de las ratas de 60 DPN expuestas a cadmio durante su gestación. A) comparación de la 

presión arterial sistólica de las ratas de 60 DPN controles (CTL, barra blanca) y las expuestas a cadmio (Cd2+, 

barra negra), se observa un incremento significativo en las crías expuestas a cadmio. B) comparación de la presión 

arterial media (MAP) en los dos grupos evaluados, se observa un incremento significativo en las crías expuestas 

a cadmio. C) comparación de la presión arterial diastólica en los dos grupos evaluados, se observa un incremento 

significativo en las crías expuestas a cadmio. Los valores son medias ± la desviación estándar, t test. **p< 0.02. 

n= 8 ratas por grupo. 
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6.5.3. Daño tubular en las crías expuestas a cadmio durante su gestación 

Ya que encontramos en las crías expuestas a cadmio daño renal e hipertensión, quisimos 

confirmar la presencia de daño tubular, específicamente en el túbulo contorneado proximal. 

Para identificar el daño tubular causado por el cadmio decidimos utilizar el marcador urinario 

β-2-microglobulina (B2M). La B2M es una proteína de bajo peso molecular que en daño 

renal está presente en la orina ya que no se da su reabsorción correctamente a nivel del túbulo 

contorneado proximal (Prozialeck et al. 2012). 

 Al evaluar la presencia de B2M en la orina de las crías, encontramos que solamente las ratas 

de 60 DPN expuestas a cadmio presentaban un incremento significativo en comparación con 

el grupo control (Fig. 13 C), por lo tanto, podemos confirmar que solo las ratas de 60 DPN 

tienen un daño tubular, específicamente en el túbulo contorneado proximal. 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13. Daño tubular en las ratas de 60 DPN expuestas a cadmio durante su gestación. A) comparación del 

western blot de β-2-microglobulina en la orina de las crías de 21 DPN controles (CTL, barra blanca) y las 

expuestas a cadmio (Cd2+, barra negra), no se observa ningún cambio significativo en las crías expuestas a cadmio. 

B) comparación del western blot de β-2-microglobulina en la orina de las ratas de 45 DPN controles y las 

expuestas a cadmio, no se observa ningún cambio significativo en las crías expuestas a cadmio. C) comparación 

del western blot de β-2-microglobulina en la orina de las ratas de 60 DPN controles y las expuestas a cadmio, se 

observa un incremento significativo en las crías expuestas a cadmio. Los valores son medias ± la desviación 

estándar, t test. ns= no significativo, UA= unidades arbitrarias, **p< 0.02. n= 3 ratas por grupo. 
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6.5.4. Gas1 y KIM-1 en los túbulos contorneados proximales en las ratas de 60 

DPN 

Sabiendo que la expresión de Gas1 en el túbulo contorneado proximal en las ratas de 45 DPN 

había incrementado debido al daño renal inducido por el cadmio (Fig.9), decidimos analizar 

a las ratas de 60 DPN para saber si también había alguna alteración en la expresión de Gas1. 

Mediante IMF encontramos que la expresión de Gas1 también se encontraba incrementada 

significativamente en las crías expuestas a cadmio (Fig. 14 D) y que se expresaba 

principalmente en el área del borde en cepillo ya que colocaliza con la proteína del borde en 

cepillo DppD, la cual utilizamos como control del túbulo contorneado proximal (Fig. 14 B, 

color amarillo).  

Interesantemente encontramos una disminución significativa en la expresión de DppD en las 

crías expuestas a cadmio en comparación con el control (Fig. 14 B y C). 

Al analizar la expresión de KIM-1 encontramos una disminución significativa en este 

marcador de daño renal en las crías expuestas a cadmio en comparación con el control (Fig. 

14 E). 
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Fig. 14. Inmunofluorescencia de la expresión de DppD/Gas1/KIM-1 en los túbulos contorneados proximales en 

las ratas de 60 DPN. A) expresión de DppD/Gas1/KIM-1 en crías controles. B) expresión de DppD/Gas1/KIM-1 

en crías expuestas a cadmio durante su gestación, encontramos un incremento significativo en la expresión de 

Gas1 y una disminución significativa en la expresión de KIM-1 y DppD; también observamos la colocalización 

de las proteínas Gas1/DppD (color amarillo). C) comparación de la cuantificación de pixeles de la expresión de 

DppD en los túbulos proximales de las ratas de 60 DPN controles (CTL, barra blanca) y las expuestas a cadmio 

(Cd2+, barra negra), se observa una disminución significativa en las crías expuestas a cadmio. D) comparación de 

la cuantificación de pixeles de la expresión de Gas1 en los túbulos proximales de los dos grupos evaluados, se 

observa un incremento significativo en las crías expuestas a cadmio.  E) comparación de la cuantificación de 

pixeles de la expresión de KIM-1 en los túbulos proximales de los dos grupos evaluados, se observa una 

disminución significativa en las crías expuestas a cadmio.  Se muestra DppD (verde), Gas1 (rojo), KIM-1 (azul), 

superposición (amarillo) y los núcleos marcados con DAPI (azul). Barras de escala = 50 µm. Los valores son 

medias ± la desviación estándar, t test. **p< 0.02, ***p< 0.002 y ****p<0.001. n de C/D/E= 30 y 50 túbulos 

proximales por grupo, respectivamente. Los experimentos de inmunofluorescencia se realizaron en cortes de 

riñón. Se muestra un experimento representativo. 



49 
 

6.5.5. Marcadores de CPR y proliferación celular en las ratas de 60 DPN 

Posteriormente, decidimos evaluar sí existían cambios en los niveles de expresión del 

marcador de CPR (CD24) y el marcador de proliferación celular (Ki67) en las ratas de 60 

DPN expuestas a cadmio durante su gestación. Interesantemente encontramos que a 

diferencia de las ratas de 45 DPN expuestas a cadmio en donde ambos marcadores estaban 

incrementados significativamente (Fig. 10 C y D), en las ratas de 60 DPN expuestas a cadmio 

encontramos lo opuesto, es decir, no encontramos diferencias en el nivel de expresión de 

CD24 respecto al control y el marcador Ki67 estaba significativamente disminuido (Fig. 15 

C y D, respectivamente).  
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Fig. 15. Inmunofluorescencia de la expresión de Gas1/CD24/Ki67 en los túbulos contorneados proximales en las 

ratas de 60 DPN. A) expresión de Gas1/CD24 en las crías controles. B) expresión de Gas1/CD24 en las crías 

expuestas a cadmio, confirmamos el incremento significativo de Gas1 descrito anteriormente pero no encontramos 

ningún cambio en la expresión de la proteína CD24 en comparación con el grupo control. C) comparación de la 

cuantificación de pixeles de la expresión de CD24, marcador de células progenitoras renales de las ratas de 60 

DPN controles (CTL, barra blanca) y las expuestas a cadmio (Cd2+, barra negra), no se observa ningún cambio en 

la expresión de la proteína CD24 en comparación con el grupo control. D) comparación de la cuantificación de 

pixeles de la expresión de Ki67, marcador de proliferación celular de los dos grupos, se observa una disminución 

significativa en las crías expuestas a cadmio. E) expresión de Gas1/Ki67 en las crías controles. F) expresión de 

Gas1/Ki67 en las crías expuestas a cadmio, encontramos una disminución significativa de Ki67 respecto al control.  

Se muestra Gas1 (rojo), CD24 (A/B) y Ki67 (E/F, azul) y los núcleos marcados con DAPI (azul). Barras de escala 

= 50 µm. Los valores son medias ± la desviación estándar, t test. ns= no significativo, ****p<0.001. n de C= 25 y 

43 túbulos proximales por grupo, respectivamente. n de D= 34 y 37 túbulos proximales por grupo, respectivamente. 
Los experimentos de inmunofluorescencia se realizaron en cortes de riñón. Se muestra un experimento 

representativo. 
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7. Discusión 
Como es bien sabido el riñón está formado por la nefrona, la cual es la unidad estructural y 

funcional del riñón. A su vez, cada nefrona está conformada por el glomérulo, el túbulo 

contorneado proximal, el asa de Henle (delgada ascendente y descendente), el túbulo distal 

y los túbulos colectores (Nigam et al. 1996; Rizaldy et al. 2020). Las nuevas nefronas 

(nefrogénesis) se generan a partir de CPR durante el desarrollo embrionario y, curiosamente, 

en algunos mamíferos, como las ratas, termina durante el desarrollo posnatal (Kreidberg et 

al. 2010). Hay reportes que muestran un papel clave de Gas1 en el mantenimiento de las CPR 

durante el desarrollo renal embrionario (Kann et al.2015), sin embargo, no hay reportes que 

describan si Gas1 se expresa en el riñón durante la siguiente etapa, el desarrollo posnatal. 

También es importante resaltar que durante esta etapa tiene lugar la maduración de la función 

renal (Neiss et al. 1981; Reyes et al. 1990; Gomez et al. 1999; Cebrián et al. 2004). Durante 

este período ocurren diversos cambios morfológicos y funcionales a nivel renal (Sweeney et 

al. 2011) y las células se multiplican rápidamente (Vogetseder et al. 2005), por lo que es 

fundamental la participación de agentes que regulen estos eventos. 

Como vimos anteriormente, Gas1 es una proteína pleiotrópica con diferentes funciones 

(Segovia et al. 2014), en el riñón adulto Gas1 actúa como un inhibidor endógeno de la 

proliferación celular (van Roeyen et al. 2013) pero también es necesario para el 

mantenimiento y proliferación de las CPR durante el desarrollo temprano (Kann et al.2015), 

por lo que cumple importantes funciones en el riñón en el desarrollo y en el adulto. 

Curiosamente, no existe información sobre si Gas1 se expresa o no durante el desarrollo 

posnatal temprano o sea durante el periodo infantil, una etapa crítica para el desarrollo y la 

maduración renal. Sin embargo, trabajos previos descubrieron que en presencia de diversas 

nefropatías (nefritis mesangioproliferativa, carcinoma renal de células claras y diabetes) 

existe un cambio en la expresión de la proteína Gas1 con respecto a la condición sana y que 

estos cambios en su expresión están directamente relacionados con la proliferación celular, 

reflejando un papel critico de Gas1 cómo posible regulador de la proliferación celular a nivel 

renal (van Roeyen et al. 2013; Conceição et al. 2017; Luna-Antonio et al. 2017). 

Por otro lado, se sabe que el túbulo contorneado proximal es la estructura de la nefrona 

encargada de realizar casi toda la reabsorción y secreción de los principales solutos en el 

riñón (Wallace et al. 1998) y que además posee una gran cantidad de mitocondrias lo que 
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refleja su elevada tasa metabólica (Schiffer et al. 2018). También se conoce ampliamente que 

el túbulo proximal es el blanco principal de la toxicidad del cadmio, un metal pesado que 

provoca una nefropatía caracterizada por una disfunción generalizada del túbulo proximal 

generando poliuria y aumentos en la excreción urinaria de proteínas de bajo peso molecular 

(proteinuria), electrolitos, aminoácidos y glucosa (Prozialeck et al. 2009). 

Por esta razón el principal objetivo de este trabajo fue explorar si Gas1 se expresaba en el 

túbulo contorneado proximal durante el desarrollo posnatal de la rata sana, identificar si la 

expresión de Gas1 en el túbulo proximal se modificaba en crías expuestas a cadmio durante 

su gestación y con nefropatía inducida por cadmio, y finalmente, determinar si Gas1 podría 

estar involucrado en mecanismos de reparación celular inducidos por el cadmio. 

Encontramos que Gas1 se expresa en el túbulo proximal de la rata durante todo el desarrollo 

postnatal. Interesantemente, encontramos que Gas1 se expresa principalmente en el 

citoplasma de las células epiteliales del túbulo proximal desde el DPN 1 (Fig. 1 A), que su 

expresión aumenta a medida que el riñón madura y que la expresión de Gas1 se mantiene en 

las células adultas completamente diferenciadas (ADL, Fig. 2 B). Considerando que Gas1 es 

una proteína con anclaje GPI (Stebel et al. 2000; Zarco et al. 2012) y que una característica 

común de este tipo de proteínas es que se encuentran tanto unidas a la membrana como en 

forma soluble, nuestros resultados sugieren que en el túbulo proximal puede estar presente 

principalmente una isoforma soluble. 

Ésta es una observación muy relevante ya que si recordamos que el túbulo contorneado 

proximal es la región de la nefrona que realiza casi toda la reabsorción y secreción de los 

principales solutos en el riñón (Wallace et al. 1998), y dado que hay evidencia que indica que 

Gas 1 es secretado por podocitos y/o células mesangiales en el adulto (van Roeyen et al. 

2013) y por células perivasculares en el hígado (Ayala-Sarmiento et al. 2016), creemos que 

se necesita más trabajo en el futuro para determinar las poblaciones celulares específicas de 

la nefrona que están expresando Gas1 pero que también pueden secretarlo.  

Por otro lado, el túbulo contorneado proximal: a) tiene la mayor tasa de proliferación celular 

en el riñón sano y es particularmente susceptible al daño por necrosis tubular (Vogetseder et 

al. 2007); b) el segmento S3 tiene la capacidad de proliferar a lo largo de la vida y c) su rápida 

capacidad de reclutar células para entrar en división y proliferar se debe al hecho de que tiene 
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una gran reserva de células detenidas en la fase G1 (Vogetseder et al. 2008). Por lo tanto, 

consideramos que tal vez esta sección de la nefrona podría tener diferentes controles del ciclo 

celular en la progresión G1-S en comparación con otras estructuras tubulares y, por lo tanto, 

es probable que Gas1 esté participando como otro control deteniendo el ciclo celular de las 

células completamente diferenciadas que permanecen inactivas después de alcanzar la 

"madurez". 

Nuestros hallazgos son consistentes con un posible papel de Gas1 como un potencial 

regulador del ciclo celular en las células epiteliales del túbulo contorneado proximal. 

Creemos que esto es así, porque encontramos que Gas1 aumenta significativamente a medida 

que el riñón madura (Fig. 2), y porque, aunque la morfología renal está completamente 

desarrollada a partir de DPN 15, ya que todas las nefronas se han formado y su número ya 

no cambia a lo largo de la vida del individuo, el crecimiento renal posterior resulta de la 

proliferación celular y del crecimiento celular de estructuras ya formadas (Neiss et al. 1981). 

Después del DPN 21 el volumen de la corteza renal aumenta debido al crecimiento intersticial 

longitudinal de los túbulos y hay un agrandamiento uniforme de todas las partes del órgano 

al menos hasta el día 30 de vida postnatal. La madurez de las estructuras renales se alcanza 

cuando se alcanzan los parámetros de la función renal, como la tasa de filtración glomerular 

elevada y la proteinuria disminuida características de los adultos (ya que en los jóvenes se 

presenta proteinuria)(Gomez et al. 1999), y es justamente en estas células completamente 

diferenciadas y arrestadas en su ciclo celular, cuando la expresión de Gas1 es mayor y se 

mantiene. 

Esta correlación entre los estadios de desarrollo y el grado de maduración renal se puede 

observar en la transición paulatina de los valores de los parámetros de función renal 

analizados (proteinuria y depuración de creatinina) de las ratas controles de 45 y 60 DPN. 

Podemos observar que las ratas de 45 DPN controles tienen mayor proteinuria y por lo tanto 

mayor depuración de creatinina en comparación con las ratas de 60 DPN controles. Estos 

parámetros de la función renal disminuyen y se mantienen estables en la rata adulta de 8 

semanas, lo que refleja que las estructuras renales han alcanzado la madurez completa (Neiss 

et al. 1981). Esta maduración renal también se puede observar en el incremento en el tamaño 

tubular observado en el panel de la Fig. 1 y 2. 
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 Nuestra hipótesis es que Gas1 puede estar participando en la señalización local (autocrina 

y/o endocrina), así como en la comunicación paracrina y quizás a un nivel sistémico el cual 

ha sido poco explorado, ya que se ha encontrado una amplia distribución de la forma soluble 

de Gas1 en los fluidos corporales de la rata (líquido cefalorraquídeo (LCR), plasma 

sanguíneo (Ayala-Sarmiento et al. 2016) y orina (van Roeyen et al. 2013)). Interesantemente, 

en un reporte previo no se encontraron diferencias significativas entre los niveles de Gas1 

soluble presente en el plasma sanguíneo y en el LCR (Ayala-Sarmiento et al. 2016), lo que 

refleja el importante papel que probablemente está desempeñando el riñón en la regulación 

de la concentración de Gas1 a nivel sistémico para mantener una concentración isotónica.   

Posteriormente, una vez sabiendo que Gas1 se expresaba en túbulo proximal de las ratas 

sanas y conociendo su patrón de expresión, nuestro siguiente objetivo fue confirmar que 

nuestro modelo de daño renal provocado por intoxicación crónica con cadmio realmente 

estaba induciendo una nefropatía en las ratas expuestas a cadmio durante su desarrollo 

embrionario. Al analizar nuestros resultados, encontramos que las ratas intoxicadas con 

cadmio durante su gestación tenían un peso corporal más bajo durante todo el desarrollo 

postnatal en comparación con las ratas controles, y que al llegar a la adultez (56 DPN) se 

perdía esta diferencia entre el peso corporal entre las ratas expuestas a Cd y las controles 

(Fig. 3). Se ha reportado que el bajo peso al nacer no solamente está fuertemente relacionado 

con deficiencias en la nutrición, sino también a un número reducido de nefronas, y como un 

mecanismo compensatorio intrarrenal, los riñones se hipertrofian para mantener la tasa de 

filtración glomerular normal, lo cual con el tiempo tendrá un mayor riesgo de enfermedad 

renal progresiva (Bagby et al. 2007). 

Se ha descrito previamente que el Cd es un ion metálico divalente y, por lo tanto, se absorbe 

utilizando transportadores para iones metálicos esenciales. Durante la etapa gestacional la 

absorción gastrointestinal y el transporte de elementos esenciales se encuentran elevados, a 

comparación de los valores que se encuentran después del nacimiento. También durante esta 

etapa, la exposición al Cd se ha asociado con concentraciones alteradas de micronutrientes 

en los órganos internos, por ejemplo, disminuyen los niveles de hierro en el hígado, los 

riñones, en el feto y también en la placenta; mientras que los niveles de zinc aumentan en el 

hígado y disminuyen en los riñones y en la placenta, llegando a la conclusión de que el Cd 
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induce concentraciones más bajas de micronutrientes en los fetos (Antonio Garcia et al. 2004; 

Jacquillet et al. 2007; Jacobo-Estrada et al. 2017). Esta cantidad significativa de cadmio 

durante la gestación y posteriormente a través de la lactancia (ya que la lactancia materna es 

una fuente importante de exposición al Cd después del nacimiento, Jacobo-Estrada et al. 

2017) podría ser la razón por la que se observó un menor peso corporal en las crías más 

jóvenes y en las ratas jóvenes. 

También encontramos daño renal en las ratas de 45 y 60 DPN (Fig. 7 y 11, respectivamente) 

evidenciado por un incremento significativo del flujo urinario (poliuria), de proteinuria y una 

disminución también significativa de la depuración de creatinina, pero interesantemente no 

encontramos ningún daño renal en las crías de 21 DPN. En reportes previos se encontró que 

después del nacimiento las crías que fueron expuestas a Cd durante su gestación, las 

concentraciones de Cd en los riñones aumentaron significativamente desde el día 2 posnatal 

hasta el día 60, presumiblemente debido a dos factores: 1) la presencia de Cd en la leche 

materna, y transmitida a la cría durante la lactancia y 2) por liberación del contenido de Cd 

en el hígado neonatal (Jacquillet et al. 2007). 

Probablemente la ausencia de daño renal que encontramos en las crías de 21 DPN se deba a 

que no se ha alcanzado aún la concentración tóxica de cadmio en el riñón (150 µg/g de tejido) 

(Gobe et al. 2010; Prozialeck et al. 2010), y que posteriormente se alcanza en las ratas de 45 

y 60 DPN debido a la redistribución del Cd hepático hacia el riñón (Jacquillet et al. 2007) y 

por la nueva carga de Cd que la cría está recibiendo como producto de la lactancia, la cual 

acaba justamente a los 21 DPN. Ambos eventos están contribuyendo al incremento de la 

concentración neta de Cd en los riñones en la adultez. Cabe resaltar que estos resultados 

fueron los esperados, ya que en este trabajo utilizamos el modelo experimental de 

intoxicación crónica con Cd de Jacquillet et al. 2006; Jacquillet et al. 2007, cuya dosis 0.5 

µg de CdCl2/Kg/día esta estandarizada para alcanzar las concentraciones toxicas renales en 

la rata adulta.  

Nuestros resultados son congruentes con los obtenidos por Jacquillet et al. (2007) en donde 

describen en su modelo crónico de exposición a cadmio en el útero, que las crías nacen con 

la función renal y la presión arterial normales, pero al llegar a la edad adulta, desarrollan 

hipertensión y daño renal, concluyendo que existe un riesgo importante de exposición 
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intrauterina a Cd sobre el desarrollo de hipertensión arterial y daño renal en la vida adulta 

(Reyes et al. 2013). Nuestros resultados son similares a los de este grupo ya que nosotros 

también encontramos los parámetros de la función renal alterados (45 y 60 DPN, Fig. 7 y 11, 

respectivamente) e hipertensión en las crías en la etapa adulta (45 y 60 DPN, Fig. 8 y 12, 

respectivamente) que fueron expuestas a Cd durante su gestación. 

Debemos tener en cuenta que una de las principales fuentes de exposición a Cd durante la 

gestación es el humo del tabaco y que el Cd posee una larga vida media en el humano (10 a 

30 años), por lo tanto, es importante resaltar este riesgo critico de hipertensión y daño renal 

en la descendencia. Fumar un cigarrillo aumenta la concentración en sangre en 

aproximadamente 0.1 a 0.2 µg de Cd por litro porque cada cigarrillo contiene de 1 a 2 µg de 

Cd; sin embargo, el contenido de Cd puede variar dependiendo del origen de las hojas de 

tabaco. En estudios en cigarrillos mexicanos se encontró que cada cigarrillo contenía de 2.5 

a 2.8 µg de Cd (Jacobo-Estrada et al. 2017). 

Como hemos visto anteriormente, la amplia distribución en el medio ambiente y algunas 

otras características que posee el cadmio lo han convertido en un gran peligro para el ser 

humano, es por esto que a lo largo del tiempo se han usado diferentes biomarcadores urinarios 

sensibles de las primeras etapas de daño del túbulo proximal, por ejemplo la proteína 

metalotioneína unida a Cd, y varias proteínas de bajo peso molecular como la β-2-

microglobulina y la Proteína de células Clara-16 (CC-16, por sus siglas en inglés)( Prozialeck 

et al. 2009). 

Aquí nos enfocamos en el biomarcador β-2-microglobulina, proteína presente en la orina. 

Normalmente, esta proteína de bajo peso molecular es fácilmente filtrada por el glomérulo y 

posteriormente reabsorbida por el túbulo proximal; sin embargo, a medida que el Cd se 

acumula en las células epiteliales del túbulo proximal la reabsorción de esta proteína de bajo 

peso molecular disminuye y el aumento resultante de su excreción urinaria es característico 

de las primeras etapas de daño en el túbulo proximal inducida por Cd (Prozialeck et al. 2009). 

Al analizar los resultados de la determinación de  β-2-microglobulina en la orina de los 

diferentes grupos (Fig. 13), encontramos un incremento significativo de esta proteína 

solamente en la orina de las ratas de 60 DPN expuestas a Cd en comparación con las ratas 

controles, confirmando que hay un daño más severo a nivel del túbulo proximal en las ratas 
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de 60 DPN en comparación con las de 45 DPN expuestas a Cd en donde encontramos la 

expresión del marcador temprano Kim-1 el cual se expresa mucho antes de que se presente 

le fenotipo patológico inducido por el Cd (Lim et al. 2013) y que no se encontró en las ratas 

de 60 DPN. 

Otro resultado que evidencia que el daño tubular severo se observa principalmente en las 

ratas de 60 DPN expuestas a Cd (Fig. 14), en donde encontramos una disminución 

significativa en la expresión de la proteína dipeptidil peptidasa IV (DppD), la cual es 

específica del túbulo proximal y normalmente se expresa abundantemente en la membrana 

del borde en cepillo de los segmentos S1-S3 (Zavala-Guevara et al. 2021).  Reportes previos 

han demostrado que varias proteínas de las células epiteliales del túbulo proximal son blanco 

de la toxicidad del cadmio, por ejemplo, se sabe que la proteína E-caderina, se pierde y se ha 

hipotetizado que la pérdida de adhesión mediada por E-caderina inducida por cadmio en el 

túbulo proximal podría conducir a cambios en la polaridad epitelial y la función de barrera 

(Molitoris et al. 1999; Prozialeck et al. 2007). También se ha descrito que hay una 

desorganización de la proteína de las uniones estrechas, la claudina 2 en la descendencia de 

ratas expuestas a cadmio durante su gestación (Jacquillet et al. 2007). 

Al observar estos resultados quisimos confirmar el daño renal evaluando la presencia de la 

proteína Kim-1, uno de los biomarcadores en orina más comunes de daño renal temprano que 

cambia inclusive antes que la creatinina. Kim-1, molécula de daño renal 1 (Kidney Injury 

Molecule, por sus siglas en inglés), es una glicoproteína transmembranal que normalmente 

no es detectable en el riñón sano, pero se regula positivamente y se elimina en la orina durante 

las primeras etapas de daño del túbulo proximal después de isquemia o un daño tóxico (entre 

ellos el cadmio) (Prozialeck et al. 2009). 

Interesantemente, al analizar la expresión de Kim-1 mediante IMF solamente la encontramos 

incrementada significativamente en las crías expuestas a cadmio hasta la edad de 45 DPN 

(Fig. 9). Este resultado nos sorprendió ya que, si recordamos, las ratas de 45 y 60 DPN 

expuestas a Cd tienen daño renal confirmado por la presencia de poliuria, proteinuria y 

disminución de la depuración de creatinina, (Figs. 7 y 11, respectivamente) en comparación 

con sus controles y, por lo tanto, nosotros esperábamos encontrar Kim-1 en ambos grupos. 

Sin embrago, se ha descrito en reportes previos que el aumento en la expresión de Kim-1 
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inducido por cadmio ocurre en una etapa del daño renal en donde hay poca o ninguna 

evidencia de necrosis o apoptosis de las células epiteliales del túbulo proximal, es decir en 

una etapa de daño temprana (Prozialeck et al. 2009). El hecho de que no hayamos encontrado 

a Kim-1 en las ratas expuestas a Cd de los 60 DPN refleja que en este grupo hay un daño más 

severo a nivel del túbulo proximal en comparación con las ratas más jóvenes de 45 DPN, las 

cuales también tienen daño renal pero aparentemente en una etapa temprana en la que todavía 

no hay evidencia de necrosis y/o apoptosis de las células epiteliales del túbulo proximal.  

Sabemos por reportes previos (Jacquillet et al. 2007) que después del destete de las crías (21 

DPN), se debe tener en cuenta que la cantidad total de cadmio presente en cada cría 

permanece igual desde los 21 DPN hasta que alcanza los 60 DPN, lo que indica que, una vez 

en el cuerpo, el cadmio solo se redistribuye pero no se elimina o se elimina de manera 

deficiente. Ya que, durante el desarrollo posnatal, se ha visto que en estas crías hay una 

disminución en la cantidad de cadmio en el hígado y posteriormente, un aumento de cadmio 

en el riñón, lo que sugiere una transferencia de cadmio del hígado al riñón conforme la cría 

llega a la adultez (Jacquillet et al. 2007). Algo que debemos tener siempre presente es que el 

cadmio es un nefrotóxico acumulativo clásico (Prozialeck et al. 2012) por lo tanto, con 

niveles más altos de exposición, que se presentan con la edad por la transferencia del Cd del 

hígado al riñón se presentan los efectos nefrotóxicos que vemos en las ratas de 45 DPN. 

Probablemente este mayor daño se deba a los efectos crónicos del Cd que presentan las ratas 

de 60 DPN con una mayor carga neta de Cd en las células epiteliales del túbulo proximal en 

comparación con las ratas de 45 DPN. Por lo tanto, el severo y tardío daño renal encontrado 

solamente en las ratas de 60 DPN expuestas a Cd lo confirmamos con los últimos tres 

resultados descritos anteriormente: 1) incremento significativo de la excreción de β-2-

microglobulina en la orina (Fig. 13), 2) una disminución significativa de la expresión de la 

proteína DppD en el borde cepillo de las células epiteliales del túbulo proximal (Fig. 14) y 

3) ausencia de la proteína Kim-1 en el túbulo proximal (Fig. 14).  

Después de confirmar que nuestro modelo crónico de exposición a cadmio durante la 

gestación induce daño renal manifestándose en la edad adulta, observándose disfunción del 

túbulo proximal y que el daño severo tubular está en las ratas a los 60 días de edad, nuestro 
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siguiente objetivo fue analizar si la expresión de Gas1 estaba siendo afectada debido a la 

nefropatía inducida por el cadmio. 

Al analizar los resultados encontramos que la expresión de Gas1 no se modifica en las crías 

de 21 DPN expuestas a Cd en comparación con las crías controles (Fig. 5), pero al observar 

las ratas de 45 y 60 DPN expuestas a Cd (Fig. 9 B y 14 B, respectivamente) encontramos 2 

modificaciones interesantes en la expresión de Gas1 que se mantienen en ambos grupos: 1) 

un incremento significativo en su expresión y 2) una localización “intracelular” diferente en 

la células epiteliales del túbulo proximal en comparación con sus grupos controles, es decir, 

encontramos que Gas1 además de estar incrementada también se localizaba principalmente 

en el borde cepillo de las células epiteliales del túbulo proximal en las crías de 45 y 60 DPN 

expuestas a Cd, en comparación con las crías controles en donde Gas1 tiene un patrón de 

expresión citoplasmático y homogéneo (Fig. 9 A y 14 A, respectivamente).  

Algo sorprendente que encontramos fue que estas modificaciones en la expresión de Gas1 se 

correlacionaban con el daño tubular inducido por el Cd, ya que encontramos que Gas1 

colocalizaba fuertemente con el marcador de daño renal, Kim-1 en las ratas de 45 DPN 

expuestas a Cd (Fig. 9 B, E y F) y también colocalizaba con la proteína DppD en las ratas de 

60 DPN expuestas a Cd (Fig. 14 B, color amarillo). Confirmando que la expresión de Gas1 

si se modifica en las células epiteliales dañadas (ya que están expresando Kim-1 y/o tienen 

una pérdida de DppD) de los túbulos proximales inducido por el cadmio en las ratas de 45 y 

60 DPN que presentan daño renal e hipertensión. 

Sabiendo que la expresión de Gas1 se modificaba solamente en las crías adultas con 

nefropatía inducida por el cadmio, el siguiente objetivo fue saber si Gas1 estaba participando 

en los mecanismos de reparación celular inducidos por el cadmio. Para lograr este objetivo, 

decidimos evaluar la proliferación celular utilizando la proteína Ki67, y el marcador de 

células progenitoras renales (CPR), la proteína CD24. 

Al evaluar el marcador de las CPR (CD24) solamente encontramos un incremento 

significativo en las crías de 21 y ratas de 45 DPN expuestas a Cd (Fig. 6 B y D, y Fig. 10 B 

y C, respectivamente) y una completa ausencia en las ratas de 60 DPN (Fig. 15 B y C). Como 

podemos ver en la Fig. 6, el marcador CD24 se expresa en un nivel bajo en las crías de 21 

DPN expuestas a Cd en comparación con las ratas de 45 DPN (Fig. 10). Este cambio en el 
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nivel de expresión de CD24 evidencia que en las crías de 21 DPN que todavía no desarrollan 

hipertensión, ni evidencian daño renal y daño tubular inducido por el cadmio, probablemente 

la concentración de cadmio presente en sus células epiteliales del túbulo proximal es 

suficiente para la activación de mecanismos controlados de reparación celular tempranos que 

probablemente involucra la desdiferenciación de las células epiteliales del túbulo proximal 

que proliferan y se regeneran, ya que comienzan a expresar marcadores como CD24 

(Bonventre et al. 2003; Houghton et al. 1976; Witzgall et al. 1994 o el posible reclutamiento 

de CPR de nichos cercanos (Gupta et al. 2006; Maeshima et al. 2003; Oliver et al. 2004).  

Nuestra hipótesis la cual planteamos con base en los resultados aquí presentados es que en la 

cría de 21 DPN expuesta a Cd está comenzando a activar mecanismos de reparación celular 

tempranos al incrementar el número de células progenitoras y se evidencia un aumento en el 

proceso de proliferación celular hasta los 45 días de edad al observarse más células positivas 

a Ki67 (Fig. 10 D y F). Con este resultado podemos concluir que efectivamente se están 

activando mecanismos de reparación celular tempranos, ya que comienzan a activarse antes 

de que se presente daño renal y/o hipertensión. Es decir, comienza a expresarse el marcador 

de CPR (el marcador CD24 siempre está presente en las CPR) en las crías de 21 DPN 

expuestas a Cd pero que no presentan nefropatía y probablemente sea esta la razón del porque 

no encontramos la expresión de Ki67 en este grupo, ya que, si aún no se disminuye el número 

de las células en el epitelio no hay necesidad de que las células del túbulo proximal estén 

proliferando. Mientras transcurre el tiempo, las crías de 21 DPN expuestas a Cd comienzan 

a incrementar su carga neta de Cd hasta llegar a la edad de 45 DPN, en donde ya presentan 

hipertensión y un daño renal no tan severo (ya que hay presencia de Kim-1 y ausencia de β-

2-microglobulina) en comparación con las ratas de 60 DPN. Posiblemente esta sea la causa 

de encontrar un mayor nivel de expresión de CD24 y de Ki67, en donde incrementa el 

marcador de CPR y hay una proliferación activa de las células epiteliales de túbulo proximal. 

Conforme pasa el tiempo, las ratas de 45 DPN expuestas a Cd siguen incrementando su carga 

neta de Cd llegando a la edad de 60 DPN en donde el daño es mayor/severo (hay muerte 

celular y/o necrosis) confirmado con la perdida de DppD en el borde cepillo (evidenciando 

la pérdida de las microvellosidades y por lo tanto disminución en la reabsorción de solutos, 

entre ellos la microglobulina), el incremento significativo de la excreción en orina de β-2-

microglobulina y la ausencia de Kim-1, CD24 y Ki67.  
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Es probable que la concentración neta de cadmio alcanzada en las ratas de 45 DPN permitiera 

a las células epiteliales del túbulo proximal la implementación de los mecanismos de 

reparación que se activaron previamente ya que hay proliferación celular activa (Ki67+) en 

el túbulo proximal y la presencia de Kim-1 demostrando que se encuentran en una etapa 

temprana y posiblemente reversible del daño renal. Sin embargo, al seguir incrementando la 

concentración y los daños inducidos por la presencia del Cd que no puede ser eliminado a 

los 60 DPN, probablemente se supera y/o se pierde la capacidad de estos mecanismos de 

reparación que se activaron en etapas tempranas en donde la carga de cadmio era menor y 

tolerable para las células epiteliales del túbulo proximal, ya que en las ratas de 60 DPN 

expuestas a Cd ya no encontramos CPR ni proliferación celular y probablemente haya 

perdida de células epiteliales del túbulo proximal.  

Cabe destacar que probablemente Gas1 está teniendo un papel clave en la activación de estos 

mecanismos tempranos de reparación celular que se están llevando a cabo en el túbulo 

proximal como respuesta al daño inducido por el cadmio. Llegamos a esta conclusión debido 

a que encontramos que Gas1 colocalizaba con CD24 en las crías de 21 DPN (Fig. 6 B), esta 

interacción entre ambas proteínas es baja en comparación a la encontrada en las ratas de 45 

DPN, tal vez esto sea porque el incremento que encontramos de Gas1 y CD24 es causado por 

el daño renal inducido por el cadmio y debido a que en este grupo (crías de 21 DPN) no hay 

daño aparente (ni hipertensión ni daño renal) esta interacción entre Gas1 y CD24 es muy 

baja, pero existe. Esto se sostiene al analizar las ratas de 45 DPN expuestas a Cd, encontrando 

que Gas1 colocaliza también fuertemente con Kim-1, CD24 y Ki67 (Fig. 9 y 10, 

respectivamente), cuando probablemente están en marcha estos mecanismos de reparación 

en el túbulo proximal. Podemos observar que en estas crías (45 DPN) las células epiteliales 

del túbulo proximal con daño no severo (Kim-1+) tienen incrementada la expresión de Gas1 

y su expresión se concentra en el borde cepillo igual que Kim-1, mientras que las células 

epiteliales del túbulo proximal CD24+ también colocalizan fuertemente con Gas1. Por lo 

tanto, pareciera que el incremento de Gas1 y su localización principalmente en el borde 

cepillo en las células epiteliales dañadas del túbulo proximal, es un paso fundamental para 

que se lleve a cabo la proliferación celular como respuesta al daño inducido por el cadmio.  



62 
 

Hasta la fecha existe un amplio debate sobre el origen de las células epiteliales renales recién 

formadas, en este caso debido al daño inducido por el metal pesado. Algunos estudios 

muestran que las células nuevas se derivan de divisiones de células residentes sobrevivientes 

completamente diferenciadas del túbulo proximal (Bonventre et al. 2003; Houghton et al. 

1976; Witzgall et al. 1994), mientras que otros trabajos afirman que una subpoblación de 

células epiteliales tubulares renales funciona como células progenitoras (Gupta et al. 2006; 

Maeshima et al. 2003; Oliver et al. 2004). Teniendo en cuenta estos dos posibles orígenes de 

las células epiteliales recién formadas en el túbulo proximal como respuesta al Cd, podemos 

proponer con nuestros resultados la importancia que tiene Gas1 como regulador del ciclo 

celular en las células epiteliales del túbulo proximal en la condición sana pero, también 

durante la nefropatía inducida por el cadmio, en donde posiblemente también este regulando 

el ciclo celular de las CPR CD24+ involucradas activamente en los mecanismos tempranos 

de reparación celular ante el daño ocasionado por el cadmio.  

Trabajos previos han demostrado el papel clave que tiene Gas1 en el mantenimiento y 

proliferación de CPR durante el desarrollo temprano en el riñón, ya que en ausencia de Gas1, 

existe una muerte masiva de esta población de células (Kann et al. 2015), pero también en 

nefropatías como la diabetes (Luna-Antonio et al. 2017). Tal vez el incremento de Gas1 

durante la nefropatía inducida por Cd, está activando y manteniendo a las CPR del túbulo 

proximal durante los mecanismos de reparación activos, ya que en las ratas de 45 DPN 

cuando Gas1 incrementa significativamente también incrementan las CPR (CD24+), 

incrementando significativamente también la proliferación celular (Ki67). 

Otra posible explicación podría estar relacionada con un significado biológico más general 

de Gas1 como un promotor de la estabilización celular y resistencia a agentes tóxicos, como 

lo sugiere Spagnuolo et al. (Spagnuolo et al. 2004) en un modelo con células endoteliales en 

donde encontró que Gas1 reduce fuertemente la apoptosis sin afectar el crecimiento celular 

y tal vez contribuyendo a la integridad del resto del endotelio.  
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8. Conclusiones 
Gas1 está presente y aumenta significativamente su expresión en las células epiteliales del 

túbulo proximal desde que la rata nace y durante todo el proceso de maduración posnatal en 

el riñón sano, manteniendo su expresión más alta en el adulto. Este resultado sugiere que 

Gas1 podría estar relacionado con el control del ciclo celular (Stebel et al. 2000) de las células 

epiteliales del túbulo proximal, probablemente manteniendo el ciclo celular detenido de 

células epiteliales completamente diferenciadas.  

La expresión de Gas1 incrementa significativamente en las células epiteliales del túbulo 

proximal como consecuencia de la nefropatía inducida por el cadmio en las crías adultas 

expuestas durante la gestación.  

Las CPR (CD24+) y las células epiteliales con daño temprano (Kim-1+) expresan Gas1 

durante la nefropatía inducida por cadmio. Posiblemente, en presencia de daño renal inducido 

por cadmio durante la gestación, Gas1 también podría estar regulando a las CPR durante la 

nefropatía, permitiendo su activación (Luna-Antonio et al. 2017) y manteniéndolas durante 

los mecanismos de reparación celular tempranos activos. 
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