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RESUMEN






Efectos neurotoxicos del cadmio sobre el sistema colinérgico a nivel del sistema
nervioso central de la rata y su implicacion en el desarrollo de enfermedades

neurodegenerativas

INTRODUCCION

El cadmio (Cd) es uno de los principales agentes toxicos asociado a
contaminacion ambiental e industrial, que ocasiona el hombre un elevado niimero de
intoxicaciones al afio, produciendo efectos toxicos en distintos 6rganos (ATSDR, 2012).
A nivel del sistema nervioso central (SNC) produce alteraciones neuropatologicas y
neuroquimicas que pueden conducir a una disfuncion cognitiva de la que no se conocen,

hasta el momento, los mecanismos implicados (Chin-Chan et al., 2015).

Se sabe que los procesos de aprendizaje y memoria son regulados por el sistema
colinérgico del prosencéfalo basal (PSB), por lo que el bloqueo de la transmision
colinérgica o muerte de neuronas colinérgicas a dicho nivel podria estar relacionado con
el deterioro de memoria inducido por el Cd, como se ha observado en enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (EA). En este sentido se ha
descrito que el Cd, ademas de alterar la transmision colinérgica, induce una muerte
neuronal no selectiva pero mas pronunciada en cultivos de neuronas colinérgicas SN56
procedentes del PSB (Del Pino et al., 2014). Estas alteraciones estan mediadas, en parte,
por la induccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y por el bloqueo del receptor
muscarinico M1 (MR1) (Del Pino et al., 2018), que a su vez desencadenan una alteracion
de las variantes de la acetilcolinesterasa (AChE), las cuales inducen la sobreexpresion de

la enzima glucogeno sintetasa quinasa 3 (GSK-3 B) y el aumento de proteinas beta



amiloideas (AP), Tau totales y fosforiladas (Del Pino et al., 2016a; Del Pino et al., 2016b).
Por lo tanto, la reproduccion de estos mecanismos in vivo podria confirmar su

participacion en las alteraciones cognitivas descritas.

Por otra parte, las hormonas tiroideas (HT) participan en el mantenimiento de las
neuronas colinérgicas en el PSB (Patel et al., 1987), asi como de las funciones cognitivas
(Connor et al., 1991; Dubois et al., 1985), por lo que los trastornos clinicos del tiroides
se asocian a deterioro cognitivo y demencia (Connor et al., 1991; Dubois et al., 1985). En
este sentido, se ha descrito que existe una interrelacion entre las HT y el sistema
colinérgico (Mafrica et al., 2008), mediante la estimulacion del metabolismo de la
acetilcolina (ACh), el aumento de actividad de la AChE, asi como la recaptacion de la
ACh liberada (Sarkar et al., 2001). Ademas, se ha descrito que la disminucién de HT
induce muerte neuronal en el PSB (Patel et al., 1987), por lo que la alteracion de las HT
puede desencadenar una alteracion de la transmision colinérgica que dé lugar a las

alteraciones cognitivas descritas.

Se ha descrito que la exposicion a Cd produce una reduccion de los niveles séricos
de hormonas tiroideas (HT) en ratas adultas (Mohamed et al., 2015). En consecuencia, la
reduccion de los niveles de HT a nivel cerebral inducidos por el Cd, podria ser la causa
de la alteracion de la transmision colinérgica e induccion de muerte de las neuronas

colinérgicas, produciendo los efectos cognitivos observados tras la exposicion a éste.
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MATERIAL Y METODOS

Para probar nuestra hipotesis se utilizaron 144 ratas que fueron repartidas en dos
grupos, de 72 animales cada uno, en funcién de que el experimento tuviera una duracion
de 24/48 horas o 28 dias, respectivamente. Dentro de cada uno de estos grupos, a su vez,
las ratas se separaron en cuatro subgrupos de experimentacién, segun recibieran
tratamiento con cadmio (Cd), Cd y triiodotironina (T3), suero fisiologico o T3 (6 animales
por subgrupo). Dentro de cada uno de los grupos de experimentacion, un tercio de los
animales (24 animales) fueron empleados para estudios anatomopatoldgicos, otro tercio
para estudios de expresion génica y el ultimo tercio para determinacion de diferentes
pardmetros biomoleculares. La figura 1 representa el disefio experimental seguido en la
investigacion.

e
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Figura 1. Representacion esquematica del disefio experimental de la investigacion.
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Aunque existe poca informacion sobre la concentracion de Cd que alcanza el
sistema nervioso central (SNC), tras la exposicion aguda o cronica al mismo, para nuestro
estudio elegimos las dosis de 0,1 mg/kg y 1 mg/kg de peso corporal [equivalentes a 1/55
y 1/20 de la DL50 (la DL50 media se calcul6 previamente, datos no mostrados)] porque
se ha descrito previamente que se corresponden con los valores observados in vitro que
inducen muerte celular y que son las minimas concentraciones descritas que producen
alteraciones cognitivas en ratas (ATSDR, 2012; Gongalves et al., 2010). Respecto a la
dosis elegida de T3 (40 pg/kg/dia por via intraperitoneal), ésta es segura y revierte los

efectos cognitivos seglin trabajos previos (Seyedhosseini et al., 2019).

A nivel histologico se evalud el efecto del Cd, sélo o en co-tratamiento con T3
sobre los ntcleos del PSB (nucleo septal medial, banda diagonal de Broca y nucleo basal
de Meynert). Las variables evaluadas fueron la necrosis neuronal, tanto total como de
neuronas colinérgicas [evaluadas con el marcador inmunohistoquimico (IHQ) ChAT
(colina acetiltransferasa)], viabilidad neuronal, evaluada mediante el marcador THQ
NeuN, gliosis [evaluada con el marcador IHQ PGFA (proteina gliofibrilar acida)] y

espongiosis.

A nivel molecular las dosis seleccionadas fueron relevantes para estudiar los
efectos del Cd solo o en contratamiento con T3 sobre el contenido celular, a nivel del
homogeneizado de PSB, de ACh, malondialdehido (MDA), peréxido de hidrogeno
(H202), proteinas AP, proteinas Tau totales (tTau) y fosforiladas (pTau); el contenido
tanto a nivel plasmatico como del PSB de T3, T4 y TSH; la actividad de AChE y ChAT,

asi como el bloqueo MR1.

-12-



A nivel genético se evalud la expresion de las variantes de la AChE, del
transportador de colina de alta afinidad (CHT), del transportador vesicular de acetilcolina
(VAChT), del factor de transcripcion NRF2 (factor de transcripcion 2 relacionado con el
factor nuclear eritroide 2), de los receptores muscarinicos (MR) M1-M5, y de las enzimas

GSK-3B, ChAT, hemoxygenasea-1 (HO-1) y el antioxidante glutation peroxidasa (GPx).

RESULTADOS Y DISCUSION

El presente estudio demuestra que la exposicion a Cd, tanto de manera tnica (1
mg/Kg) como continuada (0,1 mg/Kg), produce una disminucion significativa de
hormonas T3 y T4, asi como un aumento significativo de TSH, tanto a nivel plasmatico
como del PSB. Estos resultados muestran que el Cd es un disruptor del sistema tiroideo
a las dosis y tiempos de exposicion, con las consecuentes alteraciones de las funciones

fisiologicas que controlan dichas hormonas.

Ademas, el presente estudio demuestra por primera vez que la exposicion a Cd,
tanto de manera unica (1 mg/Kg) como continuada (0,1 mg/Kg) induce un aumento, a
nivel del PSB, del porcentaje de neuronas necrdticas, tanto totales como ChAT+, siendo
este efecto mas pronunciado sobre las neuronas ChAT+, lo que indica que las neuronas
colinérgicas son mas sensibles a la toxicidad inducida por el Cd, de igual manera que se
observa esta selectividad a nivel de los cuernos ventrales de la médula espinal (Sarchielli
et al., 2012). Aunque nuestros resultados mostraron un aumento significativo de neuronas
necroticas, tanto totales como ChAT+, no se observo una reduccion significativa en el
numero de neuronas totales o ChAT+, ni en el grupo de ratas expuestas de manera Gnica

ni en el grupo expuesto de manera continuada. Esto significa que a la dosis y tiempos de
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exposicion a Cd en nuestro estudio, el dafio es selectivo a nivel neuronal, sin presencia

de dafio difuso con desaparicion de las poblaciones celulares.

Respecto a la evaluacion de neuronas NeuN+, observamos una disminucion
significativa de neuronas NeuN+ a nivel del PSB, tanto en el caso de exposicion unica (1
mg/Kg) como continuada (0,1 mg/Kg); resultados compatibles con los descritos por
Sarchielli et al. (2012) en cultivos de explantes de médula espinal fetal y que se relacionan

con una menor viabilidad celular, sin llegar a producirse necrosis neuronal.

La evaluacion de la espongiosis y gliosis a nivel del PSB, puso de manifiesto un
aumento del grado de espongiosis en los grupos de ratas expuestos a Cd, tanto de manera
unica como continuada. Aunque estos hallazgos estan descritos en la literatura, en
exposiciones continuadas y a dosis mayores que en nuestro estudio, no se han encontrado
estudios que evaltien esta variable tras exposicion Unica a Cd. A nivel del ntcleo basal de
Meynert, en ratas expuestas de manera Unica a Cd, el aumento del grado de espongiosis
no fue directamente proporcional a la necrosis neuronal observada, lo que podria
explicarse porque el Cd no alcance, tras dosis unica, la concentraciéon minima necesaria
para producir dafio. Respecto a la gliosis, observamos un aumento del grado en todos los
grupos de ratas expuestos a Cd, tanto de manera unica como continuada. Este hallazgo es
concordante con los observando en estudios previos, incluso a dosis de exposicion
menores que las utilizadas en nuestro estudio, lo que hace de la gliosis un marcador de

neurotoxicidad al Cd.

Respecto a los resultados observados tras la exposicion al co-tratamiento Cd+T3,

la exposicion tanto Unica como continuada puso de manifiesto una reversion parcial del
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porcentaje de neuronas necroticas, tanto totales como ChAT+, asi como de neuronas
NeuN+ (en este caso solo tras la exposicion unica). Respecto a la gliosis y espongiosis,
también se observo una reversion parcial del grado de las mismas, que Unicamente fue
significativo en el grupo expuesto de manera tnica y a nivel del nucleo septal medial,
indicando la participacion de la disrupcion de las HTs sobre la neurodegeneracion

producida.

La exposicion a Cd, tanto en el grupo expuesto de manera unica, como continuada,
produjo una disminucién en los niveles de ACh, asi como en la actividad de AChE y
ChAT; no observandose cambios en la actividad de ChT ni VAChT. Estos efectos son
corroborados por estudios in vitro sobre cultivos de neuronas colinérgicas SN56 del PSB
(Del Pino et al., 2014), lo que apoya nuestros resultados. También observamos que tanto
la exposicion tnica como continuada a Cd produjo un bloqueo de los MR1, asi como una
disminucion de la expresion génica de los MR2, MR3 y MR4 a nivel del PSB. Estos
hallazgos son corroborados por los resultados publicados en otros estudios (Del Pino et
al., 2016; Gupta el al., 2016). Por ultimo, el co-tratamiento con Cd y T3 revertid
parcialmente estos efectos, demostrando que el Cd altera la transmision colinérgica a

través de la disfuncién de las HT.

En nuestro estudio, el Cd produjo un incremento en la generacion de ERO y de la
peroxidacion lipidica, asi como una disminucion de la expresion de NRF-2, HO-1 y GPx
anivel del PSB, lo que condujo a la generacion de estrés oxidativo a nivel del PSB, hecho
no descrito en estudios previos in vivo, pero si en otras regiones cerebrales (Gongalves et
al., 2010; Thévenod, 2009). Lo que si estd descrito, a este respecto, es que el tratamiento

con Cd durante 24 horas, en cultivos de neuronas colinérgicas SN56 del PSB, produce un
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incremento de ERO y peroxidacion lipidica (Moyano et al., 2018), lo que confirma
nuestros resultados. El estrés oxidativo se ha asociado al bloqueo de RM1 (Del Pino et
al., 2016), a la induccién de muerte neuronal a nivel de la corteza frontal e hipocampo
(Gupta el al., 2016), asi como a la induccion de muerte de neuronas colinérgicas tanto in
vivo como in vitro (Moyano et al., 2018; Traver et al., 2005). Respecto al co-tratamiento
con T3 y Cd, tanto de forma unica como continuada, se observd una reversion parcial de
la generaciéon de ERO, asi como una menor reduccion de la expresion de enzimas
reguladas por NRF2, lo que indica que la generacion de estrés oxidativo se encuentra en

parte mediada por la disminucion en los niveles de HT.

La exposicion a Cd, tanto de manera Gnica como continuada, produjo un aumento
de la expresion de la variante AChE-S y una disminucion de la expresion de la variante
AChE-R a través de la disminucion de las HT. Estos resultados son corroborados por los
estudios de Del Pino et al. (2016) en neuronas colinérgicas SN56 del PSB, donde la
alteracion de las variantes de AChE se ha relacionado con la induccion de trastornos
cognitivos (Cohen et al., 2008; Farchi et al., 2007), por lo que los resultados de nuestro
estudio podrian mediar el trastorno cognitivo relacionado con la inducciéon de

degeneracion de las neuronas colinérgicas del PSB.

Por ultimo, en nuestro estudio observamos un aumento del nivel de proteinas A
1-40, Ap 1-42, pTAu y tTAu, asi como la expresion de la enzima GSK3p en el grupo de
ratas expuesto a cadmio de manera Unica y continuada, a través de la disminucion de las
HTs. El incremento de proteinas AR y pTAu se ha relacionado con la induccion de muerte
celular a nivel de las neuronas colinérgicas del PSB y el desarrollo de alteraciones

cognitivas (Avila et al., 2004; Beharry et al., 2014; Del Pino et al., 2016; Kar et al., 2004),
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por lo que estas alteraciones observadas en nuestro estudio podrian estar relacionadas con
las alteraciones en los procesos de aprendizaje y memoria descritos por la exposicion al

Cd.

CONCLUSIONES

En funcién de todo lo expuesto se puede concluir que el Cd, tanto por exposicion
unica como continuada, induce una alteracion de la transmision colinérgica, gliosis y
neurodegeneracion mas pronunciada, pero no selectiva, de las neuronas colinérgicas del
PSB, mediada en parte por la reduccion de las HT. El Cd ademas produjo la induccion de
ERO, el bloqueo de los receptores muscarinicos M1 y la alteracion de la expresion de los
receptores M2, M3, y M4, la alteracion de las variantes de la AChE, la sobreexpresion de
GSK-3pB, y un aumento en las proteinas AP, Tau totales y fosforiladas a través de la
disrupcion de las HT. Se ha demostrado que todos estos mecanismos alterados por el
cadmio median la muerte neuronal de las neuronas colinérgicas del PSB in vitro, e
inducen alteraciones cognitivas, por lo que podrian estar mediando estos efectos in vivo.
Seria importante desarrollar estudios posteriores que corroboren que las HT median, a
través de los mecanismos indicados, la neurodegeneracion observada sobre las neuronas
colinérgicas, asi como los trastornos cognitivos descritos. Nuestros resultados son de gran
relevancia porque aportan nuevos datos que ayudan a explicar los mecanismos de
neurotoxicidad del cadmio sobre la transmision colinérgica y neurodegeneracion;
necesarios tenerlos en cuenta en la evaluacion del riesgo del mismo y para proporcionar

nuevas estrategias terapéuticas en el tratamiento de la intoxicacion.
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Neurotoxic effects of cadmium on the cholinergic system on the central nervous

system of the rat and their implication in neurodegenerative diseases

INTRODUCTION

Cadmium (Cd) is one of the main toxic agents associated with environmental and
industrial pollution, that causes a large number of intoxications in humans every year,
producing toxic effects in several organs (ATSDR, 2012). Cd produces neuropathological
and neurochemical alterations, leading to cognitive dysfunction in central nervous system

(Chin-Chan et al., 2015). However, the mechanisms involved are unknown.

Learning and memory processes are regulated by the cholinergic system of the
basal forebrain (BF), so the blocking of the cholinergic transmission or the induction of
cell death in BF cholinergic neurons could be related to the memory deterioration
observed after cadmium exposure. These dysfunctions have been observed in
neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s disease. In this regard, cadmium has
been described to alter cholinergic transmission and induce a non-selective neurological
cell death that is more pronounced in primary cholinergic neuron from BF (Del Pino et
al., 2014). These alterations are partly produced by the induction of reactive
oxygen species and by the blocking of muscarinic receptors M1, which trigger a
modification in the acetylcholinesterase (AChE) variants expression (Del Pino et al.,
2018). These alterations lead to the over-expression of the glycogen synthase kinase 3
beta (GSK-3p) and the increase of beta amyloid (A), total and phosphorylated Tau

proteins (Del Pino et al., 2016a; Del Pino et al., 2016b). Therefore, the reproductions of
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these mechanisms in vivo could confirm their participation in the cognitive modifications

described.

On the other hand, thyroid hormones participate in the maintenance of basal
forebrain cholinergic neurons (Patel et al., 1987), as well as of the cognitive functions
(Connor et al., 1991; Dubois et al., 1985). Hence, thyroid clinical disorders are associated
with dementia and cognitive deterioration (Connor et al., 1991; Dubois et al., 1985). In
this way, an interrelation between thyroid hormones and the cholinergic system (Mafrica
et al., 2008), through the stimulation of the acetylcholine (Ach) metabolism, the increase
of AChE activity, as well as on ACh released has been described (Sarkar et al., 2001). It
has also been described that the decrease in thyroid hormones induces neuronal death in
the basal forebrain (Patel et al., 1987). Thus, thyroid hormones disruption could trigger
an alteration of the cholinergic transmission, which may induce the cognitive alteration

described.

It has been found that Cd exposure-produces a reduction in the serum levels of
thyroid hormones in adult rats (Mohamed et al., 2015). Thus, the reduction of thyroid
hormone levels at in the brain induced by Cd, could be the cause of the alteration in the
cholinergic transmission and the induction of cholinergic neurons cell death, producing

the cognitive effects observed after Cd exposure.
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MATERIAL AND METHODS

To test our hypothesis, we used 144 rats that were divided into two groups, 72
animals in each one, depending on whether the experiment lasted 24/48 hours or 28 days,
respectively. At the same time, within each of these groups, the rats were separated into
four experimentation subgroups, depending on whether they were treated with cadmium,
cadmium and triiodothyronine (T3), vehicle, or T3 (6 animals per subgroup). Each one
of these experimental groups was subdivided in three subgroups: animals (24 animals)
used for anatomic-pathological studies, for gene expression studies, and for the
determination of different biomolecular parameters. Figure 1 represents the experimental

design followed in the research.
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Figure 1. Summarizes the protocol and experimental design.
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Although there is little information on the cadmium concentration that reaches the
central nervous system after acute or chronic exposure, for our study we chose the doses
of 0.1 and 1 mg/Kg of body weight [equivalents to 1/55 and 1/20 of the LDso (LDso
average was calculated previously, data not shown)] because they have been previously
described to correspond to the values that induce cell death in vitro and because they are
the minimum concentrations described to produce cognitive alterations after Cd exposure
in rats (ATSDR, 2012; Gongalves et al., 2010). The T3 dose chosen (40 ug/kg/day
intraperitoneally) was selected because it is a safe dose and it reverses the cognitive

effects according to previous studies (Seyedhosseini et al., 2019).

We evaluated the histological effects of cadmium, by itself or after co-treatment
with T3, on the nuclei of the basal forebrain (medial septal nuclei, diagonal band of Broca
and basal nucleus of Meynert). The variables evaluated were neuronal necrosis, both on
all types of neurons and only on the cholinergic neurons [evaluated with the
inmunohistochemical marker ChAT (choline acetyltransferase)]; neuronal viability,
evaluated with the immunohistochemical marker NeuN, gliosis [evaluated with the

inmunohistochemical marker GFAP (glial fibrillary acidic protein)] and spongiosis.

Otherwise, we studied, at a molecular level, the Cd effects, alone or in
combination with T3, on the cell content of ACh, malondialdehyde (MDA), hydrogen
peroxide (H20.), AP proteins and total (tTau) and phosphorylated Tau (pTau) proteins;
the content of T3, thyroxine (T4) and thyroid stimulating hormone (TSH) both in plasma
and BF; the activity of AChE and ChAT enzymes, as well as the blockage of muscarinic

receptor MR1.
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Finally, we evaluated the expression of the AChE variants, the presynaptic choline
transporter (CHT), the vesicular acetylcholine transporter (VACHT), the nuclear factor
erythroid 2-related factor 2 (NRF2), muscarinic receptors (MR) M1-MS5, and of the
GSK3p, ChAT, hemo oxygenase 1 (HO-1) and the glutathione peroxidase antioxidant

(GPx) enzymes.

RESULTS AND DISCUSSION

The present study proves that after acute (1mg/Kg) or continuous (0,1mg/Kg) Cd
exposure, a significant increase of TSH levels in plasma and BF is produced. These results
show that Cd is a thyroid system disruptor at these doses and times of exposure, with the

consequent alterations of the physiological functions that said hormones control.

Our results prove also, for the first time, that Cd exposure after one (1mg/Kg) or
continuous (0,Img/Kg) treatment, induces an increase in the percentage of total and
ChAT+ necrotic neurons, in BF; showing that the cholinergic neurons are more sensitive
to the toxicity induced by Cd, as previously described in ventral horns of the spinal cord
(Sarchielli et al., 2012). Although our results showed a significant increase of total and
ChAT+ necrotic neurons, a significant reduction in the number of total or ChAT+ neurons
was not observed, neither in the group of rats exposed to one dose nor in the group
exposed continuously. This means that at the doses and times of Cd exposure in our study,
the damage is selective at neuronal level, without induction of diffused damage and cell

populations loss.
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Regarding the evaluation of NeuN+ neurons, we observe a substantial decrease of
NeuN+ neurons after single (Img/Kg) and continuous treatment (0,1 mg/Kg) in BF, as
previously described by Sarchielli et al. (2012) in explant cultures of fetal spinal cord,
and related with a reduction of cellular viability, but not reaching a significant neuronal

necrosis.

The evaluation of spongiosis and gliosis in BF, revealed an increase in spongiosis
after single and repeated Cd exposure. Although these findings are described in the
literature, after continuous exposures and at higher doses than in our study, no studies
have evaluated this variable after unique Cd exposure. After single Cd treatment, the
increase in spongiosis was not directly proportionate to the neuronal necrosis observed in
Meynert’s basal nucleus, which could be explained because Cd does not reach, after a
single dose, the minimum concentration necessary to produce damage. Besides, we
observed an increase of gliosis in all the groups after single and repeated Cd exposure.
This finding is consistent with those observed in previous studies, even with a lower dose
of Cd exposure than those used in our study, which turns gliosis into a marker for Cd

neurotoxicity.

Following single and repeated co-treatment with Cd and T3, we observed a partial
reversion of the percentage of total and ChAT+ necrotic neurons, as well as NeuN+
neurons (in this case only after acute exposure). Besides, we observed a partial reversion
of gliosis and spongiosis, that was only significant after acute exposure in the medial
septal nucleus, denoting the involvement of thyroid hormones disruption on the

neurodegeneration produced.
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Otherwise, single and repeated Cd exposure produced a decrease in the Ach
levels, as well as in the AChE and ChAT activity, but no changes were observed in ChT
or VAChT activity. These effects are corroborated by studies in vitro in SN56 cholinergic
neuron from BF (Del Pino et al., 2014), which support our results. We also observed that
following single and repeated Cd treatment a blockage of MRI, as well as the gene
expression decrease of MR2, MR3 and MR4 was produced in BF. These findings are
supported by the results published in other studies (Del Pino et al., 2016; Gupta et al.,
2016). Finally, the co-treatment with Cd and T3 partially reversed these effects showing

that Cd alters the cholinergic transmission through the thyroid hormone dysfunction.

Besides, Cd produced an increase in ROS generation lipid peroxidation, as well
as a decrease in NRF-2, HO-1 and GPx expression, which led to oxidative stress
generation in BF, a fact that has not been previously described in vivo in this region,
although it has been observed in other brain regions (Goncalves et al., 2010, Thevenod,
2009). In this sense, Cd single treatment was reported to induce an increase of ROS
generation and lipid peroxidation in SN56 cholinergic neurons from BF (Moyano et al.,
2018), which confirms our results. Oxidative stress has been associated to the blocking
of MR1 (Del Pino et al., 2016), the neuronal cell death induction in frontal cortex and
hippocampus (Gupta et al., 2016), as well as cholinergic neuronal cell death both in vivo

and in vitro (Moyano et al., 2018; Traver et al., 2005).

Lastly, single and long-term Cd co-treatment with T3 produced a partial reversion
of ROS generation, as well as a smaller reversion in the altered expression of the enzymes
regulated by NRF2, which indicates that oxidative stress generation is produced, in part,

through the thyroid hormones decrease.
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Acute and long-term Cd treatment produced also an increase in the expression of
the AChE-S variant and a decrease in the expression of the AChE-R variant mediated by
the thyroid hormones decrease. These results are corroborated by Del Pino et al. (2016)
studies in SN56 cholinergic neurons from BF. The alterations of the AChE variants have
been associated with the induction of cognitive dysfunctions (Cohen et al., 2008; Farchi
et al., 2007), so the AChE variants alteration observed in our study could mediate the

cognitive dysfunction through the induction of cholinergic neurons degeneration in BF.

Finally, we observed an increase in AP 1-40, AB 1-42, and pTAu protein levels,
as well as in the expression of the GSK3 enzyme after single and repeated cadmium
exposure mediated by the decrease of thyroid hormones. The increase of A} and pTAu
proteins has been related to the induction of cholinergic neuronal cell death in BF and
cognitive alterations (Avila et al., 2004; Beharry et al., 2014; Del Pino et al., 2016; Kar
et al., 2004), so the alterations observed in our study could be related to the alterations in

learning and memory described after Cd exposure.

CONCLUSIONS

Based on the above, we can conclude that Cd, after acute and chronic exposure,
induces an alteration of the cholinergic transmission, gliosis and neurodegeneration that
is more pronounced, but not selective, on basal forebrain cholinergic neurons, mediated
in part by the reduction of thyroid hormones. Cadmium also produced an induction of
ROS generation, the blockage of the muscarinic MR1 receptors, the alteration of MR2,

MR3 and MR4 receptors expression, the AChE variants and GSK-3f enzymes

expression, and an increase in total and phosphorylated AB Tau proteins formation
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through the disruption of thyroid hormones. All these mechanisms, altered by Cd, have
been shown to mediate the basal forebrain cholinergic neuronal cell death in vitro, and
induce cognitive alterations, so they could be mediating these effects in vivo. It would be
important to develop further studies that corroborated that thyroid hormones mediate,
through the indicated mechanisms, the neurodegeneration observed on cholinergic
neurons and the cognitive disorder described. Our results are of great interest because
they provide new data and could lead to a better understanding of the mechanisms of the
cadmium neurotoxicity on cholinergic transmission and neurodegeneration that should
be taken into account in the risk assessment of this compound and may provide new

therapeutic strategies for the treatment of its intoxication.
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AB:
ACTR:
ACh:
AChE:
ADN:
AhR:
AP:
ARN:
As:
ATSDR:
BAPP:
BALF:
BER:
BF:

BHE:

Ca:

CAS:
CAT:

Cd:
(Cdy)*:
Cd(NO3)a:
Cd3(POu):2:
CdBr:

CdCl:

Proteina beta amiloide

Gen de la beta actina

Acetilcolina

Acetilcolinesterasa

Acido desoxirribonucleico

Receptor de hicrocarburos aromaticos
Sitios apurinicos-apirimidinicos
Acido ribonucleico

Arsénico

Agencia para sustancias toxicas y registro de enfermedades
Proteina precursora beta amiloidea
Liquido de lavado broncoalveolar
Reparacion de la ruptura de las bases
Basal forebrain

Barrera hematoencefalica

Citosina
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Chemical Abstracts Service

Catalasa

Cadmio

Cadmio i6nico

Nitrato de cadmio

Ortofosfato de cadmio

Bromuro de cadmio

Cloruro de cadmio
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Cdl: Ioduro de cadmio
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CdoO: Oxido de cadmio
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CdSOq: Sulfato de cadmio
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DMT1: Proteina transportadora de metales divalentes
EA: Enfermedad de Alzheimer

EFSA: Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
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ERO: Especies reactivas de oxigeno
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1.- INTRODUCCION

1.1. Generalidades

El cadmio (Cd) es uno de los principales agentes toxicos asociados a
contaminacion ambiental e industrial, pues retine cuatro de las caracteristicas mas temidas
de un toxico: capacidad de producir toxicidad en el ser humano, bioacumulacion,
persistencia en el medio ambiente y capacidad de “viajar” grandes distancias a través del

viento y los cursos del agua.

Segiin el ranking de la Agencia para Sustancias Toxicas y Registro de
Enfermedades (ATSDR) del afio 2017, se trata del séptimo contaminante ambiental mas
toxico. Se trata de un contaminante muy extendido en el medio ambiente, bien de forma
natural asociado a minerales de cinc, cobre o plomo, o bien de forma artificial debido a
sus multiples usos y aplicaciones industriales (baterias de niquel-cadmio, la industria de

los pigmentos, los estabilizadores quimicos, revestimientos metélicos y aleaciones).

El Cd en el ser humano se almacena predominantemente en tejidos blandos
(principalmente higado y rifiones), con el agravante de tener una semivida biologica
extremadamente prolongada (aproximadamente 20-30 afios en humanos) y una baja tasa
de excrecion del cuerpo (Branca et al., 2018). Es un elemento extremadamente toxico,
con un valor medio de toxicidad aguda oral DLso para ratones y ratas de 100 mg/kg de
peso corporal, y por via inhalatoria de 500 mg/m? en ratas y 700 mg/m? en ratones (Baer
and Benson, 1987; Basinger et al., 1988; Kostial et al., 1978; Kotsonis and Klaassen,

1978; Shimizu and Morita, 1990).
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Los niveles ambientales de Cd han aumentado debido a la industrializacion
progresiva en los paises en desarrollo, alcanzando una produccién anual de cerca de
13.000 toneladas en todo el mundo (Flora et al., 2008). Aunque las emisiones en el medio
ambiente han disminuido notablemente en la mayoria de los paises industrializados, usos
tan diversos y su larga vida media no permiten un reciclaje adecuado, lo que conlleva a
que se acumule progresivamente en el ambiente, generando una gran preocupacion sobre
los trabajadores de las industrias, asi como sobre las poblaciones que viven en zonas

contaminadas, especialmente en los paises menos desarrollados (Govil et al., 2008).

La principal fuente de exposicion al Cd para la poblacion general es la ingesta de
alimentos contaminados con este elemento (hojas de vegetales, granos, cereales, frutas,
visceras animales y pescado) (Nava-Ruiz y Méndez-Armenta, 2011), suponiendo
aproximadamente un 70% de todo el Cd que entra en el organismo. Esto es debido a que
el Cd contribuye en gran medida a la contaminacion de las tierras agricolas y es absorbido
selectivamente por ciertos alimentos comestibles (Anetor, 2012). Este porcentaje se ve
modificado en la poblacion fumadora, donde los niveles de Cd en sangre son 4-5 veces

mayores que en la poblacion no fumadora (Munisamy et al., 2013).

Otra fuente importante de exposicion al Cd es la via inhalatoria, durante la
realizacion de actividades industriales en personas laboralmente expuestas o a través de
los cigarrillos, cuyo nivel de Cd esta asociado al suelo en el que crece el tabaco (Yue,

1992).

En algunos paises de Europa y Norte América la ingesta diaria de Cd varia entre

10 y 40 pg/dia, en personas laboralmente expuestas la concentracion puede alcanzar
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valores superiores a 50 pg/l y en personas fumadoras los valores de Cd en sangre se
encuentran en niveles que oscilan de 1,4 a 4 pg/l (Navarro-Aviné et al., 2007; Nava-Ruiz
y Méndez-Armenta, 2011), comparado con los niveles de 0,4 a 1,0 ug/l que se observan

en personas no fumadoras.

La caracteristica de mayor peligrosidad del Cd es su efecto acumulativo,
almacendndose a lo largo del tiempo debido a su larga vida biologica (Hideaki et al.,
2008). Una vez absorbido se deposita principalmente en el higado y el rifion (Anetor,
2012). Debido al tiempo de vida media tan largo que presenta el Cd (30 afios), se produce
un acumulo irreversible en diferentes tejidos que produce una diversidad de efectos
toxicos que incluyen neurotoxicidad, nefrotoxicidad, carcinogénesis, teratogénesis,
toxicidad endocrina y reproductiva; todos ellos dafios irreversibles aun a concentraciones

reducidas (Rani et al., 2013).

La concentracion de Cd en sangre en el ser humano varia enormemente en funcion
de la edad, sexo, dieta, lugar de residencia y que sea o no fumador (ATSDR, 2017). El
efecto a la exposicion del Cd es dosis-dependiente: a altas dosis el Cd puede producir
dafo celular, muerte celular y fallo organico, a bajas dosis puede modular mecanismos
especificos sin necesidad de producir una toxicidad celular evidente (Lopez-Alonso et al.,

2003; Pacini et al., 2009).

La relacion entre la exposicion al Cd y sus efectos toxicos fue descrita primero en
trabajadores industriales, en los que se publicaron los primeros informes de lesiones
pulmonares, 6seas y renales por exposicion al Cd a finales de la década de 1930-40 del

siglo pasado (Bulmer et al., 1938; Friberg, 1950; Nicaud et al., 1942). En la década de
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1960, el Cd fue identificado como la principal causa en la enfermedad de Itai-Itai, una
afeccion que sufrieron los japoneses residentes en la Prefectura de Toyama y cuya
exposicion al Cd estaba aumentada debido a su dieta a base de arroz y agua contaminada
con Cd en la cuenca del rio Jinzu, que procedia de una antigua mina de plomo y zinc. La
poblacion sufria una osteomalacia con diversos grados de osteoporosis, que podia llegar
a producir fracturas dseas y que se acompafiaba de una severa enfermedad tubular renal
(Ishizaki, 1969). A partir de estos primeros informes sobre intoxicacion grave por Cd, se
realizaron en todo el mundo multiples estudios epidemioldgicos y experimentales para
caracterizar la toxicidad del Cd y evaluar cuéles son los niveles de exposicion a los que
este contaminante generalizado puede llegar a amenazar la salud humana. Gracias a estos
estudios se consigui6é demostrar que este metal puede causar diversos efectos toxicos. El
Cd se acumula y produce un cuadro de toxicidad que afecta al rifion, higado, pulmones,
hueso, cerebro, testiculos, corazéon y SNC. Ademas, el Cd puede causar osteoporosis,
anemia, enfisema no hipertrofico, eosinofilia, anosmia y rinitis crénica (Valko et al.,
2005). Aparte de los efectos citotoxicos directos, el cadmio ha estado implicado en el
desarrollo del cancer y ha sido clasificado como un carcinégeno de tipo I por la Agencia

Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC 1993, 2014; Arroyo et al., 2012).

Los efectos toxicos del Cd en el SNC han sido descritos por diversos autores, que
han demostrado que el Cd produce alteraciones neuropatologicas y neuroquimicas que
pueden conducir a una encefalopatia, una neuropatia periférica o hemorragia (Jackson et
al., 2008). También se ha descrito que la exposicion al Cd puede estar relacionada con un
déficit de atencion, una disfuncion olfatoria o un déficit de memoria (Wang et al., 2013).

No se conocen por el momento, con exactitud, los mecanismos fisiopatologicos de la
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toxicidad del cadmio a nivel del SNC (Chin-Chan et al., 2015), aunque parece que el

estrés oxidativo es uno de los mecanismos mas importantes (Renugadevi et al., 2010).

También se ha relacionado este metal con la induccion de enfermedades
neurodegenerativas, entre ellas la enfermedad de Parkinson y la EA, ya que la exposicion
al Cd produce una sintomatologia similar a ambas enfermedades a nivel neurologico. Esta
relacion de causalidad es dificil de establecer debido a que el periodo de latencia entre la
exposicion y la aparicion de la enfermedad es largo y ademds no se conocen
biomarcadores de induccion temprana de la enfermedad que ayuden a identificar el inicio
de la generacion de la misma antes de que ésta sea clinicamente evidente (Chin-Chan et

al., 2015).

1.2. Cadmio

El cadmio fue descubierto en 1817, como impureza en minerales de cinc (Zn), por

el quimico aleman Friedrich Stormeyer (1776-1835), en Géttingen (Saldivar et al., 1997).

Su nombre procede de la palabra latina “cadmia” y de la palabra griega “kadmeia”, que

significan “calamina” (carbonato de cinc).

1.2.1. Caracteristicas generales

El cadmio es un elemento quimico que forma parte de los metales de transicion
del grupo 12, subgrupo IIb (que incluye el Zn y el mercurio), dentro de los elementos de
la tabla periddica. Su niimero atdmico es el 48, tiene una masa atomica de 112,40 g/mol

y su simbolo es Cd. El nimero de registro en el Chemical Abstracts Service (CAS) del
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Cd es 7440-43-9. Se puede encontrar como mineral en la greenockita (CdS), pero lo mas
comun es que se encuentre asociado a sulfuros de Zn y en menor cantidad como impureza

del plomo (Pb) o del cobre (Cu) (Morrow, 2001).

1.2.2. Propiedades fisicoquimicas

El Cd es un metal blando, ductil, de color blanco plateado o blanco azulado, con
un punto de fusioén de 321,07°C, y punto de ebullicion de 767°C (Nriagu, 1980). Presenta
dos estados de oxidacioén, +1 y +2, siendo el estado +2 el mas comun, ya que no
experimenta reacciones de oxido-reduccion, siendo de este modo muy resistente a la
corrosion. El Cd metélico es esencialmente insoluble en agua, pero varios de sus
compuestos como el cloruro de cadmio (CdCl2), bromuro de cadmio (CdBr2), yoduro de
cadmio (Cdl), nitrato de cadmio [Cd(NO3):] y sulfato de cadmio (CdSO4) son muy
solubles en agua (Budavari et al.,1989; Weast, 1986). Los compuestos insolubles en agua,
como el 6xido de cadmio (CdO), el sulfuro de cadmio (CdS), el carbonato de cadmio
(CdCOa), el ortofosfato de cadmio [Cd3(PO4).] y el fluoruro de cadmio (CdF2) (Weast,
1986), pueden solubilizarse en condiciones de fuerte oxidacion o en medios acidos

(WHO, 1992).

1.2.3. Fuentes de emision de cadmio

Las principales fuentes de emision de Cd a nivel mundial se encuentran en Asia

(41%), América (16%), Europa (15%) y Australia (3%) (WHO, 2006).
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1.2.3.1. Fuentes naturales

De forma natural, el Cd es liberado al medio ambiente a través de la
descomposicion de las rocas (fundamentalmente rocas sedimentarias), incendios
forestales y erupciones volcanicas (Pacyna y Pacyna, 2001). Es un metal poco frecuente,
que no se encuentra en la naturaleza como elemento puro, sino que se asocia por afinidad
quimica a otros metales como el Zn, el Pb, el Cu o a elementos como el oxigeno (6xido
de cadmio), cloro (cloruro de cadmio) o azufre (sulfato o sulfuro de cadmio) (Madeddu,

2011).

1.2.3.2. Fuentes antropogénicas del cadmio

Las emisiones de Cd de origen antropogénico exceden considerablemente a las
fuentes y fendmenos naturales (Dell’Omo et al., 1999), siendo la actividad industrial la

principal fuente de liberacion del mismo a la atmosfera (Breen et al., 1995).

El principal uso del Cd es la fabricacion de componentes activos en las baterias
de Ni-Cd (Niquel-Cadmio) (83% del uso de Cd), aunque también se utiliza como
pigmento, estabilizador de plasticos y en ciertas aleaciones (Arena et al., 1997). Existen
diversas sales de Cd con aplicacion industrial. La mas importante es el estearato de
cadmio, que se utiliza como estabilizador térmico y protector frente a la luz en la
fabricacion de plasticos como el cloruro de polivinilo (PVC) (Buchet et al., 1990). El
sulfuro de cadmio y sulfoseleniuro de cadmio se utilizan como pigmentos en plasticos,
ceramicas, cristales, esmaltes y tintes, y se combinan para crear colores desde amarillos

y naranjas a rojos y marrones (Buchet et al., 1990). El teluro y sulfuro de cadmio se
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utilizan recientemente en la fabricacion de placas solares, al ser mas eficiente, barato y
ductil que el silicio, acogiéndose a la exencion de la prohibicién de uso del Cd en la
industria de energias renovables (Directiva ROHS del Parlamento Europeo, 2010). El
CdCl; se emplea como fungicida, componente de los bafios galvanoplésticos, colorante
en pirotecnia, aditivo en las soluciones de estafiado y mordiente en la tincidon e impresion
de textiles (Buchet et al., 1990). También se utiliza para la produccion de determinadas
peliculas fotograficas, fabricacion de espejos especiales y para el recubrimiento de tubos
electronicos de vacio (Buchet et al., 1990). El CdO se utiliza como agente para
galvanoplastia, como materia prima para los estabilizadores térmicos de PVC vy
componente de las aleaciones de plata, pigmentos fosforescentes y semiconductores, asi

como para el endurecimiento de cristales o el vitrificado de ceramica (Buchet et al., 1990).

A pesar de que el consumo de Cd por parte de las baterias ha crecido
constantemente desde la década de 1980, representando actualmente el 83% de su
produccion, los otros usos de este metal estan decayendo desde mediados de los afios 90,
ya que el Cd representa un peligro para la salud y el medio ambiente y muchos paises han
adoptado medidas legislativas para reducir su uso y la consiguiente dispersion ambiental

del mismo (Bush et al., 2000).

En este sentido, la Unidén Europea, en la Directiva 96/62/CE del Consejo, de 27
de septiembre de 1996, sobre evaluacion y gestion de la calidad del aire ambiente,
estableci6 con caracter general el régimen juridico sobre la contaminacion atmosférica en
el ambito de la Union Europea, mediante la adopcion de criterios para la armonizacion
de las técnicas de evaluacion y defini6 los objetivos de calidad que debian alcanzarse

mediante una planificacion adecuada. Esta planificacion se ha materializado en la
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adopcion de la Directiva 2004/107/CD del Parlamento Europeo y del Consejo, de 15 de
diciembre de 2004, relativa al arsénico, el Cd, el mercurio (Hg), el Ni y los hidrocarburos

aromaticos policiclicos en el aire.

En Espafia, el RD 812/2007, de 22 de junio, transcribe la Directiva 2004/107/CD,
de 15 de diciembre de 2004, con el objetivo de definir y establecer un valor objetivo de
la concentracion de Cd en el medio ambiente, para asi garantizar el mantenimiento de la
calidad del aire donde sea buena y mejorarla en otros casos, a fin de evitar, prevenir o
reducir sus efectos perjudiciales en la salud humana y en el medio ambiente en su

conjunto.

1.2.4. Fuentes de exposicioén

1.2.4.1. Exposicion laboral

La principal fuente de exposicion al Cd es la laboral, ya que el Cd presenta un
elevado uso a nivel industrial (Cerna et al., 1997). Esto se debe a que se trata de un metal
relativamente barato, que se obtiene como producto secundario en la produccion de otros
metales mas valiosos como el Cu o el Zn y a que es muy resistente a la corrosion y por lo

tanto se utiliza para su electrodepodsito en otros metales (Cerna et al., 1997).

Los niveles mas altos de exposicion laboral al Cd ocurren en aquellas actividades
que implican un calentamiento de productos que contengan este metal, tales como la
fundicion y refinacion de metales, soldaduras, electrodepdsito y galvanizacion, ya que

estos procesos generan vapores de 6xido de Cd que se absorben facilmente a través de la
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via respiratoria (WHO, 1992; ATSDR, 2012). También se produce un nivel alto de
exposicion al Cd en operaciones asociadas a la produccion de polvos de Cd (Cerny et al.,
2003), asi como por la ingesta accidental de polvo procedente de manos contaminadas

(Cornelis et al., 1994).

Histéricamente, los niveles de Cd en el lugar de trabajo han mejorado
considerablemente con el reconocimiento de su potencial toxicidad en los seres humanos
y el desarrollo de normativas de seguridad e higiene en el trabajo. En la actualidad, segiin
la Administracion de Seguridad y Salud Ocupacional (OSHA), los niveles permitidos de
Cd en el ambiente laboral son de 5 pug/m?/8 horas dia/ 40 horas semana y las normas

laborales establecen valores desde 2 a 50 ug/m3 (WHO, 1992; ATSDR, 2012).

1.2.4.2. Exposicion en la poblacion general

En cuanto a la poblacion general, ésta puede estar expuesta al Cd a través de la
ingesta de comida y agua, o bien a través de la inhalacion de particulas procedentes del
aire o del humo de tabaco. En la poblaciéon no fumadora, la comida es la principal fuente
de exposicion a Cd (Coyle, 2004), sobre todo a través de los suelos de cultivo, bien de
forma natural o a partir de fuentes antropogénicas como el uso de fertilizantes y abonos
(Brockhaus et al., 1983; De Burbure et al., 2003), mientras que en la poblacion fumadora

la principal fuente de exposicion es el consumo de tabaco (Dalledonne et al., 1997).
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1.2.5. Vias de exposicion

1.2.5.1. A través del aire

Los principales compuestos de Cd que se encuentran en el aire son el CdO, el
CdCI2 y el CdS. Todos ellos sufren una transformaciéon minima en la atmosfera (Arena
et al., 1997), siendo su principal destino el transporte y el depdsito. EI Cd puede viajar
largas distancias a través del aire, para después depositarse en suelos y agua, lo que se
traduce en niveles elevados de Cd, incluso en lugares lejanos de su emision (Brozoka et
al., 2001). Aunque el Cd se libera al aire tanto a partir de fuentes naturales como
antropogénicas, la actividad industrial es la principal fuente de liberacion del mismo a la
atmosfera (Breen et al., 1995), excediendo de manera considerable a las fuentes naturales

(Dell’Omo et al., 1999).

Actualmente, gracias a los avances en la tecnologia de control de la
contaminacion, la inhalacion de Cd del aire ambiental no es una fuente importante de
exposicion, excepto para aquellos individuos que vivan cerca de industrias donde se
realice aleacion, fundicion o refinacion de metales o aquellos que vivan cerca de plantas
incineradoras de residuos urbanos. En los ultimos 50 afios las emisiones de Cd
antropogénicas han disminuido por encima del 90% y no se espera que aumenten, a pesar

del incremento del nimero de industrias emisoras de Cd (Dohi et al., 1993).
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1.2.5.2. A través del agua

En el agua, el Cd se presenta principalmente como i6n cadmio (Cd>"), asi como
complejos de hidroxido de cadmio [Cd (OH):] y CdCOs. Existen compuestos de Cd,
como el CdS, el CdCO; y el CdO, que son insolubles en agua. Sin embargo, estos
compuestos insolubles se pueden transformar en solubles al interaccionar con acidos, luz

u oxigeno (ATSDR, 2012).

El Cd se puede liberar al agua procedente de instalaciones industriales o plantas
de tratamiento de aguas residuales, por deposito directo desde la atmosfera o a través de
filtraciones procedentes de vertederos, suelo o fertilizantes fosfatados (Breen et al., 1995;
Brockhaus et al., 1983). Las aguas cercanas a industrias emisoras de Cd, estén o hayan
estado en funcionamiento en el pasado, muestran una elevaciéon marcada de Cd en los

sedimentos y organismos acuaticos (Eaker et al., 2004; Elinder et al., 1983).

La concentracion media de Cd en los océanos oscila entre <5 y 110 ng/l, siendo
los niveles mas elevados en las zonas cercanas a la costa y en los fosfatos y fosforitas
marinos (Brockhaus et al., 1983). La mineria se considera la principal fuente
antropogénica de Cd liberado al agua, si bien una gran proporcion del Cd liberado procede
de multiples fuentes mas que de sitios puntuales de contaminacion (Dell’Omo et al., 1999;

Dominguez, 2003).

La contaminacion del agua potable es una preocupacion menor, excepto en zonas
proximas a industrias emisoras de Cd o incineradoras, ya que el Cd es apartado de las

aguas residuales mediante precipitacion a compuestos carbonados o hidroxidos y
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posterior separacion (Arena et al., 1997). La Agencia de Proteccion Ambiental
Estadounidense (EPA) establece a los proveedores de agua una concentracion de Cd en

agua <5 ng/l.

1.2.5.3. A través de los alimentos

Las principales fuentes de Cd en el suelo incluyen las emisiones atmosféricas y
las deposiciones directas, siendo las mas importantes las debidas al uso de fertilizantes

fosfatados y los lodos procedentes de aguas residuales (Arena et al., 1997).

Los fertilizantes fosfatados son una fuente importante de depdsito de Cd en los
suelos de cultivo (Breen et al., 1995). Los fosfatos presentan de manera natural una
concentracion de Cd de entre 3 y 100 pg/g (Breen et al., 1995; Elliott y Nuzum, 1934).
Se estima que en Estados Unidos, en el afio 2012, se consumieron mas de un millén de
toneladas de fertilizantes fosfatados (Erzen et al., 2004). Los factores que influyen en la
incorporacion de Cd desde el suelo a los cultivos son principalmente el pH y el tipo de
suelo. Un suelo con un pH bajo (algo cada vez mas comun en varias partes del mundo
debido a la lluvia 4cida) favorece la absorcion de Cd por parte de las plantas (Erzen et al.,
2003; Fisher et al., 2003). Un suelo arenoso hace que el Cd esté mas soluble y disponible

para su incorporacion en la planta que un suelo arcilloso (Frery et al., 1993).

Los alimentos contaminados son la primera fuente de exposicion a Cd para la
poblacion no fumadora, donde representan aproximadamente el 90% del Cd absorbido
(Hogervorst, 2007). El Cd se encuentra presente en la mayoria de los alimentos, pero sus

concentraciones varian dependiendo del tipo de alimento y de la contaminacion externa.
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Los principales alimentos basicos que contribuyen a la exposicion de Cd son los
cereales y las verduras, estimandose que mas del 80% del Cd consumido a través de
alimentos es de origen vegetal. Cereales como el arroz, el trigo y las plantas de tabaco
concentran niveles de Cd de 10-150 pg/kg. Las visceras de animales tales como rifién e
higado pueden presentar altas concentraciones de Cd debido a que este se concentra en
dichos organos (Olsson et al., 2002). Los alimentos marinos, fundamentalmente los

moluscos y crustaceos, también concentran altas cantidades de Cd (Olsson et al., 2002).

Menos del 10% de la exposicion total de la poblacion no fumadora es debida a la
inhalacion de Cd atmosférico (Vahter et al., 1996) y a través del agua de bebida (Olsson
etal., 2002). Las ingestas totales diarias de Cd procedente de todas las fuentes en América
del Norte y Europa se encuentran entre 10 y 30 pg de Cd/dia. De esta cantidad solo el
10% o menos es absorbido (Jarup et al., 1998). En 2009 la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) llevo a cabo una evaluacion del riesgo de Cd en los
alimentos y establecié una ingesta semanal tolerable (TWI) de 2,5 microgramos por
kilogramo de peso corporal. En 2010 la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO) y el Comité de Expertos de la OMS para los
Aditivos Alimentarios (JECFA), establecieron un limite provisional tolerable de ingesta
(PTMI) de cadmio mensual de 25 pg/Kg de peso corporal, un valor guia en el agua de
bebida de 3 pg/l y una concentracion en el aire de 5 ng/m? (valor medio anual). La
exposicion en la dieta promedio actual de Cd para adultos estd cerca de este valor, sin
embargo, la exposicion de algunos subgrupos, como los nifios, vegetarianos y personas

que viven en zonas altamente contaminadas, podria superar el PTMI (EFSA, 2009).
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1.3. Toxicocinética

El Cd metalico y las sales de Cd no se absorben bien. Aproximadamente un 25%,
1-10% y <1% de la dosis se absorbe tras la exposicion respiratoria, oral o dérmica,

respectivamente (Diaz et al., 2012).

Tras la absorcion, independientemente de la via de entrada, el Cd se distribuye
ampliamente por el organismo, concentrandose principalmente en el higado y rifién (Diaz
et al., 2012). No se ha descrito que el Cd sufra ningun tipo de conversion metabolica tales
como oxidacion, reduccion o alquilacion. Una vez absorbido, el Cd se excreta muy

lentamente, siendo la excrecion urinaria la principal via de eliminacion (Diaz et al., 2012).

1.3.1. Absorcién

El Cd se puede absorber por via inhalatoria, oral o dérmica, en funcion de la via

de exposicion, independientemente de su forma quimica.

1.3.1.1. Absorcion dérmica

La absorcion dérmica es relativamente insignificante. Resultados de numerosos
estudios sobre esta via de absorcion, realizados en modelos animales, sugieren que la
absorcion dérmica es lenta y deberia preocupar inicamente en aquellas situaciones en las
que la exposicion por esta via fuera prolongada en el tiempo y con soluciones con alta

concentracion de Cd (Gachot et al., 1992; Garcia-Morales et al., 1994).
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1.3.1.2. Absorcion pulmonar

La via inhalatoria es la principal via de exposicion ocupacional y de la poblacion
fumadora (ATSDR, 2012). El Cd y sus sales presentan una baja volatilidad y se
encuentran en el aire como materia finamente particulada (Jarup, 2002). Cuando son
inhaladas, una parte de estas particulas se deposita en el tracto respiratorio y los pulmones,
mientras que el resto son exhaladas. Las particulas de mayor tamafio (mayores de 10 um
de didmetro) se depositan por impacto en la parte superior del tracto respiratorio y se
eliminan en gran parte gracias al sistema mucociliar. Las particulas de menor tamafio (0,1
pum) tienden a penetrar en los alveolos y en funcién de la solubilidad de las mismas, se
absorben y distribuyen por el organismo (Nordberg et al., 1985). Por lo tanto, el tamafo

de particula determina la absorcion pulmonar.

En el caso del humo de tabaco, la absorcion elevada de Cd que se produce es
debida al pequefio tamafo de las particulas, con el consiguiente deposito de Cd a nivel
alveolar (Nordberg et al., 1985; Takenaka et al., 2004). Ademads, cuando se compara la
carga corporal de Cd en la poblacion fumadora y no fumadora, parece que la absorcion
de Cd procedente de los cigarrillos es superior a la absorcion de Cd que se ha observado
en estudios en animales procedente de aerosoles (Nordberg et al., 1985). Sin embargo, es
probable que la forma quimica del Cd en el humo del cigarrillo sea similar a la producida
por otros procesos de combustion, principalmente aerosoles de CdO (Nordberg et al.,
1985). Los datos presentados en estudios en animales indican que la retenciéon pulmonar
es mayor tras la exposicion a corto plazo (5-20% tras 15 minutos a 2 horas de exposicion)

(Barrett et al., 1947; Henderson et al., 1979; Moore et al., 1973; Rusch et al., 1986). Tras
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largos periodos de exposicion inhalatoria al Cd, se encuentran menores depdsitos a nivel

pulmonar (Glaser et al., 1986).

1.3.1.3. Absorcion oral

La fuente principal de Cd en la poblacion no fumadora es la ingesta de alimentos
contaminados, limitdndose su absorcion gastrointestinal a un 5-10% de la cantidad
ingerida (Friberg, 1971). La carga corporal de hierro (Fe) influye en la absorcion de Cd,
observandose en sujetos con bajas reservas de Fe una absorcion de Cd de entre 6 y 8%,
mientras que en aquellos con reservas de Fe adecuadas, la absorcion oscila entre 2,3 y
2,4% (Friberg et al., 1983). Asi pues, la absorcion tras la exposicion oral a Cd va a
depender de la fisiologia del individuo (edad, reservas de Fe, niveles de calcio (Ca), Zn,
embarazos, etc), asi como de la presencia o no de otros iones o componentes de la dieta

(Arena et al., 1997).

La absorcion intestinal tiene lugar en el duodeno y parte inicial del yeyuno, a nivel
de la membrana apical y basolateral de los enterocitos (Andersen et al., 1994). Si el Cd
se encuentra unido a metalotioneinas (Cd-MT) atraviesa el epitelio intestinal y se
incorpora a la circulacion portal a través de los capilares sanguineos en la lamina propia
de la mucosa intestinal (Sugawara y Sugawara, 1991). Para que esto ocurra, el complejo
Cd-MT cruza la membrana apical por zonas permeables de las uniones intercelulares
entre enterocitos adyacentes (Tallkvist et al., 2001). Posteriormente es transportado a los
capilares sanguineos a través de la membrana basolateral por un mecanismo de exocitosis
o directamente favoreciendo la muerte del enterocito. El Cd también puede penetrar en el

enterocito unido a aminoacidos u oligopéptidos presentes en el epitelio intestinal por un
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mecanismo de endocitosis (Cannon et al., 2001). En relacion con el transporte basolateral
del cadmio hacia los capilares sanguineos de la ldmina propia, se sugiere que el Cd utiliza
la proteina transportadora de metales divalentes (DMT]1) presente en la membrana apical
(Arnich et al., 2004). También, se ha propuesto una via alternativa a través de los
transportadores apicales de cinc (ZTL1) presentes en la membrana apical de los

enterocitos (Cragg et al., 2002).

1.3.2. Distribucidén

Una vez absorbido, el Cd se une a las células sanguineas de la serie roja y a la
albumina u otras proteinas de mayor peso molecular y se distribuye ampliamente por el
organismo, concentrandose principalmente en higado y rifion, donde el Cd induce la
sintesis de metalotioneinas (MT), unas proteinas de union a metales de bajo peso
molecular (Goyer, 2008; Klaassen et al., 1999), cuya produccion depende de la
disponibilidad de elementos de la dieta, como el Zn o selenio (Se), y de aminoécidos,
como la histidina y cisteina (Gaspa et al., 1991). Por lo tanto, las MT juegan un papel
critico en la toxicocinética y toxicidad del Cd. El Cd es acumulado en higado como Cd-
MT y puede ser liberado del higado y transportado, via sanguinea, al rifion donde es
reabsorbido y degradado en los lisosomas de los las células de los tibulos renales. Cerca
de 50-75% de Cd retenido se encuentra en el higado y los rifiones. El Cd tiene una vida
media muy larga (17-30 afios) en seres humanos, lo que se puede explicar por su

capacidad de inducir la sintesis de MT (Achanzar et al., 2001; Glauser et al., 1976).

Los niveles de Cd en sangre de seres humanos con una exposicidon no ocupacional,

y en no fumadores, son inferiores a 1 pg/l. EI Cd puede penetrar en el cerebro desde la
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sangre, atravesando la barrera hematoencefalica (BHE) o a través de los plexos coroideos,
entrando en el liquido cefalorraquideo (LCR). De este modo consigue alcanzar diversas
regiones del parénquima cerebral (Yokel, 2006). Para cruzar la BHE, el Cd utiliza
transportadores i0nicos e imita el comportamiento de nutrientes esenciales (Manton et al.,
1984). Estudios in vivo han demostrado que el Cd es capaz de penetrar y acumularse en

el cerebro de ratas tanto adultas, como en desarrollo (Méndez-Armenta y Rios, 2007).

Es importante recordar que el Cd entra al organismo por via inhalatoria, es
transportado a lo largo de las neuronas olfatorias primarias hasta las terminaciones
nerviosas, evitando asi la BHE. La via inhalatoria, por tanto, debe tenerse en cuenta para
la evaluacion de riesgos laborales para este metal (Czarnecki, 2011; Tjdlve y Henriksson,

1999).

1.3.3. Metabolismo

El Cd no sufre ninguna conversion metabdlica directa tales como oxidacion,
reduccioén o alquilacidon, una vez absorbido en el organismo. Asi pues, el Cd no se
biotransforma en el sentido clésico del término, sino que una vez absorbido es eliminado
muy lentamente. Sin embargo, si existen mecanismos bioldgicos de defensa para reducir
su potencial toxico. En este sentido juega un papel clave la afinidad de las MT al cadmio,
transforméandolo en inerte desde el punto de vista toxicologico mientras el complejo
permanece intracelular (Cabrera et al., 1998). Por tanto, la toxicidad del Cd se neutraliza
gracias a su almacenamiento a largo plazo y no por biotransformacion o aumento de la

eliminacion.
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1.3.4. Excrecion y eliminacion

Una vez absorbido, el Cd se excreta en pequeia cantidad y de manera muy lenta,
lo que explica la larga vida biologica media de este metal. Tras la absorcion, la principal
via de eliminacion de Cd es a través de la orina, por lo que se considera el nivel de Cd

urinario un reflejo objetivo de la carga corporal de Cd (Cabrera et al., 1998).

1.4. Mecanismos de accion

Aunque los mecanismos moleculares involucrados en la toxicidad del Cd no se

conocen por completo, estd descrito que el Cd afecta a la proliferacion y diferenciacion

celular, a la progresion celular y a la sintesis de ADN (acido desoxirribonucleico), entre

otras actividades celulares (Aimola et al., 2012).

1.4.1. Transportadores de membrana vy canales de calcio

Estudios con animales han descrito que el Cd puede interactuar con
transportadores de membrana involucrados en el transporte de metales esenciales, tales
como Fe y Zn a nivel del tracto gastrointestinal. El Cd mimetiza a estos cationes
divalentes en el sitio de union a los transportadores o en los canales situados en la
membrana celular y de esta manera desplaza a estos metales y consigue introducirse en

el epitelio intestinal (Bridges y Zalups, 2005).

Otra de las entradas principales de Cd a la célula se produce a través de los canales

de Ca. Puesto que el Cd y el Ca tienen un radio i6nico similar, esto hace que el Cd pueda
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introducirse libremente por esta via a las células (Flora et al., 2008; Goyer, 2008; Méndez-
Armenta et al., 2001), alterando la homeostasis del Ca intracelular lo que conlleva una
liberacion de calcio mitocondrial y del reticulo endopldsmico. Esta alteracion de la
homeostasis del Ca produce cambios importantes en el metabolismo celular. Se han
descrito interferencias con las vias de sefializacion dependientes de Ca, con senales de
transduccion entre las células, con el consiguiente dafio a las membranas, bloqueo de
canales dependientes de voltaje, alteraciones de la regulacion génica y bloqueo de la
liberacion de neurotransmisores (Gutiérrez-Reyes et al., 1998; Méndez-Armenta y Rios,

2007; Viarengo y Nicotera, 1991).

1.4.2. Neurotransmision

La liberacion de neurotransmisores, como la serotonina y la noradrenalina, se ve
alterada en animales en desarrollo que han sido expuestos a Cd (Lafuente et al., 2001;
Lafuente et al., 2003). También, se ha descrito que el Cd puede modificar el contenido de
taurina y acido gamma aminobutirico (GABA) en el hipotalamo, nucleo estriado y corteza

prefrontal de ratas en desarrollo (Esquifino et al., 2001).

1.4.3. Metalotioneinas

Las MT son una superfamilia de polipéptidos de bajo peso molecular que se
describieron por primera vez en 1957 gracias al descubrimiento de una proteina rica en

cisteina que se encontraba unida al Cd. Hoy en dia se conoce que los principales metales
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unidos a las MT son el Zn, el Cd, el Hg y el Cu, con una estabilidad creciente de la unién
en el orden mencionado (Ebadi et al., 1995; Hidalgo et al., 2001; Kille et al., 1994,

Nordberg y Nordberg, 2000).

Dado que el Zn y el Cu juegan un papel importante como oligoelementos
fisiologicos, las funciones de las MT se han asociado a la regulacion de estos dos metales.
El Zn ha sido el metal méas ampliamente estudiado en relacion a las MT. Se trata de un
metal identificado como componente central de mas de 300 enzimas involucradas en el
metabolismo celular, asi como un elemento estructural esencial en toda una clase de
factores de transcripcion (Betz y Goldestein, 1986). Todas las isoformas de MT unidas al
Zn son agentes antioxidantes debido a que el grupo cinc-azuftre es sensible a los cambios
en el estado redox celular. Por lo tanto, las propiedades redox de los complejos Zn-MT
son cruciales como protectores contra el efecto citotoxico de las especies reactivas del

oxigeno (Maret y Valle, 1998; Sato y Bremner, 1993).

Otras funciones atribuidas a las MT, incluyen el secuestro y la dispersion de iones
metalicos en la homeostasis de Cu y Zn, especialmente para el control de los factores de
transcripcion dependientes del Zn, la proteccion contra las radiaciones ionizantes, la
resistencia a farmacos y mutagenos electrofilicos anticancerosos y la desintoxicacion de
metales (Aschner et al., 1997; Hidalgo et al., 1990; Hidalgo y Carrasco, 1998; Nishimura

etal., 1992).

Las hormonas, citocinas y metales son inductores de las MT, lo que implica que
pueden actuar en la proliferacion y diferenciacion celular, asi como en mecanismos de

defensa celular (Aschner et al., 1997; Kille et al., 1994). En este sentido, se ha descrito
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que el Cd induce la expresion de los genes de las MT en el higado y el cerebro de ratones

y ratas tras su exposicion, pudiendo inducir alterar estos procesos.

1.4.4. Generacion de radicales libres

El Cd es un agente generador de radicales libres en cerebro y otros 6érganos, con
la consiguiente induccién de lipoperoxidacion (LPO) (Manca et al., 1991). Se ha descrito
en diversos estudios in vitro e in vivo, que el Cd, al desplazar al Fe y Cu, hace que éstos
queden libres e ingresen al ciclo de Haber Weiss, catalizando la reaccion de Fenton, que
provoca una generacion de radicales libre e induce la LPO (Flora et al., 2008). Los
radicales libres generados pueden ser eliminados a través de la activacion de mecanismos
de defensa antioxidante tanto en el cerebro como en otros 6rganos. Sin embargo, diversos
estudios han mostrado que la actividad de los sistemas antioxidantes glutation peroxidasa
(GPx), catalasa (CAT), y superoxidodismutasa (SOD) estan disminuidas en presencia de
Cd (Antonio et al., 2003; Flora et al., 2008; Valko et al., 2005), por lo que el dafo

producido por los radicales es mas pronunciado.

La generacion de radicales libres por el Cd afecta a numerosos componentes
celulares como el ADN, los lipidos y las proteinas (Figueiredo-Pereira et al., 1998;
Rajanna et al., 1990), induciendo fenémenos de apoptosis y necrosis celular (Kondoh et

al., 2002; Risso-de Faverney et al., 2001; Yuan et al., 2013).

En este sentido, Li et al. (2000) sugirieron que la entrada de Cd en las células se
produce a través de canales de Ca voltaje dependiente y regula la expresion del receptor

de inositol trifosfato (IP3R1), aumentando la liberacion de Ca del reticulo endoplasmico.
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El Ca, a su vez, activa la calpaina e induce la fragmentacién del ADN y la apoptosis. Por
otra parte, el Cd activa la 8-caspasa que directamente activa las caspasas efectoras
(caspasa 3 y 7), responsables de muchos de los efectos bioquimicos y morfologicos
implicados en los fenomenos de apoptosis. Otros estudios mostraron que el tratamiento
de células HL-60 con Cd induce el citocromo C, un potente activador de la caspasa 9, en
el citosol. La activacion de la caspasa 9, desencadenada por el citocromo C, es un potente
activador de las caspasas efectoras, como la caspasa 3 (Kondoh et al., 2002). El Cd puede
inducir apoptosis por alteracion de la actividad de varios factores de transcripcion
sensibles al estrés oxidativo, que son responsables de la regulacion de la expresion de
genes apoptoticos (Watkin et al., 2003). Uno de estos factores es el factor nuclear kapa
beta (NF-kf3) con una importante funcion en el balance celular entre muerte/supervivencia
hacia la supervivencia. Los metales pesados, como el Hg, arsénico (As), Zn y Cd, que
tienen gran afinidad por los grupos -SH e inhiben el NF-kB unido al ADN in vitro

(Shumilla et al., 1998), pudiendo inducir muerte celular.

1.4.5. Inhibicidn de la reparacion de ADN

Se ha descrito que el Cd inhibe la reparacion del ADN (Giaginis et al., 2006;
Hartwig, 2010), lo que representa una causa de inestabilidad genémica (una condiciéon
asociada con el proceso de tumorogénesis) actuando como un producto genotdxico
(Waisberg et al., 2003). Este mecanismo, junto con la generacion de radicales libres, la
activacion de proto-oncogenes, la alteracion en la metilacion de ADN y la desregulacion
en la expresion génica se han propuesto como mecanismos inductores de carcinogénesis

(Figura 2) (Bertin y Averbeck 2006; Beyersmann y Hechtenberg 1997; Joseph, 2009).
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l EXPOSICION AL CADMIO

Inhibicién reparacion Estrés Desregulacion de la Inhibicion de las Inhibicion
(BER, NER, MMR) oxidativo expresion génicay funciones apoptosis

del crecimiento celular supresoras de tumores

8-

Inestabilidad genémica
. Hipermutaciones
. Alteracion control ciclo celular
. Resistencia a la apoptosis

~ -

CARCINOGENESIS

Figura 1. Mecanismos de induccion de carcinogénesis por cadmio (Hartwig y

Schwerdtle, 2002).

El Cd puede inhibir los procesos de reparacion del dafio del ADN [reparacion de
la rotura de las bases (BER), reparacion de la escision de nucledtidos (NER) y reparacion
incorrecta (MMR)], mecanismo responsable de su carcinogenicidad (Giaginis et al.,
2006). El cadmio es co-mutagénico y aumenta la mutagenicidad de las radiaciones ultra

violeta (UV), la alquilacion y oxidacion en células de mamiferos (Filipi€ et al., 2006).

1.4.6. Reparacion de la rotura de las bases (BER)

El Cd a bajas concentraciones genera un dafio oxidativo que inhibe la reparacion
de la rotura de bases del ADN en células de mamifero (Dally y Hartwig, 1997; Fatur et
al., 2003). En este sentido, la exposicion de las células humanas a concentraciones sub-
letales de Cd disminuye la actividad de la enzima 8-oxoguanina ADN N-glicosilasa 1

humana (hOGG1), principal responsable de la reparacion de la 8-oxoguanina, una forma
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mutagénica de la guanina oxidada. El estudio de Bravard et al. (2009) confirma que parte
del efecto inhibitorio, a baja dosis, del Cd en la actividad de la hOGG1 podria atribuirse
a su transcripcion reducida (Youn et al., 2005). Estos resultados, junto con el efecto
observado de inhibicion indirecta de hOGG1 por oxidacion, apoyan la hipdtesis de que
los efectos sobre la via BER son fundamentalmente consecuencia del desequilibrio redox
celular, més que de la interaccion directa con las proteinas de dicha via. Por otra parte, la
exposicion al Cd inhibe y modifica algunas proteinas de la via BER como la
formamidopirimidina glicosilasa (Fpg), en la que la sustitucion de una cisteina en el Zn
localizado en el extremo C terminal de dicha proteina puede inhibir la union de la misma

al ADN para facilitar su labor de reparacion (O'Connor, 1993).

Con respecto a otras bases, Candéias et al. (2010) demostraron que el Cd inhibe
la reparacion del uracilo (U) en el ADN, resultado tanto de la mala incorporaciéon como
de la desaminacion de la citosina (C). Estas lesiones, como las de los sitios apurinicos-
apirimidinicos (AP), son comunes en cualquier célula y deben ser reparadas
constantemente para evitar efectos mutagénicos. Esta consecuencia genotdxica de la
exposicion al Cd podria dar lugar a la desregulacion de los procesos celulares fisioldgicos
alterando el patron de expresion génica, y aumentando la tasa de mutacion, interfiriendo

con el control normal del crecimiento y division celular.

1.4.7. Reparacion de la escision de nucledtidos (NER)

Con respecto a la via NER, el Cd interfiere con la eliminacion de los dimeros de
timina después de la irradiacion UV, al inhibir el primer paso de esta reparacion (Fatur et

al., 2003). Ademas, tanto la asociacion como la disociacion de proteinas esenciales de la
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via NER se alteran en presencia de Cd. En este sentido, se ha observado una disminucion
de las concentraciones de la proteina nuclear C de xeroderma pigmentoso (XPC) por daiio
sobre el ADN inducido por la radiaciéon UV-C en cultivos celulares tras la incubacion a
una concentracion no citotoxica de Cd. Curiosamente, la proteina supresora de tumores
p53 también contiene un dominio de unién al Zn, que es esencial para la uniéon al ADN y
la funcién de dicha proteina en el mecanismo de transcripcion. En este contexto, Meplan
et al. (1999) demostraron que el CdCl; altera la conformacion de p53 en células MCF7 e
inhibe su unién al ADN. El factor p53 actiia como factor de transcripcion para genes
importantes de la via NER, como son XPC y P48, por lo panto, el cambio conformacional
de p53 inducido por el Cd también podria provocar alteracion de la via NER (Adimoolam
y Ford, 2002). El Cd también inhibe la proteina xeroderma pigmentoso A (XPA) de la
via NER. La capacidad de union a ADN de XPA se reduce fuertemente tras la

intoxicacion con Cd (Hartmann y Hartwig, 1998; Hartwig et al., 2002).

1.4.8. Reparacion incorrecta (MMR)

En el afio 2003, Jin et al. describieron que el Cd era capaz de inhibir la via MMR
en extractos de tejidos humanos dejando aproximadamente del 20-50% del ADN sin
reparar. El Cd inhibe la union del trifosfato de adenosina y la hidrolisis del complejo
MSH2-MSHS6, lo que conduce a la propagacion de los errores celulares. También se ha
descrito en diversos estudios que los animales expuestos al Cd tienen mayor numero de
células con rotura de una sola cadena de ADN y que el dafio en el ADN celular es
significativamente mayor. Los defectos genéticos y polimorfismos en los genes de los
componentes de reparacion del ADN (por ejemplo, ERCC1, MGMT, MLH1, MSH2,

MSH6 y XRCC4) estan fuertemente asociados con el desarrollo de cancer en humanos
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(Ford et al., 2000), por lo que las deficiencias heredadas o adquiridas en estos sistemas
de reparacion son una causa de inicio de desarrollo de tumores malignos, debido a una

proliferacion celular aberrante y/o a una apoptosis imperfecta.

El fendmeno de apoptosis celular, en general, tiene una funcidn anticarcinogénica
como mecanismo de defensa fundamental contra la proliferacion incontrolada de células
con mutaciones. Sin embargo, diversos estudios sugieren que no todas las células
expuestas al Cd sufren apoptosis, como cabria esperar, sino una fraccion de células
expuestas adquieren una resistencia celular a la misma (Waisberg et al., 2003). Esta
resistencia hace que las células sean mas propensas a la acumulacion de mutaciones y a
la transformacion neopldsica (Achanzar et al., 2002; Hart et al., 2001). La resistencia
celular adquirida a la apoptosis es un sello general del cancer y se considera critica en el

desarrollo y progresion de tumores malignos (Hanahan y Weinberg, 2000).

1.5. Toxicidad

El Cd es un elemento ultratraza, contaminante ambiental y ocupacional, que
induce efectos toxicos en el ser humano, produciendo dafios en diversos o6rganos (Friberg
et al., 1986; Morselt, 1991). Es extremadamente toxico y presenta efectos bioldgicos en
concentraciones menores que otros metales (Godt et al., 2006). Todos los seres humanos
estamos expuestos a niveles bajos de Cd y la aparicion de efectos adversos y su severidad

van a depender de la dosis y el tiempo de exposicion (Friberg et al., 1986).

La intoxicacién aguda se caracteriza por dolor abdominal agudo, nauseas,

vomitos, diarrea, cefalea, vértigo y puede producir muerte por lesion hepatica o renal. El
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nivel sin efecto observable (NOAEL) de una dosis tnica oral se estima en 3 mg de Cd
(Zarros et al., 2008). Los sintomas de toxicidad crénica incluyen alteraciones respiratorias
y cardiovasculares, disfuncion renal, alteraciones en el metabolismo 06seo y

neurotoxicidad (Zarros et al., 2008).

1.5.1. Toxicidad renal

El rifién, y en especial la corteza renal, es el 6rgano diana del Cd en exposiciones
prolongadas a las cantidades relativamente pequefias que pueden encontrarse en
alimentos y agua (Lemaire et al., 2020). La alteracion a nivel renal mas comun, observada
tras la exposicion oral o inhalatoria cronica al Cd, es la necrosis de las células del tubulo
proximal (Hagman et al., 1986; Hassau et al., 2004). Esta necrosis conlleva la aparicion
de diversas manifestaciones clinicas que incluyen proteinuria, aminoaciduria y
glucosuria, frecuentemente acompafiadas por un aumento de Cd en orina (Hagman et al.,
1986; Hassau et al., 2004). La proteinuria se caracteriza por la presencia de proteinas de
bajo peso molecular en orina, que en condiciones normales serian reabsorbidas a nivel
del tibulo proximal. Dentro de estas proteinas, la beta>-microglobulina es la més afectada,
aunque también se ven involucradas la lisozima y la proteina de union a retinol (RBP)

(Hagman et al., 1986; Hassau et al., 2004).

La disfuncion renal por exposicion al Cd ha sido descrita en multiples estudios.
En este sentido, en el estudio realizado por Jarup (2002) sobre 1700 sujetos (de 20 a 80
afios) de cuatro areas de Bélgica con diferentes grados de contaminacion por Cd se
confirmé una probabilidad del 10% de disfuncion tubular cuando la excrecion de Cd

supera 2-3 pg/g de creatinina. Un estudio similar realizado en habitantes de Kalmar (de
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20 a 79 afios) sugirio un aumento del riesgo de enfermedad renal a niveles relativamente
bajos de exposicion al Cd. En este estudio, el lugar de residencia de la poblacion se utilizo
como un factor de medida cruda de la exposicion, ya que las personas que vivian cerca
de las plantas contaminantes de cadmio (plantas que producen baterias de niquel-cadmio)
tenian niveles elevados de Cd urinario en comparacioén con las personas que vivian mas
alejadas de dichas fuentes (Hellstrom et al., 2001). Otros estudios han confirmado un
aumento de la mortalidad general en personas que viven en areas contaminadas con
cadmio y que presentan altos niveles de Cd urinario y/o proteinuria tubular (Iwata et al.,

1991, 1992).

Hay varios estudios que describen los cambios renales que se observan tras la
exposicion cronica al Cd, confirmando una relacion entre la exposicion cronica al Cd y
la nefrotoxicidad (Lemaire et al., 2020). Las primeras etapas de la nefrotoxicidad del Cd
se caracterizan por cambios a nivel de las células del tibulo proximal. Se observan
alteraciones en la adhesion de las células, se activan diversas cascadas de senalizacion
celular y se producen fenémenos autofagicos; todas ellas alteraciones que anteceden a la
necrosis o apoptosis de las células del tibulo proximal (Prozialeck y Edwards, 2012).
Una vez el Cd entra en el torrente sanguineo, es transportado al higado donde induce la
sintesis de MT, que se unen al Cd amortiguando sus efectos toxicos. Sin embargo, a
medida que progresa la muerte de los hepatocitos, ya sea debido a un proceso fisiologico
o como resultado del efecto lesivo del Cd a nivel celular, el complejo Cd-MT se libera al
torrente sanguineo (Jin et al., 1998; Klaassen et al., 2009). Aunque el complejo Cd-MT
no es toxico para la mayoria de los 6rganos, puede ser filtrado en el glomérulo y el Cd
puede entrar en las células epiteliales del tubulo proximal. En esta situacion, el complejo

Cd-MT puede tener el efecto paraddjico de facilitar la entrega de Cd del higado al rifion,
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y se ha sugerido que el Cd-MT puede mediar en realidad algunos de los efectos toxicos
de Cd en el tubulo proximal (Klaassen y Liu, 1997). En este sentido, el edema
mitocondrial observado en las células del tibulo proximal renal parece ser consecuencia
del dafno que produce el propio complejo Cd-MT durante su reabsorcion (Ohta et al.,

2000).

Otros estudios, sin embargo, indican que en realidad es el Cd**, y no los complejos
Cd-MT, el que dana las células epiteliales de los tibulos proximales (Goyer et al., 1989;
Klaassen et al., 2009), ya que el Cd no unido a las MT es liberado en el riidn, y este
exceso de Cd (Nogawa, 1986; Nomiyama y Nomiyama, 1986), interacttia con las
membranas celulares, causa peroxidacion lipidica y/o desplaza metales esenciales de las
MT, privandolas de cofactores esenciales (Stacey et al., 1980). Ademas, que los animales
MT-nulos sean sensibles a la lesion del tubo proximal inducida por Cd proporciona
evidencia indiscutible para estos autores de que los complejos Cd-MT no juegan un papel
tan importante, como otros autores han descrito en sus estudios, en la mediacion directa

de los efectos nefrotoxicos de Cd (Liu et al., 1998).

El principal problema con el que se han encontrado los investigadores, a la hora
de identificar en estudios in vivo los mecanismos moleculares por los cuales el Cd ingresa
en el interior de las células del tabulo proximal, es que todo el Cd circulante en plasma
estd unido a proteinas u otras moléculas. El Cd circulante puede estar estrechamente unido
a proteinas de union de metal especificas, tales como las MT (Klaassen y Liu, 1997;
Klaasen et al., 2009), o puede estar asociado de forma libre con moléculas, tales como
albumina, aminoacidos o grupos sulfhidrilo de bajo peso molecular, tales como el

glutation (GSH) o la cisteina (Bridges y Zalups, 2005; He et al., 2009).
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Los resultados de varios estudios demuestran que el Cd puede entrar en las células
del tabulo proximal a través de una variedad de mecanismos (He et al., 2009). Como se
ha indicado anteriormente, el Cd-MT circulante puede ser filtrado en el glomérulo y
captado por el epitelio del tibulo proximal en un proceso que involucra el transporte
mediado con megalina en la membrana apical (Klaassen et al., 2009; Squibb y Fowler,
1984). Otros estudios han demostrado que hay una captacion de conjugados Cd-tiol de
menor peso molecular (cisteina y GSH) por las células del tubulo proximal (Bridges y
Zalups, 2005). Hay evidencia, también, de que el Cd puede ingresar a las células tubulares
renales a través de una variedad de canales y transportadores para iones, tales como Ca?",

Fe*' y Zn?" (Bridges y Zalups, 2005; He et al., 2009).

He at al. (2009) han proporcionado recientemente pruebas convincentes de que la
familia de transportadores de Zn humanos 8 (ZIP8) juegan un papel especialmente

importante en la captacion celular de Cd en el rindn (He et al., 2009).

En conjunto, los resultados de todos los estudios sugieren que, con patrones
tipicos de exposicion, existen numerosos mecanismos que contribuyen a la captacion de

Cd en las células del tubulo proximal in vivo (Prozialeck y Edwards, 2012).

La dosis, la duracion, la forma quimica del Cd en el tejido renal e intestinal y la
via de exposicion del Cd son factores importantes en la evaluacion de los efectos cronicos
tras la administracién prolongada del mismo. Cuando los niveles de Cd en el tejido
exceden una concentracion critica de aproximadamente 150 pg/g de tejido, las defensas
intracelulares tales como la MT y el GSH se reducen y las células sufren lesiones y

comienzan a morir (Gobe y Crane, 2010; Prozialeck y Edwards, 2012). Los efectos
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tempranos observados a nivel celular, debidos a la toxicidad del Cd, son la formacion de
vesiculas picnoticas a nivel de la superficie luminal, seguida de cambios mitocondriales
focales, que pueden variar desde un edema leve hasta un edema mas severo (Cherian et
al., 1976; Dorian et al., 1995; Fowler y Nordberg, 1978; Goyer et al., 1984; Murakami et
al., 1983; Vestergaard y Shaikh, 1994; Webb y Etienne, 1977). Cuando las dosis de Cd
son altas (30-60 mg/kg), se observan alteraciones analiticas tales como proteinuria de
bajo peso molecular, glucosuria y aminoaciduria, acompafadas de cambios
histopatologicos en forma de un leve engrosamiento membranoso a nivel del glomérulo
(Ohta et al., 2000). Cuando las lesiones a nivel renal son avanzadas, se observan cambios
histopatologicos tales como atrofia, fibrosis intersticial, esclerosis glomerular y necrosis

(Salinska et al., 2012).

1.5.2. Toxicidad 6sea

La intoxicacion por Cd puede afectar gravemente la homeostasis y metabolismo
del Ca. La osteomalacia y la osteoporosis, acompafnadas de dolor 6seo, forman parte de
la enfermedad de Itai-Itai, descubierta a finales de 1940 y que afectaba de manera mas
intensa a mujeres, en asociacion a otros trastornos, como la malnutricion, el embarazo, la

lactancia o la ooforectomia (Nogawa et al., 1981).

Los efectos del Cd sobre el hueso normalmente aparecen tras el dafio renal y son
secundarios a cambios en el metabolismo del Ca, fosforo y vitamina D (Arena et al.,
1997). Los efectos sobre el hueso se han estudiado principalmente tras la exposicion a
elevados niveles de Cd, ya sea en trabajadores o en poblacion residente en areas

contaminadas. No obstante, también se han encontrado en poblacion general expuesta a
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bajos niveles de Cd (Arena et al., 1993). El Cd se deposita en el hueso en una
concentracion mucho mas baja que la alcanzada en otros 6rganos como el ridn o el
higado, pero las concentraciones a partir de las cuales tienen lugar efectos toxicos son
mucho mdas bajas. Se estima que la resistencia 6sea se encuentra disminuida a una
concentracion de 0,1 pg/g de peso seco 6seo (Ogoshi et al, 1992). Comparativamente es
necesaria una concentracion de 200 pg/g para producir dafio renal (Friberg et al, 1986).
Como ya se ha comentado, la toxicidad 6sea aumenta en mujeres con algunos trastornos

asociados (Nogawa, 1981).

Dependiendo de los estudios que analicemos, podemos encontrar diversos
estudios que describen que la exposicion a largo plazo de Cd en los seres humanos puede
producir un aumento de la fragilidad esquelética y una disminucién de la densidad
mineral dsea. Sin embargo, otros estudios describen que la pérdida de Ca por parte del
hueso aparece a bajas concentraciones y es una respuesta precoz. Cuando revisamos los
estudios de cultivos de tejido 6seo, el Cd a bajas concentraciones actiia directamente sobre
las células Oseas para provocar tanto la disminucion de la formacién ésea como el

aumento de la resorcion 6sea. (Bhattacharyya, 2009).

El estudio que mas sujetos ha evaluado en relacién a la asociacion entre la
exposicion a dosis bajas de Cd y la densidad mineral 6sea en individuos expuestos
medioambientalmente y ocupacionalmente se realizé en las comunidades de Fliseryd,
Oskarshamn y Linkdping, con un total de 1064 sujetos de entre 16 y 80 anos. Los
resultados mostraron que incluso con un bajo nivel de exposicion al Cd, éste puede

conducir a la osteoporosis (Alfvén et al., 2000).
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Hay que tener en cuenta que la sensibilidad de las células a los efectos del Cd esta
relacionada en primer lugar con la capacidad de captacion y los niveles de acumulacion
celular. Como el Cd es un metal no esencial, la existencia de sistemas de transporte de
membrana especificamente dedicados a la captacion celular de Cd es improbable y
generalmente se cree que el Cd puede usar mecanismos de transporte para metales
esenciales. Se ha demostrado que los canales de calcio dependientes del voltaje son
responsables de la captacion de Cd en las células renales, pituitarias y hepaticas (Endo et
al., 2002; Hinkle et al., 1987). Ademas, el Cd inhibe la actividad de la enzima 1-
hidroxicolecalciferol hidroxilasa, responsable del metabolismo en el rifion que convierte
la 25-(OH) D3 a la 1,25-(OH) D3, que es la forma activa de la vitamina D3 (Chertok et
al., 1981). La presencia en el intestino de la forma activa de la vitamina D3 es esencial

para la absorcion de iones Ca (Chertok et al., 1981).

El Cd altera el metabolismo 6seo a través de dos mecanismos, uno de ellos directo,
en el que el Cd actua directamente sobre los osteoclastos u osteoblastos estimulando la
resorcion d6sea o inhibiendo la formacioén de hueso. El otro es un mecanismo indirecto y
corresponde a un efecto secundario que aparece sobre el hueso debido al dafio producido

por el Cd en el rifidon u o6rganos gastrointestinales (Kjellstrom, 1992).

El Cd, ademas, puede bloquear la actividad de los osteoblastos y favorecer la
liberacion de prostaglandina E2 (PGE2), que activaria la accion de los osteoclastos (Bodo
et al., 2010; Coonse et al., 2007; Regunathan et al., 2003). Sin embargo, Coonse et al.
(2007) advirtieron que la exposicion al Cd puede afectar directamente a los osteoblastos

induciendo la muerte apoptdtica mediante la activacion de la caspasa-3 (Coonse et al.,
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2007) y contribuyendo a la pérdida dsea neta, lo que conduciria a una enfermedad 6sea

(Xing y Boyce, 2004).

Hoy en dia se conocen multiples cascadas de sefalizacion implicadas en la
capacidad del Cd para interrumpir la funcion celular, incluida la apoptosis (Thévenod,
2009). Se estima que dos vias de sefalizacion se activan en respuesta a la exposicion al
Cd en varios tipos de células. Estas dos vias son la via de la proteina quinasa C (PKC) y
la via de la proteina quinasa regulada por una sefial extracelular (ERK) (Kalariya et al.,
2009; Lag et al., 2005; Mantha y Jumarie, 2010; Martin et al., 2006). Tradicionalmente,
ERK se considera una via de proliferacion celular con una capacidad para proteger las
células contra la apoptosis (Santos et al., 2007; Martin et al., 2009). Sin embargo, estudios
recientes indican que la activacion de ERK puede conducir a la induccion de la muerte
celular (Martin et al., 2006, 2009; Rasola et al., 2010). En este sentido, Martin et al. (2006)
describieron que la exposicion al Cd conduce a la activacion sostenida de ERK durante
varios dias y finalmente a la apoptosis mediante la activacion de caspasa-3 y -8 en células

de rifion embrionario humano HEK293.

La exposicion a Cd también se ha relacionado con la via de la PKC, que es
activada en células de riién de rata y de rifion humano tras exposicion a éste (Lag et al.,
2005). Ademas, se ha demostrado que la PKC regula negativamente la activacion
sostenida de ERK en células HEK, haciendo que el ERK activado sea regulado
negativamente cuando esta presente PKC fosforilada (Martin et al., 2009). Las vias ERK
y PKC, ademéas de la apoptosis, regulan muchas funciones celulares, incluyendo la

regulacion de la formacién, maduracién y diferenciacion de osteoblastos, ya sea
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inhibiendo o estimulando la expresion de genes osteoblasticos clave (Addison et al.,

2007; Chen et al., 2008; Nakura et al., 2011; Prouillet et al., 2004; Zhang et al., 2011).

1.5.3. Toxicidad pulmonar

En seres humanos, la exposicion a altas concentraciones de vapores y/o polvo de
Cd tiene un efecto irritativo a nivel del tracto respiratorio, con un periodo de latencia
relativamente largo hasta la aparicion de sintomas. Los sintomas que aparecen de manera
aguda (hasta 2 horas tras la exposicion) son tos e irritacion de garganta y mucosas. Desde
las 4 hasta las 10 horas de exposicion, aparecen sintomas similares a los de un proceso
gripal, incluyendo tos, opresion, dolor tordcico, disnea, malestar generalizado,
sudoracion, escalofrios, mialgias y artralgias. Desde las 8 horas hasta 7 dias de
exposicion, aparecen dafios avanzados a nivel pulmonar con sintomas como disnea,
sibilancias, dolor toracico, constriccion precordial, tos persistente, debilidad y malestar
general, anorexia, nduseas, diarrea, dolor abdominal y hemoptisis. La exposicion aguda a
niveles elevados de Cd puede ser fatal y aquellos individuos que sobreviven presentan

trastornos de la funcidén pulmonar durante afios, incluso tras un tunico episodio agudo.

El pulmoén también se considera como uno de los 6rganos diana de la toxicidad
por Cd. El Cd entra en el pulmon a través del polvo doméstico, la exposicion ocupacional
y/o el tabaquismo (Hogervorst et al., 2007), que es la principal fuente de intoxicacion por
este metal. El pulmén humano reabsorbe del 40 al 60% del Cd presente en el humo del

tabaco (Elinder et al., 1976; Godt et al., 2006).
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Varios estudios han evaluado los efectos de la exposicion al Cd a nivel pulmonar.
Lampe et al. (2008) examinaron a un grupo de 96 hombres fumadores y no fumadores
que se sometieron a pruebas de funcidon pulmonar entre 1994 y 2002. Estos autores
encontraron una relacion directa entre la reduccion del volumen espiratorio forzado en un
segundo (un reflejo de la funcion pulmonar) y el aumento de Cd urinario entre la

subpoblacion fumadora (Sarkar et al., 2013).

Estudios con lineas de células epiteliales de pulmén de rata mostraron que el Cd
puede inducir apoptosis en estas células, como mecanismo subyacente a la induccion de
ERO. Estos resultados se basan en el hecho de que la exposicion de estas lineas de células
a 20 uM de CdCl durante 24 horas da lugar a un aumento de cuatro veces el grupo GSH
oxidado (glutation disulfuro: GSSG), alterando asi la homeostasis del GSH. Ademas, el
Cd (10-50 uM durante 1-3 dias) disminuye la expresion de la proteina reguladora de
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica en las células epiteliales de las vias
respiratorias humanas (Calu3) con la consiguiente disminucion del transporte de cloruro

en la célula (Nair et al., 2013; Rennolds et al., 2010).

Ademas, se ha demostrado que el Cd es una causa de estrés oxidativo pulmonar,
enfisema e inflamacion persistente de las vias respiratorias en modelos de ratas que
reflejan las condiciones observadas en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC) (Hart et al., 1999). Las ratas Sprague-Dawley que recibieron Cd
nebulizado por inhalacion (0,1 % CdCI2 en NaCl al 0,9 %) durante una sola exposicion
de 1 hora mostraron un aumento agudo de GSSG en su liquido de lavado broncoalveolar
(BALF), que se equilibré con un aumento simultdneo de GSH. Los grupos de animales

que sufrieron exposicion repetida a Cd (1 hora durante 35 semanas) mostraron un
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aumento progresivo de BALF-GSH, lo que est4 de acuerdo con los hallazgos observados

en pacientes con EPOC (Kirschvink et al., 2006).

Diversos estudios también han demostrado el papel del Cd en el desarrollo de
cancer de pulmén en los seres humanos. Estudios longitudinales como el de
Verougstraete et al. (2003) han demostrado que los trabajadores expuestos a Cd o a los
compuestos de Cd tienen mayor riesgo de desarrollar cancer de pulmén. Otro estudio
poblacional que analizaba los efectos de la exposicion ambiental al Cd, demostré una
asociacion positiva entre los niveles de Cd en orina de 24 horas (duplicacion de la

excrecion) y el cancer de pulmon (Nawrot et al., 2006).

1.5.4. Toxicidad hepatica

El Cd, tras ser absorbido via gastrointestinal, entra al higado a través de la
circulacion portal, ligado principalmente a la albumina. Una vez en los capilares
sinusoidales hepaticos, entra en los hepatocitos gracias a los transportadores de
membrana sinusoidal especificos como DMTI1, ZIP§ y ZIP14, que participan en la
captacion de Cd a nivel de los hepatocitos (Fujishiro et al., 2009; Liuzzi et al., 2006). El
Cd en el interior de los hepatocitos forma complejos con péptidos pequefios y proteinas,
como el GSH o la familia de proteinas de uniéon a metal de alta afinidad MT-1 y MT-II, a
través de grupos sulthidrilo (Arroyo et al., 2012). Las MT son beneficiosas para el higado,
ya que se unen al Cd en el citosol hepatico y lo convierte en "inerte". Sin embargo, el
complejo Cd-MT es nefrotoxico y se ha propuesto como responsable de la intoxicacion

cronica por Cd (Klaassen y Liu, 1997).
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Se han descrito dos vias implicadas en la hepatotoxicidad aguda por Cd, una
inicial debida a los efectos directos del Cd y otra posterior debida a la inflamacion
(Tzirogiannis et al., 2003). La lesion primaria estd causada por la union del Cd a grupos
sulthidrilo a nivel mitocondrial, asi como por la inactivacion del grupo tiol, provocando
estrés oxidativo, transicion de la permeabilidad y disfuncion mitocondrial (Alhazza,
2008). Aunque el Cd puede producir dano directo en los hepatocitos, hay razones
convincentes para creer que la lesion hepatocelular se produce in vivo como resultado de
la isquemia causada por el dafio a las células endoteliales (Liu et al., 1992). Se cree que
la lesion secundaria por la exposicion aguda al Cd se produce por la activacion de las
células de Kupffer y una cascada de eventos que implican varios tipos de células a nivel
hepatico, asi como un gran nimero de mediadores inflamatorios y citotdxicos (Rikans y

Yamano, 2000).

El Cd es un metal no redox que, indirectamente, puede causar estrés oxidativo por
el agotamiento de los niveles celulares de GSH (Alhazza, 2008). La lesion hepatica esta
asociada a la union del Cd con grupos sulthidrilo, induciendo dafios sobre proteinas de
membrana, proteinas citoplasmaticas y enzimas (Rikans y Yamano, 2000). El Cd se une
a los grupos sulthidrilo con mayor afinidad que los grupos fosfato, cloruro, carboxilo o
amino (Rikans y Yamano, 2000). El Cd, ademéas, compite con metales esenciales como
el Zn, Se, Cu y Ca, que interfieren con diversos procesos celulares como el transporte de

membrana y metabolismo energético (Martelli et al., 2006).
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La exposicion al Cd perturba la homeostasis de diversos metales esenciales vy,
reciprocamente, los efectos del Cd dependen del estado corporal de los metales esenciales
como el Fe y el Zn (Moulis, 2010). La funcién de muchas MT depende en gran medida
de su interaccion con un metal, usualmente uno de transicion, tal como el Cu, Fe y Zn.
De esta manera, la sustitucion de metales esenciales por Cd es propuesta como el principal

mecanismo molecular de hepatotoxicidad por este metal (Arroyo et al., 2012).

El Cd afecta a varias funciones celulares, tales como actividades enzimaticas,
sistemas de reparacion de ADN, estado redox de la célula y transduccion de sefiales (Van
Kerkhove et al., 2010). La inactivacion de tioles proteicos y no proteicos podria producir
toxicidad al interrumpir el estado redox intracelular, lo que a su vez podria afectar a una
serie de procesos biologicos importantes (Rikans y Yamano, 2000). El estrés oxidativo,
definido como el estado de desequilibrio entre las concentraciones de ERO y el
mecanismo de defensa antioxidante, contribuye al desarrollo de dafio hepatico (Rikans y

Yamano, 2000).

El Cd, ademés, modifica la adhesion célula-célula, desmontando el complejo E-
cadherina/beta-catenina (Bruscalupi et al., 2009). El Cd también estimula a las células de
Kupffer, que una vez activadas liberan una serie de mediadores inflamatorios (ERO,
6xido nitrico y citoquinas) (Rikans y Yamano, 2000). Se ha descrito que el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleuquina-1beta (IL-1p) estimulan la expresion de
moléculas de adhesion intercelular-1 (IMAC-1), las moléculas de adhesion celular
vascular-1 (VCAM-1), la E-selectina, la P-selectina y la B2-integrina en el higado

(Mousa, 2004), las cuales inician una cascada de respuestas celulares y humorales que
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conducen a inflamacion y dafio hepatico secundario durante la hepatotoxicidad inducida

por el Cd (Yamano et al., 2000).

De todos los mecanismos propuestos, la produccion de mediadores inflamatorios
y moléculas de adhesion, la homeostasis de metales esenciales, asi como la inactivacion
de los grupos sulthidrilo, son los que parecen mas importantes en el origen de la lesion

hepatica inducida por Cd.

1.5.5. Toxicidad para la reproduccidén

Se ha demostrado que el cadmio produce numerosos efectos perjudiciales en la
funcién reproductiva de los mamiferos, relacionados con alteraciones en las hormonas

sexuales (Chedrese et al., 2006).

Los estudios sobre el efecto del Cd en el aparato reproductor describen que altera
el ciclo ovarico normal y el mantenimiento del embarazo por medio de la alteracion de la
progesterona. Por lo tanto, se ha mostrado que el Cd ejerce efectos significativos sobre la
funcion ovérica y la exposicion al mismo durante el embarazo se ha relacionado con
prematuridad y bajo peso al nacer debido a una biosintesis de progesterona disminuida

por el trofoblasto placentario (Miceli et al., 2005).

La exposicion al Cd también se ha relacionado con un retraso de la implantacion
y una posible pérdida precoz del embarazo, producido por causas como un retraso de la
proliferacion y desarrollo trofobléstico, necrosis placentaria, supresion de la biosintesis

de esteroides y manejo alterado de los metales esenciales por la placenta (Thompson y
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Bannigan, 2008). El Cd se acumula en los embriones desde la etapa de morula en
adelante. Cuanto mayor sea la dosis de exposicion, mas probabilidad de que se inhiba la
progresion a la fase de blastocisto, debido a fendmenos de apoptosis y alteracion de la

adhesion celular (Thompson y Bannigan, 2008).

La concentracion de Cd en el ovario aumenta con la edad, asocidndose con una
alteracion en el desarrollo de los ovocitos y una inhibicioén de la ovulacion (Thompson y
Bannigan, 2008). Ademas, el Cd altera la expresion de moléculas de adhesion celular, lo
que conlleva una ineficaz recogida del ovocito por parte los cilios tubéaricos (Thompson

y Bannigan, 2008).

Aunque se ha descrito que las mujeres tienen un mayor riesgo de anomalias
reproductivas asociadas con la exposicion, como se ha demostrado en numerosos estudios
(Benoff et al., 2009; Taha et al., 2013), la exposicion al Cd también produce anomalias a
nivel de la funcion testicular. En este sentido, los efectos toxicos del Cd en el parénquima
testicular incluyen alteraciones en el endotelio vascular, en las células de Leydig y Sertoli
y en las uniones intercelulares. Entre los mecanismos de toxicidad que conducen a estos
efectos se incluyen la induccion del estrés oxidativo, un deterioro de los mecanismos de
defensa antioxidantes y una activacion severa de la respuesta inflamatoria, lo que da lugar
a cambios morfoldgicos y funcionales, tales como la inhibiciéon de la sintesis de
testosterona y el deterioro de la espermatogénesis (Benoff et al., 2009; Taha et al., 2013).
Ademas de estas alteraciones a nivel del aparato reproductor masculino, el Cd también
tiene efectos a nivel prostatico, alterando su actividad hormonal y favoreciendo la
infertilidad en los hombres (Sarkar et al., 2013). A nivel testicular diversos estudios

describen que el tabaco produce un aumento de los niveles de Cd en el plasma del liquido
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seminal, asocidndose a una disminucién del tamaio testicular (Jurasovic et al., 2004), a
un aumento de los niveles séricos de hormonas reproductivas y a una disminucion de la

concentracion (Chia et al., 1994) y motilidad espermatica (Telisman et al., 2000).

1.5.6. Toxicidad endocrina

El Cd es uno de los metales pesados incluido entre los disruptores endocrinos
(ATSDR, 2012). Un disruptor endocrino (DEn) se define como un producto o mezcla de
productos quimicos exogenos que interfiere con cualquier mecanismo hormonal

endogeno (Schug et al., 2011).

1.5.6.1. Toxicidad sobre las hormonas sexuales

A dia de hoy, las publicaciones en la literatura describen resultados
contradictorios, encontrando estudios donde el Cd ejerce un efecto agonista sobre las
hormonas sexuales (Brama et al., 2007; Garcia-Morales et a., 1994; Hofer et al., 2009,
Johnson et al., 2003; Stoica et al., 2000) y otros donde el efecto es antagonista (Hofer et
al., 2009; Rider et al., 2009; Silva et al., 2006).

A pesar de haberse estudiado de una manera extensa, el mecanismo exacto por el
cual el Cd acta sobre el aparato reproductor es desconocido (Nasiadek et al., 2018).
Segun lo publicado, parece estar mediado por una interaccion directa con el receptor del
estradiol (ER) (Johnson et al., 2003) o por una alteracion del receptor de hidrocarburos

aromaticos (AhR), presente a nivel uterino y mediado, a su vez, por el ER.
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Se ha demostrado que el Cd puede alterar los indices de esteroidogénesis ovarica
y placentaria (Chedrese et al., 2006). El Cd también altera la biosintesis de la progesterona

(Miceli et al., 2005).

Estudios con cultivos de células de mamiferos sugieren que el Cd activa una
conformacion agonista de los ER, induciendo la expresion de genes diana de estrégenos
a través de la activacion de cinasas citoplasmaticas (Fechner et al., 2011; Zang et al.,

2009).

1.5.6.2. Toxicidad sobre el sistema tiroideo

El sistema tiroideo juega un papel importante en el organismo, bien en el
mantenimiento de la homeostasis, bien en el control del crecimiento corporal o en el
correcto funcionamiento del sistema nervioso, cardiovascular o reproductivo (Danzi y

Klein, 2012; Williams, 2008; Yazbeck, 2012).

La funcion tiroidea se encuentra controlada por el eje hipotadlamo-hipofisis-
tiroides y regulada por la hormona liberadora de tirotropina (TRH), la hormona
estimulante del tiroides (TSH), la tiroxina (T4) y triyodotironina (T3) (Kelly, 2000). El
efecto de las HT depende, fundamentalmente, de la concentracion intracelular de T3, que
es la forma biolégicamente activa, unida al receptor nuclear tiroideo (TR). La mayor parte
de T3 circulante es generada gracias a la deiodinacion extratiroidea de T4, que ocurre

principalmente en el higado (Harvey, 2002).
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Los trastornos de la glandula tiroides son los més frecuentes dentro del sistema
endocrino e incluyen el hipotiroidismo, hipertiroidismo, bocio y otros trastornos por
déficit de yodo, como la tiroiditis de Hashimoto y el cancer de tiroides (Bajaj et al., 2016).
En las ultimas décadas ha aumentado la prevalencia de enfermedades tiroideas
autoinmunes y cancer de tiroides (Nie, 2017) que se situa, en la actualidad, el quinto en

frecuencia entre mujeres jovenes (Pellegriti et al., 2012).

Respecto a los efectos principales que tiene el déficit de HT sobre el desarrollo
del SNC, estudios experimentales han podido demostrar el efecto directo que tienen las
HT sobre la proliferacion celular, diferenciacion neuronal y elaboracién del arbol
dendritico (Thompson y Cline, 2016). A este respecto se han publicado multiples estudios
que han estudiado el efecto directo del déficit de HT sobre el sistema nervioso en
desarrollo, encontrando una reduccion en la expansion de células progenitoras (Bernal,
2017), una disminucién en la migracién neuronal (Bernal, 2017), asi como un retraso en

la proliferacion (Bernal, 2017) y diferenciacion neuronal (Moog et al., 2017).

A nivel de la corteza cerebral, el déficit de HT se relaciona con una reduccion en
el grosor de la misma (Bernal J, 2017), displasia cortical (Bernal, 2017) y una disposicion
andmala de las diferentes capas corticales (Flamant et al., 2017). Finalmente, varios
estudios han observado que el déficit de HT interrumpe el desarrollo de axones y
dendritas (Sawano et al., 2013; Wallis et al., 2008), disminuye la expresion de proteinas
responsables de la plasticidad sinaptica (Sawano et al., 2013; Wallis et al., 2008) y retrasa

la mielinizacion axonal fisiologica (Moog et al., 2017).
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Respecto a las HT y sistema colinérgico, T3 y T4 influyen de manera significativa
sobre el desarrollo del hipocampo, corteza cerebral, PSB y cerebelo, observandose en
caso de déficit de las mismas, un retraso en la maduracion del sistema colinérgico (Patel
et al., 1980; Patel et al., 1986; Patel et al., 1987; Patel et al., 1988). Las neuronas
colinérgicas de los nticleos del PSB proyectan hacia el hipocampo y corteza temporal,
occipital, frontal, parietal y cingulada (Fibiger, 1982; Hjorth-Simonsen y Jeune, 1972;
Lehman et al., 1980; Sofreniew et al., 1987), todas ellas areas relacionadas con el
aprendizaje (sobre todo tareas espaciales) y la memoria (Eichenbaum et al., 1994;
Scoville y Milner, 1957), pero en especial la via septo-hipocampal (O’Keefe y

Dostrovsky, 1971).

Patel et al. (1987) observaron en sus estudios sobre el PSB de ratas, que los efectos
del hipotiroidismo sobre la funciéon colinérgica son irreversibles, a pesar de que se
administren HT durante largos periodos de tiempo, excepto a nivel del PSB, donde los
efectos son reversibles. Sin embargo, cuando se exponen neuronas colinérgicas de la
corteza cerebral de embriones de rata, a NGF (Factor de crecimiento neural) o a T3, se
observa un aumento dosis-dependiente de ChAT y AChE, asi como un aumento en la

densidad de espinas dendriticas (Garza et al., 1990).

Respecto a los déficits de aprendizaje y memoria relacionados con el déficit de
HT, varios estudios relacionan estos efectos fundamentalmente con afectacion del PSB o
de la via septo-hipocampal. Por ejemplo, estudios en ratas donde se lesionaba el nucleo
basal de Meynert, se observaban alteraciones en el aprendizaje (sobre todos en tareas
espaciales) de las mismas (Connor et al., 1991; Dubois et al., 1985). Por otra parte,

Ammassari-Teule et al. (1993), no observaron una correlacion directa entre el déficit
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colinérgico a nivel cortical (tras lesiones quimicas o mecanicas) y un déficit en el
aprendizaje de las ratas en estudio. Estos estudios han demostrado la importancia de la
via septo-hipocampal en las funciones de aprendizaje y memoria (O’Keefe y Dostrovsky,

1971).

En relacion a los compuestos quimicos que pueden producir alteraciones en el
sistema tiroideo, los estudios en seres humanos son dificiles de interpretar debido
fundamentalmente al amplio rango fisiologico de las hormonas TSH y HT, que hace que
haya una gran variabilidad en sus niveles entre los individuos (Boas et al., 2012). Los
compuestos quimicos que actian sobre el sistema tiroideo lo hacen, de forma mayoritaria,
interfiriendo a nivel del receptor de la TSH, hormona que actua estimulando todos los

pasos de produccion de las HT (Boas et al., 2012).

Dentro de los DEn que actian sobre el sistema tiroideo encontramos, en la
literatura, los siguientes: (a) los bifenoles policlorados y las dioxinas, compuestos con
una estructura similar a la T4 (Boas et al., 2012) que, en estudios en seres humanos, han
demostrado actuar disminuyendo los niveles de HT y aumentando los de la TSH, bien
por alteraciones del transporte o bien del metabolismo (Abdelouahab et al., 2008; Hagmar
et al., 2001; Osius et al., 1999; Persky et al., 2001; Schell et al., 2008; Turyk et al., 2007);
(b) los retardantes de llama bromados, con una estructura similar a la T4 (Boas et al.,
2012). Estos compuestos interfieren sobre la funcion tiroidea a diferentes niveles, bien
interaccionando con los receptores tiroideos (Fini et al., 2007; Jagnytsch et al., 2006;
Kitamura el al., 2005), actuando como antagonistas de las HT (Hofmann et al., 2009),
induciendo la produccién de enzimas hepaticas que actian sobre la glucuronidacion

(Hallgren et al., 2001) o disminuyendo la actividad de la proteina transportadora de
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transtiretina (TTR), asi como el transporte transmembrana de las HT (Richardson et al.,
2008); (c) pesticidas, compuestos quimicos estudiados ampliamente, tanto in vivo como
in vitro, que han demostrado una asociacion negativa entre los niveles de las HT y la
exposicion a pesticidas (Boas et al., 2012). En ratas, varios estudios han demostrado que
la exposicion a DDT (Scollon et al., 2004), HCB (Alvarez et al., 2005; Foster et al., 1993;
Rozman et al., 1986; van Raaij et al., 1993a; van Raaij et al., 1993b) y mezclas de ambos
(den Besten et al., 1993; Rawlings et al., 1998), producen una disminucion en los niveles
de las HT (Scollon et al., 2004); (d) los quimicos perfluorados, compuestos quimicos con
propiedades para la proteccion de superficies, que interfieren con el metabolismo de las
hormonas tiroideas, tanto in vivo (Chang et al., 2007; Chang et al., 2008; Lau et al., 2003;
Luebker et al., 2005; Martin et al., 2007; Seacat et al., 2003; Thibodeaux et al., 2003; Yu
et al., 2009b) como in vitro (Yu et al., 2009a; Weiss et al., 2009); (e) los ftalatos, que,
segun estudios experimentales, actian mediante diferentes mecanismos en la homeostasis
tiroidea. Algunos de ellos interfieren en la actividad del co-transportador de yoduro de
sodio (Breous et al., 2005), otros inhiben la captacién de T3 por parte de las células
(Shimada y Yamauchi, 2004), otros se unen de manera competitiva a la TTR (Ishihara et
al., 2003) y por ultimo algunos inhiben la expresion del gen TR-beta (Sugiyama et al.,
2005); (f) el bisfenol A, compuesto ampliamente utilizado en productos plésticos (Calafat
et al., 2008; Ye et al., 2008). Los estudios en animales son controvertidos. En ratas
adultas, no se han encontrado alteraciones en los niveles de las HT tras la exposicion a
bisfenol A (Nieminen et al., 2002b; Nieminen et al., 2002a; Xu et al., 2007). En estudios
prenatales y en crias de animales se han encontrado, sin embargo, alteraciones de los
niveles de las HT (Freitas et al., 2010; Iwamuro et al., 2003; Kudo and Yamauchi, 2005;;
Moriyama et al., 2002; Nieminen et al., 2002a; Nieminen et al., 2002b; Schmutzler et al.,

2007; Sun et al., 2009; Zoeller et al., 2005). En seres humanos hay escasos estudios que
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evalten el efecto del bisfenol A sobre el sistema tiroideo, por lo que son necesarios mas
experimentos, sobre todo a nivel de fetos y nifios (Boas et al., 2012); (g): el perclorato, es
un compuesto quimico con efectos antitiroideos bien conocidos, que actia inhibiendo el
co-transportador de yoduro de sodio, comprometiendo la captacion de iodo por las células

foliculares (Tonacchera et al., 2004).

Pocos estudios han evaluado el efecto de los metales pesados en el sistema tiroideo
(Boas et al., 2006; Pearce y Braverman, 2009). El Pb, el Hg y el Cd son toxicos
medioambientales conocidos, pero hay muy pocos estudios que hayan estudiado su
asociacion con alteraciones en los niveles de T3, T4 y TSH (Dundar et al., 2006; Jin et
al., 2006; Lamb et al., 2008; Pearce y Braverman, 2009; Robins et al., 1983; Schell et al.,

2008).

El Cd, ademas de acumularse en 6rganos como el higado, rifidén y musculo, se
deposita en la glandula tiroides, gracias a la presencia intracelular de proteinas ricas en
cisteina y MT, que se unen al Cd y actian como potentes bloqueadores (Klaassen et al.,
2009). Se ha descrito que el Cd dafia la glandula tiroides tanto en estudios in vivo como
in vitro. En este sentido, se ha observado en la linea celular tiroidea ‘8505C’ el efecto
toxico del cadmio, con concentraciones relativamente bajas de 0,1 uM, 1 uM y 3 uM
(Kobayashi et al., 2017; Kobayashi et al., 2005). Ademas, se observado que el efecto
toxico del Cd sobre la glandula tiroidea se debe al dafio directo que produce sobre las
células foliculares y parafoliculares (Pilat-Marcinkiewicz et al., 2003). EI Cd se acumula
en las mitocondrias de las células epiteliales foliculares, lo que reduce el mecanismo de
fosforilacion oxidativa a dicho nivel, inhibiendo asi la sintesis y liberacion de HT

(Yoshizuka et al., 1991).
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No existen muchos estudios que evaltuen en efecto del Cd sobre el sistema tiroideo,
pero su exposicion en ratas se relaciond con una disminucion en los niveles séricos de T4
debido a alteraciones en la deiodinacién (Hammouda et al., 2008; Mori et al., 2006). Un
estudio japonés, que comparaba los niveles de las HT en residentes de un area
contaminada de cadmio, con los residentes de un area no contaminada, observaron que
los niveles de T4 eran menores en mujeres expuestas, pero que los niveles de T3 eran

mayores en residentes expuestos de ambos sexos (Nishijo et al., 1994).

Sin embargo, estudios en neonatos y nifilos con exposicion ambiental a Cd,
refieren resultados con escasa consistencia (Iijima et al., 2007; Maervoet et al., 2007,
Osius et al., 1999). Estos estudios miden el nivel de Cd a nivel plasmatico, un
biomarcador adecuado para exposiciones recientes, pero el nivel de Cd urinario es un

indicador més util para exposiciones a largo plazo (Jarup y Akesson, 2009).

1.5.7. Neurotoxicidad

1.5.7.1. Neurotoxicidad durante el periodo de desarrollo del sistema nervioso

La neurotoxicidad por Cd es mayor en recién nacidos que en adultos, debido en

gran parte a la inmadurez de la BHE, permitiendo que éste pase con mas facilidad al

sistema nervioso (Wong y Klaasen, 1982), donde produce cambios neuropatolédgicos tales

como edema, picnosis, asi como hemorragia y necrosis en corteza parietal, cerebelo,

putamen y nucleo caudado (Méndez-Armenta et al., 2001; Provias et al., 1994).
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La neurotoxicidad por Cd durante el desarrollo embrionario se relaciona con
alteraciones en el comportamiento, alteraciones neuroquimicas, neurohistolégicas, y/o
alteraciones morfologicas del SNC, que aparecen en los descendientes de madres

expuestas durante la gestacion y la lactancia (Lazarini et al., 2001).

Hay pocos estudios que hayan determinado el dafio neuroldgico que se produce
debido a la exposicion al Cd. En este sentido, Thatcher et al. (1982) describieron en un
estudio epidemioldgico realizado sobre escolares, una asociacion entre los niveles altos
de Cd en el cabello y la dificultad en el aprendizaje, hiperactividad y cambios
conductuales. Sin embargo, en el estudio realizado por Hart et al. (1989) se demostr6 que
la exposicion ocupacional al cadmio estaba asociada con disminuciéon en la atencion,

velocidad psicomotora, aprendizaje asociativo y memoria.

Aunque el mecanismo por el que se producen los efectos neurotoxicos en el

desarrollo no se conoce, los posibles mecanismos que pueden inducir estos efectos son:

Alteracion de la neurotransmision

Se sabe que los neurotransmisores en el sistema nervioso inmaduro actian como
factores troficos que median procesos durante el desarrollo tales como la diferenciacion
y proliferacion celular y su alteracion durante este periodo puede conducir a alteraciones
de desarrollo del mismo. Estudios recientes describen que los neurotransmisores pueden
mediar la direccién de migracion neuronal y el crecimiento axonal durante la formacion
de circuitos neuronales (Ruediger y Bolz, 2007). Neurotransmisores tales como

catecolaminas o ACh aparecen en el embridon de animales vertebrados e invertebrados
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incluso antes de que las neuronas se hayan diferenciado (Pendleton et al., 1998). Muchos
neurotransmisores cambian su papel funcional en el SNC durante el desarrollo. La misma
molécula puede ser crucial para la diferenciacion, crecimiento neuronal y el
establecimiento de las redes neuronales en el SNC inmaduro, mientras que en el SNC
maduro cambia su funcién hacia un papel modulador de la comunicacion sindptica entre
neuronas (Herlenius y Lagercrantz, 2001). En este sentido se sabe que los
neurotransmisores monoaminérgicos juegan un papel importante durante el desarrollo,
definido como “morfogenético” (Buznikov et al., 1996; Levitt et al., 1997; Nicotra y
Senatori, 1989; Nicotra y Shatten, 1990). Por lo tanto, una alteracion en los niveles de
alguno de los neurotransmisores puede modificar la diferenciacion y proliferacion celular

a nivel del sistema nervioso (Lauder, 1985; Lakshmana y Raju, 1994).

Se ha descrito que el Cd es capaz de alterar los niveles de diferentes tipos de
neurotransmisores (Esquifino et al., 2001), por lo que éste podria ser uno de los
mecanismos implicados en su papel neurotdxico. También se ha publicado que el Cd
puede afectar a las sintesis y reparacion del ADN, puede alterar el metabolismo del Ca'y
otros metales esenciales, puede generar ERO vy alterar los mecanismos de muerte celular
programada que son esenciales en los procesos de desarrollo (Méndez-Armenta y Rios,
2007), por lo que cualquiera de estos mecanismos puede contribuir a los efectos

neurotoxicos observados.

Alteracion de las metalotioneinas

En el sistema nervioso, las MT I y II estdn presentes en astrocitos, células

endoteliales, células ependimarias y oligodendroglia, mientras que las MT III estan
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presentes en las neuronas (Aschner et al., 1997; Ebadi et al., 1996; Nishimura y Dwyer,
1996; Nishimura et al., 1992). Las MT III especificas del cerebro poseen una actividad
inhibidora del crecimiento de las células neuronales, que no puede ser imitada por las
otras isoformas de las MT (Kille et al., 1994; Nishimura et al., 1992; Palmitier et al.,

1992).

El Cd puede alterar la expresion de las isoformas de las MT. Los niveles de Cd y
su distribucion a nivel cerebral van a determinar la expresion de las isoformas MT-1 y III
en diferentes etapas de desarrollo (Choudhuri et al., 1996). Esta modificacion de la
expresion de las MT parece ser una de las causas de neurotoxicidad durante el desarrollo
y una de las causas que condiciona diferencias en los cambios por observados el

desarrollo y durante la etapa adulta.

1.5.7.2. Efectos neurotoxicos del cadmio en la epata adulta: alteracion de la funcion

cognitiva

El Cd atraviesa la BHE y se acumula en el cerebro (Gutiérrez-Reyes et al., 1998),
produciendo alteraciones en los procesos de aprendizaje y memoria, similares a las
observados en la EA (Wang y Du, 2013). En este sentido, se ha sugerido que el Cd es un
posible factor etioldgico de enfermedades neurodegenerativas, como la EA (Jiang et al.,
2007). Sin embargo, el mecanismo a través del cual se producen dichas alteraciones no

S€ Conoce.

Los posibles mecanismos que pudieran dar lugar a las alteraciones neurotoxicas

en general y las alteraciones cognitivas en particular pueden ser:
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Las neuronas colinérgicas y sus proyecciones estan ampliamente distribuidas por
todo el SNC, con un papel esencial en la regulacion de muchas funciones vitales, como
el aprendizaje, la memoria, la organizacion cortical del movimiento y el control del flujo
sanguineo cerebral (Mesulam et al., 2002). La regién del PSB es una de las regiones
colinérgicas centrales mas importantes (Voytko, 1996), cuyas neuronas colinérgicas
proyectan sus axones a lo largo de la formacion del hipocampo y el neocortex y regulan
los procesos de aprendizaje y memoria (Ward y Hagg, 2000). Asi, el bloqueo de la
transmision colinérgica o la pérdida de neuronas colinérgica en esta region, como ocurre
en la EA, podrian relacionarse con el deterioro que el Cd induce sobre los procesos de
aprendizaje y memoria, entre otras acciones (Andersson et al., 1997). De hecho, la
intensidad en el déficit de memoria en la EA esta fuertemente correlacionada con el grado

de pérdida de células colinérgicas (Bierer et al., 1995).

En este sentido, el Cd inhibe la actividad de la ChAT (Dwivedi, 1983), reduce la
liberacion de ACh neuronal (Alberts et al., 1985; Hayashi y Takayama, 1978) y altera la
actividad de la AChE (Gkanti et al., 2014), pudiendo bloquear la transmision colinérgica.
Ademas, se ha descrito que el tratamiento con Cd induce una disminucion significativa,
dosis-dependiente, de las células ChAT positivas (neuronas motoras) en los cuernos
ventrales de la médula espinal fetal humana, mientras que no se observa pérdida neuronal
en el ganglio de la raiz dorsal (Sarchielli et al., 2012), lo que sugiere una accidn selectiva
sobre el sistema colinérgico a nivel periférico. Recientemente se ha descrito que el Cd

induce una muerte no selectiva pero més pronunciada de neuronas colinérgicas en
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cultivos primarios procedentes del PSB de rata (Del Pino el al., 2014), requiriéndose

estudios in vivo que corroboren estos resultados.

El mecanismo por el que se produce esta selectividad toxica sobre las neuronas
colinérgicas es desconocido, pero podria estar relacionado con los efectos del Cd sobre
los niveles de ACh, por alteracion de las actividades de la ChAT o la AChE. Sin embargo,
en estudios in vitro sobre neuronas SN56, no se ha observado una correlacion entre la
alteracion de la transmision colinérgica y la viabilidad celular (Del Pino et al., 2014). Este
efecto también podria deberse a una alteracion de la expresion génica de las variantes de
la AChE. En este sentido, diferentes estudios han indicado que la AChE tiene funciones
alternativas no relacionadas con la neurotransmision colinérgica (Silman y Sussman,
2005; Soreq y Seidman, 2001) o su actividad catalitica (Dori et al., 2005; Grisaru et al.,
2006). Existen diferentes variantes de AChE, siendo las principales las variantes AChE-
S y AChE-R (Campanari et al., 2014). La variante sinaptica AChE-S (también llamada
AChE-T con "T" que indica cola en inglés) es la variante principal expresada en el sistema
nervioso (Evron et al., 2007) y su sobreexpresion esta relacionada con la induccion de
cambios neurodegenerativos (Birikh et al., 2003) y muerte celular a través de mecanismos
de apoptosis y necrosis (Greenberg et al., 2010; Toiber et al., 2009). Por otra parte, se ha
atribuido un papel neuroprotector a la variante AChE-R en la degeneracién neuronal
dependiente del envejecimiento, asi como en enfermedades neurodegenerativas como la

EA, inducida por las proteinas AP (Berson et al., 2008).
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En este sentido en estudios sobre neuronas colinérgicas SN56 del PSB se ha
demostrado que la alteracion de las variantes de la AChE media la induccidon de muerte
neuronal (Del Pino et al., 2016a). Por lo tanto, de confirmarse in vivo, estos efectos
podrian ser la causa la toxicidad selectiva del Cd sobre las neuronas colinérgicas y ser
responsables de los déficits de aprendizaje y memoria, asi como los sintomas observados

en la toxicidad de Cd similares a los descritos en enfermedades neurodegenerativas.

Se ha descrito que el Cd activa la enzima GSK-3 (Wang et al., 2009), aumenta
la produccion de proteina a partir de la BAPP (Li et al., 2012; Smedman et al., 1997) y
aumenta la formacion de filamentos Tau (Jiang et al., 2007) en diferentes regiones
cerebrales diferentes del PSB, efectos que han sido corroborados en neuronas colinérgicas
SN56 del PSB (Del Pino el al., 2016a). Estos efectos se han relacionado con la induccioén
de la muerte celular en las neuronas colinérgicas del PSB y la EA (Hawkes et al., 2005;

Kar et al., 2004; Zheng et al., 2002).

Ademas, el Cd puede bloquear los MR en el cerebro de rata (1-10 uM) in vivo
(Hedlund et al., 1979) e in vitro (50-100 uM) (Hedlund y Bartfai, 1979), y se ha descrito
que bloquea selectivamente los MR1 de los anillos aoérticos en ratas macho, pero no los
MR2 ni MR3 (Bilgen et al., 2003). También, se ha descrito que el Cd es capaz de bloquear
de forma selectiva el MR1 en neuronas colinérgicas SN56 del PSB (Del Pino el al.,

2016a). El bloqueo del MR1 se ha demostrado que induce deterioro de la memoria en
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ratas y seres humanos, que imita el déficit de memoria observado en la EA (Anagnostaras

et al., 2003; Atri et al., 2004) e induce muerte celular (Graham et al., 2013).

Por otra parte, se ha observado que la estimulacién agonista de los receptores
colinérgicos MR1 conducen al bloqueo de la enzima GSK-3f (Fisher, 2012; Lahmy et
al., 2013), al procesamiento de la BAPP a productos no amiloidogénicos, a una
disminucion en la fosforilacion de proteinas Tau y a una reduccion del deterioro cognitivo
en ratones transgénicos. (Graham et al., 2013; Pavia et al., 1998). Corroborando estos
hallazgos, la delecion de MR1 conduce a un aumento en la generacion de proteinas AR y
la formacién de placas amiloideas en un modelo de raton de EA (Davis et al., 2010), la
reduccion en la actividad de ChAT (Park et al., 2004), y la induccion de la patologia Tau
(Fisher, 2012). El MR1 también desempeia un papel esencial en la expresion de las
variantes de la AChE. En este sentido, los antagonistas del MR1 disminuyen los niveles
de 4cido ribonucleico mensajero (ARNm) de AChE-R (Salmon et al., 2005), por lo que
el bloqueo del MR1 por el Cd podria mediar todos estos mecanismos. En este sentido se
ha descrito que el bloqueo del MR1 por el Cd induce la producciéon de proteinas AP y
Tau, de las variantes de AChE y de la actividad de la ChAT en la linea celular SN56 (Del

Pino el al., 2016a)

Ademas, la sobreexpresion de AChE-S esta relacionada con el fenomeno de
neurodegeneracion a través de la activacion de GSK-3f3, Bax y caspasas (Birikh et al.,
2003). GSK-3f se asocia con el deterioro cognitivo y la muerte neuronal (Bhat et al.,
2004; DaRocha-Souto et al., 2012), que se invierte por inhibicién de la GSK-3f o por la
inhibicion o silenciamiento de la AChE. Por otra parte, la sobreexpresion de AChE-S se

ha observado en la EA, mostrando una correlacion positiva con la hiperfosforilacion de
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las proteinas Tau (Toiber et al., 2009). Mientras la AChE-S facilita la formacion de placa
amiloideas, la AChE-R las inhibe (Berson et al., 2008; Berson y Soreq, 2010). Ademas,
se ha descrito que las proteinas AP reducen la actividad de la ChAT (Li et al., 2013), por
lo que la sobreexpresion de AChE-S podria reducir indirectamente la actividad de la
ChAT a través del aumento de la produccion de proteinas AB. Por lo tanto, la toxicidad
selectiva inducida por el Cd sobre el sistema colinérgico podria estar producida por el

bloqueo de MR1 a través de la alteracion de las variantes de la AChE.

En este sentido, se ha descrito que el Cd induce la alteracion de las variantes de
AChE a través del bloqueo del MR1, lo que conduce a la sobrexpresion de la enzima
GSK-3B, la produccion de proteinas AP y Tau, y a la disminucién de la actividad de la
ChAT en la linea celular SN56 (Del Pino et al., 2016b). Por lo tanto, de confirmarse estos
resultados in vivo, podrian ayudar a explicar los mecanismos de muerte de las neuronas

colinérgicas del PSB y la disfuncion cognitiva producida por el Cd.

Estrés oxidativo

Por otra parte, los déficits cognitivos descritos tras la exposicion a Cd han sido
también relacionados con la induccion de estrés oxidativo y el tratamiento antioxidante
mejora estos déficits (Gongalves et al., 2010). Ademads, se ha descrito que el estrés
oxidativo puede inducir la muerte celular en las neuronas colinérgicas septales (Traver et
al., 2005), asi como cambios en la expresion de las variantes de la AChE (Bond et al.,

2006).
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Se ha descrito que el Cd puede inducir estrés oxidativo debido a un aumento de la
formacion de ERO, el agotamiento de las defensas antioxidantes y la disminucion de la
expresion de las enzimas antioxidantes mediadas por alteracion del NRF2, regulador
maestro de las rutas de estrés oxidativo (Méndez-Armenta y Rios, 2007). Ademas, se ha
descrito que el estrés oxidativo puede alterar la expresion de las variantes de la AChE, la
produccion de proteinas AP y Tau, la activacion de la enzima GSK-3f y la actividad de
los receptores muscarinicos (Bond et al. 2006; Giraldo et al., 2014; Rojo et al., 2008;

Tamagno et al., 2005; Wang et al.,2009).

Recientemente se ha descrito que el Cd induce la formacion de ERO en la linea
celular colinérgica SN56 procedente del PSB y este mecanismo media, en parte, la
disminucion de la actividad del MR1 y de la alteracion de las variantes de la AChE (Del
Pino et al., 2018). De confirmarse este efecto in vivo en la region del PSB, también podria
mediar los mecanismos comentados en la toxicidad selectiva del Cd sobre el sistema

colinérgico y la alteracion de los procesos cognitivos.
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2.- JUSTIFICACION

En la poblacion se esta produciendo un aumento muy elevado en el numero de
personas con enfermedades cronicas neurodegenerativas incapacitantes, como la
enfermedad de Alzheimer (EA), lo cual presenta unas consecuencias sociales y
econdmicas muy negativas debido las discapacidades generadas. Las alteraciones
genéticas, infecciones o el aumento de la esperanza de vida no pueden explicar todas las
alteraciones producidas, siendo los factores medioambientales entre las principales
causas implicadas. En este sentido, se ha relacionado la exposicion a diversos compuestos
quimicos medioambientales, fundamentalmente por el aumento de la contaminacion
ambiental, con especial relevancia en algunas areas geograficas del mundo, con la
induccion o empeoramiento de enfermedades neurodegenerativas como la EA, tanto en
estudios in vitro y en animales como en estudios epidemioldgicos (Chin-Chan et al., 2015;
Yegambaram et al., 2015). Dentro de estos compuestos encontramos el cadmio (Cd), que
es un metal pesado ampliamente utilizado a nivel industrial y que se acumula en el
organismo originando multiples efectos toxicos entre los cuales se encuentran trastornos
del aprendizaje y memoria con una sintomatologia similar al Alzheimer (Del Pino et al.,
2016; Del Pino et al., 2014) Sin embargo, los mecanismos a través de los cuales induce

estos efectos, asi como las dosis a partir de las cuales puede generarlos no se conocen.

En este sentido, se ha descrito en estudios in vitro en cultivos primario de
prosencéfalo basal (PBS) que el Cd inducen dafio y degeneracion sobre las neuronas
colinérgicas de esta region (Del Pino et al., 2014). Las neuronas colinérgicas y sus
proyecciones estdn ampliamente distribuidas en el SNC con un papel esencial en la

regulacion de muchas funciones vitales, tales como el aprendizaje, la memoria, la

- 103 -



organizacion cortical de movimiento y el control de flujo sanguineo cerebral (Mesulam
et al., 2002). El PSB es una de las regiones colinérgicas centrales mas importantes, que
presenta mas del 80% de los cuerpos neuronas de las neuronas colinérgicas y desde la
cual dichas neuronas proyectan sus axones a lo largo de la formacion del hipocampo y el
neocortex regulando los procesos de aprendizaje y memoria (Figura 1) (Villano et al.,
2017; Ward et al., 2000). La degeneracion de las neuronas colinérgicas del PBS, como se
observa en la EA y otras enfermedades neurodegenerativas, da lugar a la pérdida de la
modulacion colinérgica de los circuitos sindpticos del hipocampo que conduce a los
déficits de memoria (Scheiderer et al., 2006). De hecho, la gravedad del déficit de
memoria esta fuertemente correlacionada con el grado de pérdida de células colinérgicas
(Bierer et al., 1995). Por lo tanto, la alteracion de la transmision colinérgica o la pérdida
neuronal colinérgica en esta region, de confirmarse in vivo, podria estar relacionada con

el deterioro cognitivo entre otras acciones.

v'}/’.‘

\ Thalam A

Basal Forebrain

L Fore Brainstem

Figura 2. Principales nucleos y vias de proyeccion del sistema colinérgico en el SNC de ratas Sprague-

Dawley (Villano et al., 2017).
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En estudios in vitro realizados sobre neuronas colinérgicas SN56 procedentes del
PSB se observo que el cadmio altera la transmision colinérgica fundamentalmente por
alteracion de la actividad de las enzimas colina acetiltransfersa (ChAT) y de la
acetilcolinesterasa (AChE) y produce muerte celular (Del Pino et al., 2014). La muerte
celular fue medida, en parte, por la induccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y
por el bloqueo del receptor muscarinico M1 (Del Pino et al., 2018), que a su vez
desencadenan la alteracion de las variantes de la AChE, las cuales inducen la
sobreexpresion de la enzima glucdgeno sintetasa quinasa 3 (GSK-3 B) y el aumento en
las proteinas beta amiloideas (A), Tau totales y fosforiladas, que dan lugar finalmente a
la muerte neuronal. (Del Pino et al., 2016a; Del Pino et al., 2016b). Aunque se ha descrito
in vivo que el Cd puede alterar la transmision colinérgica, inducir muerte neuronal
selectiva sobre las neuronas colinérgicas a nivel periférico, asi como producir en otras
regiones cerebrales los mecanismos descritos que conducen a la muerte neuronal sobre
las neuronas colinérgicas SN56 procedentes del PSB, no existen estudios in vivo en la
region del PSB que puedan corroborar estos efectos observados in vitro. Por lo tanto, son
necesarios estudios in vivo que confirmen si se produce un dafio sobre el sistema
colinérgico del PSB que regulan los procesos de aprendizaje y memoria y si este dafio es
selectivo sobre este sistema. De confirmarse estos resultados in vivo, podrian explicar las

alteraciones cognitivas descritas.

Por otra parte, se ha descrito que la exposicion a cadmio produce una reduccion
de los niveles séricos de hormonas tiroideas (HT) en ratas adultas (Mohamed et al., 2015).
También se ha descrito que las HT participan en el mantenimiento de las funciones

cognitivas, y los trastornos clinicos del tiroides se asocian con deterioro cognitivo y
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demencia. Ademas, existe una evidencia cada vez mas creciente que apoya una amplia

interrelacion entre las hormonas tiroideas y el sistema colinérgico (Mafrica et al., 2008).

Se ha descrito que las hormonas tiroideas modulan el sistema colinérgico en el
cerebro adulto de mamiferos a través de la estimulacion del metabolismo de la
acetilcolina (ACh) mediante el aumento de actividad de la AChE, asi como la recaptacion
de la ACh liberada (Sarkar et al., 2001). Ademads, se ha descrito que las HT aumentan la
expresion de la ChAT en el PSB de ratas neonatas. La deficiencia de HT en la vida
temprana provoca una alteracion selectiva y permanente de la actividad de la ChAT, de
la recaptacion de colina, y de la concentracion de los receptores muscarinicos en las
neuronas colinérgicas del PSB de las ratas (Patel et al., 1988). Estos cambios se pueden
prevenir mediante el tratamiento con HT durante el periodo neonatal. En el
hipotiroidismo, se ha descrito que la actividad de AChE esta alterada y se producen
problemas del aprendizaje y la memoria observados en ratas y en humanos (Carageorgiou
et al,, 2007). Ademas, en roedores, el hipotiroidismo se asocia con aumento de la
expresion génica de la proteina precursora de beta-amiloide (APP), lo que podria dar lugar
a una mayor acumulaciéon de proteina beta-amiloide (O’Barr et al., 2006). En
consecuencia, la alteracion de los niveles de HT a nivel cerebral por Cd podria ser la
causa de la alteracion de la transmision colinérgica y de los mecanismos descritos que
conducen a la induccién de muerte neuronal de las neuronas colinérgicas, produciendo

los efectos cognitivos observados tras la exposicion a estos.

El interés de este trabajo se basa en aportar nuevos datos sobre la neurotoxicidad
inducida por el cadmio sobre el sistema colinérgico del PSB del SNC, que puedan

explicar los efectos cognitivos producidos por la exposicion al mismo, asi como los
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mecanismos a través de los que se produce. La confirmacion y determinacion de la dosis
a las que se produce la alteracion colinérgica y la neurodegeneracion de las neuronas
colinérgicas del PSB, su caracter selectivo y los mecanismos que la producen, puede
permitir establecer una nueva evaluacion del riesgo de dicho compuesto para determinar
niveles de exposicion seguros, y en el caso de que se produzca la exposicion, establecer

una estrategia terapéutica que permita reducir los dafios en la poblacion expuesta.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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3.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipotesis

De acuerdo con todo lo expuesto, hipotetizamos que estos compuestos podrian
inducir alteracion de la transmision colinérgica y pérdida de neuronas colinérgicas en el
PSB a través de la disrupcion de las hormonas tiroideas, que podria desencadenar los
mecanismos previamente descritos en los estudios in vitro, conducentes a dicha

neurodegeneracion e induccidn de alteraciones cognitivas.

3.2. Objetivos

Para probar esta hipdtesis, nuestros objetivos fueron determinar los efectos del
Cd, tras exposicion Unica o exposicion continuada (repetida cada 24 h durante 28 dias),

sobre:

1- Laalteracion del sistema tiroideo, manifestado en cambios en las concentraciones
de HT en plasma y en la region del PSB.

2- La induccién de alteraciones histoldgicas en la region del PSB:
2.1. Induccién de necrosis neuronal selectiva sobre las neuronas colinérgicas
2.2. Induccion de espongiosis a nivel del PSB
2.3. Induccion de gliosis a nivel del PSB

3- La implicacion de las hormonas tiroideas sobre las alteraciones histologicas

inducidas por el cadmio a nivel del PSB
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La disfuncidn de la transmision colinérgica, a través de la alteracion de

4.1. Los niveles de ACh y de las enzimas AChE, ChAT, HAChT y VAChT

4.2. Los receptores muscarinicos MR1-MR5

La implicacion de las hormonas tiroideas sobre la disfuncion de la transmision
colinérgica inducida por el cadmio a nivel del PSB.

La generacion de estrés oxidativo, a través de la alteracion de los niveles de H2Oo,
MDA, NRF-2, HO-1 y GPx en el PSB

La implicacion de las hormonas tiroideas sobre la induccion de estrés oxidativo a

nivel del PSB.
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4.- MATERIAL Y METODOS

4.1. Tipo de estudio

Estudio experimental en modelo murino.

4.2. Sujetos del estudio

La fase experimental se desarrolld en el Animalario de la Universidad
Complutense de Madrid. Se siguieron la Directiva de la Unién Europea (2010/63/EU) y
las reglamentaciones espafiolas (BOE-A-2013-1337) con respecto al uso de animales de
laboratorio durante la experimentacion con animales. Se utilizaron ratas Wistar macho
(Rattus norvegicus), de 60 dias de vida, cada una con un peso de 200-210 g (Charles
River, Barcelona, Espafia), que se alojaron individualmente y se mantuvieron en una
habitacion con la temperatura y luz controladas, con comida y agua disponible ad libitum.
La temperatura del animalario fue de 22 °C (DE 2) y los animales se mantuvieron con un
ciclo de luz/oscuridad de 12 horas (luz de 8:00 a 20:00). Todos los experimentos fueron

autorizados por el comité de experimentacion de la Universidad Complutense de Madrid.

Se ha elegido la rata como modelo animal experimental, porque los roedores
tienen ventajas para los estudios toxicoldgicos, sobre todo su pequefio tamano, facil
manejo, resistencia a las infecciones y corto ciclo de vida. Ademas, es un modelo animal
aceptado en la comunidad cientifica para proporcionar datos que puedan ser incorporados
a la evaluacion del riesgo para el hombre. En los estudios anatomopatoldgicos del SNC,

la rata tiene la ventaja de que, por el tamafio de su encéfalo, permite una buena
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localizacion de las distintas regiones encefélicas y ademas se dispone de atlas que detallan

la anatomia de su sistema nervioso (Paxinos y Watson, 2013).

4.3. Protocolo experimental

Se emplearon 144 ratas que fueron repartidas en dos grupos, de 72 animales cada
uno, en funcidén de que el experimento tuviera una duraciéon de 24/48 horas o 28 dias,
respectivamente. Dentro de cada uno de estos grupos, a su vez, las ratas se separaron en
cuatro subgrupos de experimentacion, segun recibieran tratamiento con Cd y T3, suero
fisiolégico o T3 (6 animales por subgrupo). Dentro de cada uno de los grupos de
experimentacion, un tercio de los animales (24 animales) fueron empleados para estudios
anatomopatologicos (fueron sacrificados tras exposicion tnica a las 48 h), otro tercio para
estudios de expresion génica y el ultimo tercio para determinacion de diferentes
parametros biomoleculares (fueron sacrificados tras exposicion Unica a las 24 horas). El
estudio sobre los niveles hormonales plasmaticos se realizd sobre 6 animales tomados al
azar del total de animales de cada grupo experimental (sacrificados a las 24 horas o 28

dias).

El sacrificio de los animales para realizacion de estudios anatomopatologicos se
hizo a las 48 horas en base a estudios previos encontrados en la literatura en los que se
describe que la aparicion de cambios celulares a nivel del SNC varia en funcion del
neurotdxico, pero no es hasta 48 horas después de la exposicion al mismo que se pueden

encontrar cambios a nivel histoloégico (Bolon y Butt, 2011).
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La seleccion de estos animales para asignacion a cada tipo de estudio fue realizada
de forma aleatorizada. La figura 3 representa el disefio experimental seguido en la

investigacion.
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Figura 3. Representacion esquematica del disefio experimental.

4.4. Productos quimicos

Los compuestos CdCl> (99,99%), Ach, acetiltiocolina y T3 se obtuvieron de
Sigma (Madrid, Espafa). [14C] acetil-CoA y [*H] pirenzepina se obtuvieron de Perkin

Elmer (Madrid, Espana). Los filtros GF/B Whatman de fibra de vidrio fueron obtenidos
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de Millipore (Madrid, Espafa). Todos los demés productos quimicos fueron de grado

reactivo de la pureza mas alta disponible de laboratorio.

4.5. Administracion

Los animales fueron tratados por via intraperitoneal con suero fisioldogico como
vehiculo, T3 (40 pg/kg de peso corporal en exposicidon unica o continuada durante 28
dias) o Cd a las dosis de 1 mg/kg (exposicion Unica) y de 0,1 mg/kg (exposicion
continuada durante 28 dias) de peso corporal con o sin T3. A los animales se les permitid

agua ad libitum.

Se eligieron las dosis de 0,1 mg/kg y 1 mg/kg de peso corporal [equivalentes a
1/55 y 1/20 de la DL50 (la DL50 media se calculé previamente, datos no mostrados)]
porque se ha descrito previamente que se corresponden con los valores observados in
vitro que inducen muerte celular y que son las minimas concentraciones descritas que
producen alteraciones cognitivas en ratas (ATSDR, 2012; Gongalves et al., 2010). La
dosis elegida de T3 (40 pg/kg/dia por via intraperitoneal) es segura y revierte los efectos
cognitivos seglin trabajos previos (Seyedhosseini et al., 2019). Por lo tanto, las dosis
seleccionadas son relevantes para estudiar los efectos del Cd solo o en contratamiento
con T3 sobre: 1) el contenido celular de ACh, malondialdehido (MDA), H,O, y de
proteinas AP y Tau totales (tTau) y fosforiladas (pTau); 2) el contenido plasmatico y en
el PSB de T3, T4 y TSH; 3) la actividad de la AChE y la ChAT, y el bloqueo del MR1;
4) la expresion de las variantes de la AChE, del transportador de colina de alta afinidad
(HAChKT), del transportador vesicular de acetilcolina (VAChHT), del factor de
transcripcion NRF2, de los MR1-MRS, y de las enzimas GSK-3f3, ChAT, hemo oxigenasa

1 (HO-1) y GPx; y 5) el dafio neuronal en estudios anatomopatologicos.
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4.6. Procedimiento para la obtencion de las muestras

Tras los periodos de tratamiento, los animales fueron sacrificados por inhalacion

de COzen una cabina de eutanasia e inmediatamente después del sacrificio se aislaron los

encéfalos.

4.6.1. Estudios anatomopatologicos

Los encéfalos destinados a estudios anatomopatologicos fueron introducidos en
recipientes debidamente identificados y fijados en formaldehido tamponado al 10% con

una proporcion tejido-formol entre 1:10 y 1:20 durante 3 dias.

Transcurridos tres dias, se pes6 cada cerebro en una balanza de precision digital
(Sartorius 1501 B MP8-1) y se hicieron fotografias tanto de la superficie dorsal (Figura

4) como de la ventral de cada uno de ellos (Figura 5).

Figura 4

Posteriormente se realizaron secciones coronales (Figura 6), tomando como
referencia los planos de seccion descritos en el “Protocolo de tallado de cerebros de

roedores para estudios de neurotoxicidad”, publicado por el Programa Toxicologico
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Nacional de EE.UU. (Rao et al., 2014), y que utiliza como referencia los atlas de cerebro

de rata y ratoén de Paxinos y Watson del afo 2013.

Level 4

Level 7

A
/ ;

Level 8

)
&=

Figura 6. Figura representativa de las secciones coronales propuestas por el Protocolo

de tallado de cerebros de roedores para estudios de neurotoxicidad (Rao et al., 2014).

Tras la fijacion, se procedid a la deshidratacion de las muestras, en una escala
creciente de alcoholes con posterior aclarado con xileno e inclusion de las muestras en
parafina (punto de solidificacion 65°C, Leica). Las muestras se cortaron en un microtomo
(Microm HM310) en secciones de 5 um de grosor. Posteriormente fueron tefidas con
hematoxilina-eosina (H-E; Coverstainer, Dako) y estudiadas con un microscéopico optico

(Nikon E200) (Figura 7).
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Figura 7. Representacion esquematica del procesamiento de muestras

4.6.1.1. Seleccion de las secciones y limites anatomicos de interés

De las preparaciones que se revisaron histologicamente, se eligieron para nuestro
estudio aquellas en las que se identificaron los ntcleos y estructuras del PSB, basdndonos
en el atlas de cerebro de rata de Paxinos y Watson, 2013. Se realizaron cinco cortes
seriados, de 5 um de espesor y separados 50 um entre si, para el andlisis de las variables
a estudio. Las secciones elegidas para el estudio histologico e inmunohistoquimico

fueron:
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*La seccion a nivel de Bregma +0.84 mm para el estudio del ntcleo septal medial y de la

porcidn horizontal y vertical de la banda diagonal de Broca (Figura 8).
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Figura 8. Representacion de un corte en el plano coronal del encéfalo de la rata Wistar
(Bregma 0.84 mm) en el que se aprecian el nucleo septal medial y las porciones vertical
y horizontal de la banda diagonal de Broca. Modificada de Paxinos y Watson (2013).

*La seccion a nivel de Bregma -1.44 mm para el estudio del nucleo basal magnocelular

de Meynert (Figura 9).
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Figura 9. Representacion de un corte en el plano coronal del encéfalo de la rata Wistar
(Bregma -1.44 mm) en el que se aprecia el nicleo basal magnocelular de Meynert.
Modificada de Paxinos y Watson (2013).

- 122 -



Una vez seleccionadas las preparaciones, se delimitaron y estandarizaron los
limites anatémicos de las regiones a estudio, a partir de los trabajos publicados en la

literatura (Lee et al., 2013; Paxinos y Watson, 2013; Traissard et al., 2007) (Figura 10).
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Figura 10. Secciones coronales del encéfalo de la rata Wistar (a nivel +0.84 mm y -1.4 mm de
Bregma; segin Paxinos y Watson (2013). Los limites anatomicos de las areas a estudio
corresponden a las lineas de color rojo (septo medial), verde (porcion horizontal y vertical de la
banda diagonal de Broca) y azul (nucleo basal de Meynert).

4.6.2. Estudio para determinacion de mecanismos moleculares de toxicidad

4.6.2.1. Prosencéfalo basal

Para la obtencion de tejido del PSB, se realiz6 una diseccion del mismo bajo un
estereomicroscopio (Olympus SZ51, Barcelona, Espana) a 4°C (Glowinski e Iversen,
1966). Las muestras de tejido se pesaron rapidamente y se almacenaron a -80 °C hasta su
posterior andlisis. La mitad de las muestras se destinaron a los estudios de expresion

génica y la otra mitad para el resto de estudios moleculares.
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4.6.2.2 Plasma

Las muestras de plasma se recogieron en tubos de centrifuga con heparina como

anticoagulante y se centrifugaron 1000 x g durante 15 minutos a 4 °C.

4.7. Criterios de evaluacion de las variables resultado

4.7.1. Aspectos anatomopatoldgicos

4.7.1.1. Variables morfologicas

Se valoraron variables morfoldgicas relacionadas con agentes neurotdxicos
(Bolon y Butt, 2011) en cada una de las areas de interés, previamente delimitadas con el

objetivo de 4x/0.10 (Nikon E200).

Los criterios utilizados para la valoracion de cada una de estas variables fueron

los siguientes:

Necrosis neuronal: una neurona fue considerada necrotica cuando presentaba un
citoplasma rojo brillante y retraido, pérdida de la sustancia de Nissl y un nucleo picnético,
triangular, de pequefio tamafio (Garman, 2011). También se contabilizaron aquellas
neuronas con nucleo picnético, sin presencia de citoplasma eosinofilo, si se encontraban
entremezcladas con neuronas de iguales caracteristicas a las descritas anteriormente o si
se observaban, ademas, cambios histologicos asociados como un aumento del nimero de

células gliales, la presencia de microglia activada, un aumento de la vascularizacion, con
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vasos ramificados, revestidos por un endotelio hipertroéfico (Jubb y Huxtable, 1993) o la

vacuolizacion del neuropilo (Figura 11).
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Figura 11. Neuronas necroéticas (punta de flecha) con citoplasma rojo brillante y retraido,
pérdida de la sustancia de Nissl y nacleo picnético, triangular, de pequefio tamano.
Neurona necrética con nucleo picnético (flecha larga) (Garman, 2011).

Cabe destacar que, para un patdlogo, es un reto importante definir una neurona
como necrotica y saber diferenciarla de las denominadas “dark neurons”
(Cammermeyer, 1978; Jortner, 2006), neuronas que aparecen como un artefacto
histolégico comun, producido principalmente por la manipulacion post-mortem del tejido
cerebral. Se trata de neuronas de aspecto monotono, con citoplasmas y nicleos retraidos,
de bordes irregulares y densamente basofilos, siendo en ocasiones dificil distinguir el
nucleo del citoplasma. Las dendritas apicales pueden adoptar una forma irregular, “en

sacacorchos” (Figura 12).
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Figura 12. Imagen A (H-E x200) e imagen B (H-E x400). Las flechas sefialan neuronas
con citoplasmas y nucleos retraidos e hipercromaticos (“dark neurons”). Las dendritas
apicales presentan una forma irregular, “en sacacorchos” (Jortner, 2006).

Gliosis: se define como una acumulacién andémala de cualquiera de los tres tipos
de células gliales (astrocitos, oligodendrocitos o células microgliales) (Kim y Vellis,

2005; Napoli y Neumann, 2009), en respuesta a un dafio a nivel del SNC.

En nuestro estudio se definié como “gliosis”, la presencia de un aumento en el
nimero y tamafio de los astrocitos, asi como un aumento del grosor y morfologia irregular
de sus prolongaciones (Jubb y Huxtable, 1993; Montgomery, 1994). Para evaluar el grado
de gliosis se empleo la tincion THQ para la proteina glial fibrilar acida (PGFA), que tifie
tanto los citoplasmas de los astrocitos como sus prolongaciones (Ludwin, 1985; Pekny y

Pekna, 2004).
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El analisis semi-cuantitativo de las preparaciones inmunotefiidas se hizo con un
microscopio Optico (Nikon E200), basandonos en el score inmunorreactivo (IRS) de
Remmele y Stegner (1987), que adjudicaun valor 0, 1, 2 y 3, dependiendo de la intensidad

de tincion (Figura 13).

Score 0: ausencia de tincion

Score 1: tincioén suave de los cuerpos celulares

Score 2: tincion moderada de los cuerpos celulares. Tincion focal a nivel de las
prolongaciones

Score 3: tincion fuerte de los cuerpos celulares, con presencia de una granulacion

densa central. Tincion difusa de las prolongaciones.

Figura 13. Tincion inmunohistoquimica para proteina glial fibrilar 4&cida (GFAP). En la
imagen de la izquierda (A) se observa una tincion suave de los cuerpos celulares (score
1). En la imagen de la derecha (B) se observa una tincion fuerte de los cuerpos celulares
y difusa de las prolongaciones (score 3) (Trautz et al., 2019).

Espongiosis: se define como una degeneracion microquistica del tejido nervioso,
con un parénquima expandido, con vacuolas o espacios vacios de tamafio variable, que
aparecen como consecuencia de la vacuolizacion de las prolongaciones neuronales, la

hinchazon de los citoplasmas astrocitarios o la transformacion vesicular de la mielina

(Jubb y Huxtable, 1993).
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El analisis semi-cuantitativo de las preparaciones tefiidas con H-E se hizo con un
microscopio optico (Nikon E200) y utilizamos una escala de gradacion modificada del
score inmunorreactivo (IRS) de Remmele y Stegner (1987), adjudicando un valor 0, 1 y

2, en funcion del porcentaje de vacuolas observadas en las areas a estudio (Figura 14).

Score 0: no se observan vacuolas

Score 1: presencia de vacuolas en menos del 50% del area a estudio

Score 2: presencia de vacuolas en el 50% o mas del area a estudio

Figura 14. Ejemplo de parénquima cerebral con espongiosis, con presencia de vacuolas
de diferente tamano (flechas), en un caso de enfermedad por priones (Glatzel et al., 2005).
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4.7.1.2. Variables inmunohistoquimicas

Para cada una de las determinaciones se obtuvieron secciones de 4 um que se
dispusieron sobre portaobjetos con carga electroestatica y se hornearon durante 30 min a

60°C para una adecuada adhesion del tejido al portaobjetos.

Se utiliz6 el sistema automatizado de inmunotinciéon Benchmark XT (Ventana
Medical System Inc., Tucson, Arizona, EEUU), para la deteccion de la proteina glial
fibrilar 4cida (PGFA), la proteina de localizacion nuclear especifica neuronal (NeuN) y

la enzima colin acetiltransferasa (ChAT) sobre las secciones seleccionadas.

El proceso comienza con la desparafinizacion de la muestra y la recuperacion
antigénica, aplicando una soluciéon que se denomina CC1 a un pH 8,4. El siguiente paso
es el bloqueo de la actividad peroxidasa endogena. Posteriormente la muestra se incuba
con los diferentes anticuerpos primarios durante 30 min a 37°C y 30 min més con un
polimero conjugado con peroxidasa que act@la a modo de anticuerpo secundario. El
procedimiento automatizado se completa con el revelado de la reaccion, utilizando como
cromégeno el tetrahidrocloruro de 3,3’-diaminobenzidina (DAB). Las muestras se
contratifien con hematoxilina fuera ya del procesador (3 segundos en hematoxilina de
Harris). Para acabar se deshidrata el tejido con etanol a concentraciones crecientes y se

montan las preparaciones con cubreobjetos.

En la Tabla 1 se detallan los anticuerpos primarios utilizados y las diluciones

empleadas.
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Anticuerpo Clon Fuente Dilucién

NeuN A60 Millipore, Burlington, Massachusetts, EEUU 1/100
PGFA EP672Y Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU Ready to use
ChAT JA67-11 NovusBio, Centennial, EEUU 1/100

Tabla 1: Proteinas analizadas y caracteristicas de los anticuerpos primarios utilizados.

Se evalud la expresion proteica en la poblacion celular a estudio y se obvio
cualquier tipo de positividad cuyo patron morfoldgico pudiera corresponder a otro tipo
celular. La interpretacion de los patrones de tincidn para los diferentes anticuerpos se basé
en los trabajos publicados en la literatura. Esta interpretacion fue siempre una estimacion
visual de la intensidad de la tincidén y no se utilizaron sistemas de digitalizacion de imagen

para analisis automatizados.

NeuN: la proteina NeuN es una proteina asociada, exclusivamente, con el tejido
nervioso. Se localiza en el nucleo y citoplasma perinuclear de la mayoria de neuronas
maduras (postmitoticas) del SNC en los animales mamiferos (Gusel’nikova y
Korzhevskiy, 2015). Se consider6 positiva cualquier célula que mostrase tincion nuclear,

con o sin tincidn citoplasmatica (Gusel’nikova y Korzhevskiy, 2015).
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ChAT: la colina-acetiltransferasa es una enzima responsable de la biosintesis del
neurotransmisor ACh. Se expresa en neuronas colinérgicas del sistema nervioso central
y periférico (Jeon et al., 1998). Se consideraron positivas aquellas neuronas que
mostrasen una tincion citoplasmatica difusa o focal (Butcher y Woolf, 2004; Mesulam et

al., 1983; Robertson et al., 1998).

Todas las preparaciones inmunotefiidas se analizaron con un microscopio Nikon
E200 y las imagenes se capturaron con un microscopio Leica DM3000, utilizando el

software Leica LAS EZ.

4.7.1.3. Analisis de las variables morfologicas e inmunohistoquimicas

Se realizd un analisis cuantitativo y semicuantitativo visual en las areas a estudio
de ambos hemisferios, previamente delimitadas con el objetivo de 4x/0.10 (Nikon E200).
Al no observar diferencias entre los valores obtenidos en cada hemisferio, se decidid
calcular un valor total, de cada variable a estudio y de cada uno de los nucleos, a partir de

la suma de los valores obtenidos en cada uno de los hemisferios.

Tras la revision de trabajos publicados en la literatura en los que se realizan
estudios anatomopatoldgicos del PSB de rata, se decidié adaptar el método de analisis
cuantitativo utilizado por Lee et al. (2013) en su trabajo sobre el efecto de factores

neurotroficos en las neuronas colinérgicas del PSB de ratas.
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Las areas a estudio en cada uno de los nucleos de interés fueron las siguientes:

*A nivel del septo medial, se realizé un analisis cuantitativo y semicuantitativo,
de las variables a estudio en 10 campos de gran aumento (x40/0.65), que corresponden,

con el microscopio Nikon E200 que se utilizo, un area de 1,96 mm?,

*A nivel de la porcion vertical y horizontal de la banda diagonal de Broca, se
realiz6 un andlisis cuantitativo y semicuantitativo en 15 campos de gran aumento
(x40/0.65), 5 campos a nivel de la porcion vertical y 10 campos a nivel de la porcion

horizontal que, con el microscopio Nikon E200 corresponden a un éarea total de 2,94 mm?.

*A nivel del nicleo basal magnocelular de Meynert, el analisis cuantitativo y
semicuantitativo se realizé en 10 campos de gran aumento (x40/0.65), 5 campos a nivel
del nucleo basal derecho y 5 campos a nivel del nticleo basal del lado izquierdo, que en
conjunto corresponden, con el microscopio Nikon E200 que se utilizd, un area de 1,96

mm?2.

Los resultados obtenidos en cada uno de los nticleos fueron representativos de la

totalidad del PSB en los animales estudiados

-132 -



En la Tabla 2 se detallan las variables morfologicas e inmunohistoquimicas a

estudio.
VARIABLE TIPO DE PREPARACION ANALISIS
Neuronas necroéticas Hematoxilina-Eosina Cuantitativo
Neuronas NeuN+ Inmunotefiida con anti-NeuN Cuantitativo
Neuronas ChAT+ Inmunotefiida con anti-ChAT Cuantitativo
Neuronas ChAT+ Inmunotefiida con anti- Cuantitativo
necroticas ChAT+
Gliosis Inmunotefiida con anti-PGFA Semicuantitativo
Espongiosis Hematoxilina-Eosina Semicuantitativo

Tabla 2. Tipos de preparaciones y analisis de las variables morfologicas e

inmunohistoquimicas a estudio.

4.7.2. Estudios de mecanismos moleculares de toxicidad

4.7.2.1. Analisis de la actividad de la ChAT

La enzima ChAT cataliza la transferencia de un grupo acetilo de la coenzima A,
acetil-CoA, a la colina, dando lugar a la ACh. La actividad de la ChAT se midi6 en el
homogenizado de las muestras de PSB por medio del método radio-enzimatico de
Fonnum (Fonnum, 1975), con una modificacion que implica la incorporacion de [C'4]
acetil-CoA en la ACh (Mennicken y Quirion, 1997; Zheng et al., 2002). Las muestras de
tejido se homogenizaron mediante sonicacion en 100 pl de tampodn de lisis frio (Tris 50

mM, pH 7,6, EDTA 1 mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1%), y a continuacién se
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centrifugaron a 10.000 x g durante 15 minutos y el sobrenadante se decanté en un tubo
nuevo (Zheng et al., 2002). La radioactividad correspondiente al producto de reaccion
([C'] ACh) se midié por medio de un medidor de cuentas. Los valores de actividad se
normalizaron frente a la concentracion total de proteina determinada a través del uso kit
BCA (ThermoFisher Scientific, Madrid, Spain). Todos los valores de actividad de la
ChAT, obtenidos por triplicado para cada muestra, se expresaron como pmol de ACh

sintetizada/h/mg de proteina.

4.7.2.2. Analisis de la actividad enzimatica de la AChE

Se determiné la actividad de la AChE tras 24 horas y 28 dias de exposicion a
cadmio, usando el método estdndar Ellman de tiocolina (Ellman et al., 1961), con
modificaciones menores (Hartl et al., 2011; Zimmermann et al., 2008), y los valores de
actividad se normalizaron frente a la concentracion total de proteina determinada a través
del uso kit BCA (ThermoFisher Scientific, Madrid, Spain). Brevemente, al final de los
tratamientos, los tejidos se homogenizaron mediante sonicacidn como acabamos de
describir mas arriba y del sobrenadante se tomaron alicuotas (10 pl) que se pipetearon
sobre una placa de microtitulacion de 96 pocillos que contenia tampdon Ellman, asi como
is0-OMPA, (concentracion final 100 mM). El ensayo cinético se inicié por adicion de
acetiltiocolina y acido ditionitrobenzoico (1 mM y 500 mM concentraciones finales,
respectivamente). La absorbancia se ley6 usando un lector de placas (412 nm). Todas las
muestras se realizaron por triplicado. La actividad de la AChE se calculé como
nmol/min/mg de proteina y se representa como porcentaje respecto al control. La

actividad de butirilcolinesterasa fue inhibida por iso-OMPA.
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4.7.2.3. Analisis de la concentracion neuronal de ACh

Para determinar la concentracion de ACh en las muestras de tejido
homogeneizado se usé un kit comercial colorimétrico/fluorimétrico (Abcam, Cambridge,
Reino Unido) (Reale et al., 2012) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Brevemente, las muestras se mezclaron con tampon de lisis y a continuacidon se
centrifugaron a 10.000 x g durante 15 minutos y el sobrenadante se decanté en un tubo
nuevo. 50 uL de la muestra se mezclaron con 50 pL de solucion de reaccion que incluye
tampon de ensayo para la colina, la sonda de colina y AChE de acuerdo con las
instrucciones. Cada muestra se ensay6 por triplicado, y todo el experimento se llevo a
cabo por triplicado. El nivel de ACh (pmol/pocillo) se calculé mediante la grafica de la
fluorescencia de cada muestra frente a las concentraciones estdndar de colina. La

medicion de la fluorescencia se determind a A Ex/Em 535/587 nm.

4.7.2.4. Analisis de la induccion neuronal de estrés oxidativo

Para determinar la induccion de estrés oxidativo tras la exposicion a cadmio
medimos la concentraciéon de MDA (indicador de la peroxidacion de lipidos) y de H20>
(indicador de la induccion de radicales libres). La concentracion intracelular de MDA se
cuantificé después de 24 horas o 28 dias de exposicion a Cd con o sin T3, usando el kit
MDA Assay Kit (Abcam, Cambridge, Reino Unido), siguiendo el protocolo del
fabricante. Tras el tratamiento se homogenizaron las muestras en tampén de lisis (300 pl)
en hielo, y se centrifugaron durante 15 minutos a 10000 x g. La muestra (200 pl) o
estandar (200 pl de MDA) se mezcld con 600 pl de solucion de terbutanol (TBA), se

incub6 a 95°C durante 50 min y se enfri6 a temperatura ambiente en un bafio de hielo
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durante 10 min. Se afadi6 cada muestra y estandar (200 pl) (duplicado) a una placa de
96 pocillos y se midi6 la absorbancia a 532 nm usando un lector de microplacas. La
concentracion de malondialdehido fue determinada como nmol/mg de proteina y se

representa como porcentaje respecto al control.

El peroxido de hidrogeno (H202) es una de las especies de oxigeno reactivas
(ERO) producidas bajo condiciones de estrés oxidativo. El contenido de H>O» se midi6
usando el kit Hydrogen Peroxide Assay Kit (Abcam, Cambridge, Reino Unido) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, después del tratamiento con Cd
con o sin T3, las muestras de tejido se recogieron en tampon de ensayo de H.O» y luego
se centrifugd durante 15 minutos a 10000 x g. Un total de 50 pl del sobrenadante se
mezcld con 50 pl de la mezcla de reaccion (tampdn de ensayo: 46 pl; sonda OxiRed: 2
pul; HRP: 2 pl) y después se incubaron a temperatura ambiente durante 10 min. La
densidad optica se leyd a 570 nm con un lector de microplacas y la concentracion de H2O»
se calculd de acuerdo con una curva de concentracion estandar. El contenido de H2O2 en
las muestras se expresa en nanomoles por mililitro y se representa como porcentaje

respecto al control.

4.7.2.5. Analisis de bloqueo neuronal de los receptores muscarinicos M1

Para llevar a cabo el analisis del bloqueo de los MR1 por el cadmio, las muestras
de tejido se lavaron con solucioén salina tamponada con tampdn fosfato en frio. A
continuacion, se adicion6 el tampoén de lisis (Tris 50 mM, pH 7,6, EDTA 1 mM, NaCl
150 mM, Triton X-100) y a continuacion se liso el tejido por ultrasonidos. El lisado se

centrifugd a 10000 x g durante 15 minutos a 4°C y el sedimento se resuspendio en el
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mismo tampdn a una concentracion de proteina de 3 mg/ml. Estas preparaciones se usaron
inmediatamente o se almacenaron a -80°C. La afinidad del Cd por los MR1 se evalu6
determinando el desplazamiento de la union de [°H] pirenzepina (Perkin Elmer, Madrid,
Espafia) a los MR1 de las membranas neuronales. Los ensayos se llevaron a cabo con
[*H] pirenzepina 10 nM, 5 mg de lisado y una de las concentraciones de cadmio a evaluar
(incluida cero) en cada tubo. Se ensay6 cada concentraciéon de Cd por triplicado. La
reaccion se inici6 con la adicion del lisado con las membranas celulares y los tubos se
incubaron a 22°C durante 60 min. La incubacion se termind mediante la adicion de 5 ml
de tampodn enfriado en hielo y la filtracion rapida a través de un papel de filtro de fibra de
vidrio Whatman GF/B (previamente endurecido en polietilenimina al 0,5%). Los filtros
se lavaron dos veces con 5 ml de tampon enfriado en hielo y se transfirieron a viales de
contaje de cuentas a los que se anadieron 3 ml de céctel de contaje de cuentas Beckman
Ready Safe. Los valores de union obtenidos (pmol) se normalizaron por los valores de
concentracion de proteina dando una unidad final de pmol/mg y se presentaron como

porcentaje de control sin tratar.

4.7.2.6. Analisis del contenido neuronal de proteinas beta-amiloides y Tau

Las muestras de tejido se lavaron con solucion salina tamponada con tampén
fosfato 0.01M y a continuacion se homogeneizaron en 100 pl de tampon de lisis en frio
(Tris 50 mM, pH 7,6, EDTA 1 mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1%), por
homogenizacion manual y por ultrasonidos. A continuacion, los homogenizados se
centrifugaron a 10.000 x g durante 15 minutos a 4°C y el sobrenadante resultante se le
adiciono inhibidores de proteasas y almacend para el andlisis. Se analizaron los

sobrenadantes para determinar los niveles totales de proteinas Tau (KMB7011) y Tau
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fosforiladas (KMB7041), y los niveles de proteinas AP 1-40 (KMB3481) y AB 1-42
(KMB3441) utilizando kits ELISA comerciales (Invitrogen, Madrid, Espafia), siguiendo
los protocolos del fabricante. Para tener en cuenta en dichos andlisis la concentracion de
proteinas, se midi6 la concentracion de proteina total presente en los lisados celulares
mediante el kit BCA (ThermoFisher Scientific, Madrid, Espafia) de acuerdo con el
protocolo del fabricante. Los valores obtenidos en los test de ELISA (pg/ml) fueron
normalizados con la concentracion intracelular total de proteinas (pg/ml), dando lugar a

una unidad final de pg/ug y presentada como porcentaje de control no tratado

4.7.2.7. Analisis del contenido de hormonas tiroideas

El contenido de T4, T3 y TSH se midi6 en plasma y PSB de animales tratados con
Cd para determinar si dichas hormonas se alteran por la exposicion al Cd. El contenido
de T4, T3 y TSH se midi6 usando kits comerciales de inmunoensayo enzimatico
especificos para cada hormona (MBS261867, MBS700273 y MBS729687,
respectivamente, MyBioSource, Madrid, Spain) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Las muestras de plasma se recogieron en tubos de centrifuga con heparina
como anticoagulante y se centrifugaron 1000 x g durante 15 minutos a 4 °C. Las muestras
de tejidos se homogeneizaron en 500 pL de solucién salina tamponada con fosfato 0,01
M de forma mecénica y por sonicacion. Los homogeneizados se centrifugaron a 1500 x
g durante 15 minutos a 4 °C. Se usaron 100 pl de las muestras para enzimoinmunoanalisis
(EIA) por duplicado. Se obtuvieron valores de ELISA (ng/ml) y se corrigieron por el
volumen plasmatico (ml/ml) o el peso del tejido (mg/ml), produciendo una unidad final
de pg/ml o pg/mg, respectivamente, y se presentaron como porcentaje del control sin

tratamiento.
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4.7.2.8. Analisis de la expresion genica

Para la realizacion de la determinacion de los cambios en la expresion génica tras
la exposicion al cadmio se realizd una reaccion en cadena de la polimerasa
semicuantitativa (qPCR). El ARN total fue extraido mediante el método del Trizol
(Invitrogen, Madrid, Espafa). La concentracion final de ARN se determiné usando un
espectrofotometro Nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific, Madrid, Espafia) y la
calidad de las muestras del ARN total se evalu6 utilizando el LabChip Experion (Bio-
Rad, Madrid, Espafia). La sintesis del ADN complementario del ARN se realiz6 con 1.000
ng de ARN usando el kit de sintesis PCR Array First Strand-Synthesis Kit (C02;
SuperArray Bioscience, Madrid, Espafia) siguiendo las instrucciones del fabricante,

incluyendo un paso de eliminacion de ADN gendmico y controles de ARN externos.

Después se realizo la qPCR utilizando conjuntos de cebadores prevalidados de los
genes en estudio incluyendo una etapa de eliminacion de ADN gendmico y controles de
ARN externos. Después de la transcripcion inversa, se realizé una qPCR utilizando
conjuntos de cebadores prevalidados (SuperArray Bioscience) que codifican para el
ARNm de ChAT (PPR55620A), VAChT (PPR44602A), HAChT (PPR49836A), AChE
(PPR0O6784B), NRF2 (PPR45094A), HO-1 (PPR57718A), GPX (PPR45366A), RM1
(PPRO6806A), RM2 (PPR06780B), RM3 (PPR06829B), RM4 (PPR06779A), RM5
(PPR49739B), GSK-3p (PPR44848A), BAPP (PPR06788A) y ACTB (PPR06570C). Los
cebadores para ambas isoformas de la AChE, Ry S, (Tabla 3) se tomaron de Jameson et
al. (2007). Las reacciones se realizaron en un CFX96 mediante Real-Time PCR SYBR
Green Master Mix PA-012 (SuperArray Bioscience). Los pardmetros del termociclador

fueron 95°C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos y
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72°C durante 30 segundos. Se utilizo el gen de la beta actina (ACTB) como un control

interno para la normalizacion. Los cambios relativos en la expresion génica se calcularon

utilizando el método de Ct (ciclo umbral). Los datos de expresion se presentan como

multiplos de cambio reales (Livak y Schmittgen, 2001).

Abreviatura Gen Referencia Cebadores Sentido (S) y
Antisentido (R)
AChE-S Acetilcolinesterasa | Jameson et al. (2007) | S-ccctcactgaactacaccgtggag
A- cggccttccactggegcetee
AChE-R Acetilcolinesterasa | Jameson et al. (2007) | S- ccctecactgaactacaccgtggag
A- gtccttecaacccttgecgecttg

Tabla 3. Cebadores usados para la determinacion de la expresion génica de las variantes

de la AChE.

Elegimos el estudio de los genes ChAT, VAChT, y AChE para determinar el

efecto del Cd sobre la transmision colinérgica, debido a que el neurotransmisor ACh es

sintetizado por la enzima ChAT (Oda, 1999) y la enzima HAChT media la recaptacion

de la colina a nivel presinaptico como paso limitante de la velocidad de sintesis de la ACh

(Bazalakova y Blakely, 2006). VAChT es responsable del transporte de la acetilcolina

desde el citoplasma a las vesiculas sindpticas, siendo este un paso limitante en la

liberacion de ACh (Oda, 1999). Por ultimo, la AChE descompone la ACh, terminando,

por lo tanto, el proceso de neurotransmision (Ballard et al., 2005).
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4.8. Analisis estadistico

Los datos recogidos de todas las variables a estudio se almacenaron en una base
de datos (aplicacion informatica Microsoft Excel). El analisis estadistico se plante6 en

dos fases:

Andlisis descriptivo: Frecuencias para las variables cualitativas y media
(desviacion estandar) para las cuantitativas (si cumplian criterios de normalidad) o la

mediana (rango) si no los cumplian.

Anadlisis de asociacion: para valorar la asociacion entre las variables cualitativas
del estudio se plante¢ la realizacion de la prueba Chi cuadrado, con la correccion de Fisher

en caso necesario.

La asociacion entre las variables cuantitativas se analizdo mediante la prueba t de
Student para datos apareados, para determinar las diferencias significativas entre un
tratamiento y su control y el analisis ANOVA de una via para la determinacion de
diferencias significativas entre diferentes tratamientos o entre los diferentes cuadrantes,
seguido por la prueba post-hoc de Tukey. La diferencia estadistica fue aceptada cuando

p <0,05. El analisis estadistico de los datos fue realizado con el programa GraphPad.
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RESULTADOS
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S5.- RESULTADOS

5.1. Estudio histologico de las variables morfoldgicas sobre la region del
prosencéfalo basal de ratas expuestas de manera unica o continuada a cadmio.

Implicacion de las hormonas tiroideas sobre dichas alteraciones.

5.1.1. Analisis descriptivo

5.1.1.1. Necrosis neuronal

Se contabilizaron las neuronas necroticas a nivel de los nucleos del PSB,
comprobando que cumplian los criterios histologicos descritos en el apartado “material y
métodos” (Figura 15). Al no haberse encontrado diferencias significativas entre el nticleo
septal, la banda diagonal de Broca y el nucleo basal de Meynert, los valores reflejados a
continuacion (Tabla 4) representan la media de los tres nucleos en cada grupo de animales
estudiados.

Tabla 4. Datos de media, DE y cambio porcentual respecto al control en los diferentes
grupos de ratas expuestas de manera Unica y continuada.

PORCENTAJE
NECROSIS NEURONAL MEDIA DE RESPECTO AL
CONTROL (%)
EXPOSICION UNICA
Control 1,41 0,90 100
T3 1,5 0,83 106,38
Cadmio 5,41 1,67 383,38
Cadmio+T3 4 1,07 283,68
EXPOSICION CONTINUADA
Control 1,5 0,85 100
T3 1,6 0,92 106,66
Cadmio 5,81 1,28 362,57
Cadmio+T3 4,12 1,32 283,68

DE: desviacion estandar.
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Figura 15. Septo medial de rata expuesta a cadmio de manera tUnica. En la imagen de la izquierda
(A) se observa la presencia de cuatro neuronas necroticas (flecha) y en la imagen de la derecha
(B) todas las neuronas excepto una (flecha) corresponden a neuronas con artefacto histologico o
“dark neurons”. H-E x400.

5.1.1.2. Espongiosis

En las tablas y figuras a continuacién se indican el score o grado de espongiosis
(conforme a lo definido en el apartado “material y métodos”) y porcentaje para cada
nucleo del PSB y para cada grupo de ratas expuestas de manera Unica o continuada a

cadmio y cadmio+T3.

A nivel del septo medial no se observo, en ninguno los grupos control, la presencia
de espongiosis (score 0). Sin embargo, en todos los grupos expuestos de manera Unica
(1mg/Kg) o continuada (0,1mg/Kg) a cadmio o a cadmio+T3, se observo la presencia de
un parénquima nervioso expandido, con vacuolas o espacios vacios (Figura 16), que
suponen menos del 50% del area a estudio (score 1) o mas del 50% de dicho area (score
2). El porcentaje de espongiosis score 1 6 2 en los diferentes grupos de ratas expuestas se

describe en la tabla 5, asi como en las figuras 17 y 18.
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Tabla 5. Grado de espongiosis (score) y porcentaje observado a nivel del septo medial en
los distintos grupos de ratas con exposicion unica y continuada.

ESPONGIOSIS SCORE PORCENTAJE (%)
EXPOSICION UNICA
Control 0 100
T3 0 100
Cadmio 1 100
Cadmio+T3 1 100
EXPOSICION CONTINUADA
Control 0 100
T3 0 100
Cadmio 1 50
2 50
Cadmio+T3 0 333
1 66,6

Figura 16. Nucleo septal de rata control, sin presencia de espongiosis (Imagen A, H-E
x400) y rata expuesta de manera Unica a cadmio, con presencia de espongiosis (Imagen
B, H-E x400).
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ESPONGIOSIS
48 Horas
SEPTO MEDIAL

ESCOREO ®=SCORE1 ®SCORE 2

CONTROL CADMIO CADMIO+T3

Figura 17. Porcentaje del grado de espongiosis a nivel del septo medial en los diferentes

grupos de ratas expuestas a cadmio y cadmio+T3 de manera unica.

ESPONGIOSIS
28 Dias
SEPTO MEDIAL

ESCOREO ®=SCORE1 ®SCORE 2

CONTROL CADMIO CADMIO+ T3

Figura 18. Porcentaje del grado de espongiosis a nivel del septo medial en los diferentes

grupos de ratas expuestas a cadmio y cadmio+T3 de manera continuada.
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A nivel de la banda diagonal de Broca se observo la presencia de espongiosis
unicamente en los grupos expuestos a cadmio o cadmio+T3, de manera tnica (1mg/Kg)
o continuada (0,1mg/Kg). Los datos del porcentaje de ratas con presencia o no de
espongiosis, asi como si la espongiosis corresponde a un area mayor o menor del 50% del
parénquima a estudio, se encuentran representados en la tabla 6, asi como en las figuras

19y 20.

Tabla 6. Grado de espongiosis (score) y porcentaje observado a nivel de la banda
diagonal de Broca, en los distintos grupos de ratas con exposicion Unica y continuada.

ESPONGIOSIS SCORE PORCENTAJE (%)
EXPOSICION UNICA
Control 0 100
T3 0 100
Cadmio 0 50
1 50
Cadmio+T3 0 50
1 50
EXPOSICION CONTINUADA
Control 0 100
T3 0 100
Cadmio 0 333
1 333
2 333
Cadmio+T3 0 83,4
1 16,6
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ESPONGIOSIS
48 Horas
BANDA DIAGONAL DE BROCA

ESCOREO ®=SCORE1 ®SCORE 2

CONTROL CADMIO CADMIO+T3

Figura 19. Porcentaje del grado de espongiosis a nivel de la banda diagonal de Broca en

los diferentes grupos de ratas expuestas a cadmio y cadmio+T3 de manera Unica.

ESPONGIOSIS
28 Dias
BANDA DIAGONAL DE BROCA

ESCOREO ®=SCORE1 ®SCORE 2

CONTROL CADMIO CADMIO+T3

Figura 20. Porcentaje del grado de espongiosis a nivel de la banda diagonal de Broca en

los diferentes grupos de ratas expuestas a cadmio y cadmio+T3 de manera continuada.
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A nivel del nucleo basal de Meynert destaca la ausencia de espongiosis tanto en
los grupos control como en el grupo expuesto a cadmio de manera unica (Img/Kg). Los
datos del porcentaje y score de espongiosis se encuentran representados en la tabla 7,

figuras 21 y 22.

Tabla 7. Grado de espongiosis (score) y porcentaje observado a nivel del nicleo basal de

Meynert en los distintos grupos de ratas con exposicion Unica y continuada.

ESPONGIOSIS SCORE PORCENTAUJE (%)
EXPOSICION UNICA
Control 0 100
T3 0 100
Cadmio 0 100
Cadmio+T3 0 66,6
1 33,3
EXPOSICION CONTINUADA
Control 0 100
T3 0 100
Cadmio 0 333
1 66,6
Cadmio+T3 0 33,3
1 66,6
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ESPONGIOSIS
48 Horas
NUCLEO BASAL DE MEYNERT

ESCOREO ®=SCORE1 ®SCORE 2

CONTROL CADMIO CADMIO+T3

Figura 21. Porcentaje del grado de espongiosis a nivel del nicleo basal de Meynert en los

diferentes grupos de ratas expuestas a cadmio y cadmio+T3 de manera Unica.

ESPONGIOSIS
28 Dias
NUCLEO BASAL DE MEYNERT

ESCOREO ®=SCORE1 ®SCORE 2

CONTROL CADMIO CADMIO+T3

Figura 22. Porcentaje del grado de espongiosis a nivel del nicleo basal de Meynert en los

diferentes grupos de ratas expuestas a cadmio y cadmio+T3 de manera continuada.

- 152 -



5.1.1.3. Gliosis

En las tablas y figuras a continuacion se indican el score o grado de gliosis
(conforme a lo definido en el apartado “material y métodos”) y frecuencia para cada
nucleo del PSB (Figura 23) y para cada grupo de ratas expuestas de manera Unica o

continuada a cadmio y cadmio+T3.

Figura 23. Gliosis grado 2, definida por técnica inmunohistoquimica, a nivel del nticleo

septal de rata expuesta a cadmio de manera tinica (Imagen A, IHQ GFAP x200). Detalle,
a mayor aumento, de astrocitos con aumento de grosor y morfologia irregular de sus

prolongaciones (Imagen B, IHQ GFAP x400).
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A nivel del septo medial se observo, en todos los grupos de ratas, tanto control
como expuestas a cadmio y cadmio+T3 (1mg/Kg y 0,1mg/Kg), la presencia de gliosis. El
porcentaje y score para cada grupo se describen en la tabla 8, asi como en las figuras 24

y 25.

Tabla 8. Grado de gliosis (score) y porcentaje observado a nivel del septo medial en los

distintos grupos de ratas con exposicion Unica y continuada.

GLIOSIS SCORE PORCENTAJE (%)
EXPOSICION UNICA
Control 1 100
T3 1 100
Cadmio 1 50
2 50
Cadmio+T3 1 66,6
2 333
EXPOSICION CONTINUADA
Control 1 100
T3 1 100
Cadmio 1 100
Cadmio+T3 1 50
2 50
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GLIOSIS
48 Horas
SEPTO MEDIAL

ESCORE1 MSCORE2 MESCORE3

CONTROL CADMIO CADMIO+T3

Figura 24. Porcentaje del grado de gliosis a nivel del nucleo septal en los diferentes

grupos de ratas expuestas a cadmio y cadmio+T3 de manera unica.

GLIOSIS
28 Dias
SEPTO MEDIAL

ESCORE1 ®SCORE2 MSCORE3

CONTROL CADMIO CADMIO+ T3

Figura 25. Porcentaje del grado de gliosis a nivel del ntcleo septal en los diferentes

grupos de ratas expuestas a cadmio y cadmio+T3 de manera continuada.
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A nivel de la banda diagonal de Broca se observd, en todos los grupos control, la
presencia de gliosis score 1. En los grupos expuestos a cadmio y cadmio+T3 de manera
unica (1mg/Kg) o continuada (0,1mg/Kg), se observo un porcentaje de ratas con un score

mayor que el grupo control. Todos los datos en relacion al porcentaje y score de gliosis

para cada grupo se describen en la tabla 9, asi como en las figuras 26 y 27.

Tabla 9. Grado de gliosis (score) y porcentaje observado a nivel de la banda diagonal de

Broca en los distintos grupos de ratas con exposicion unica y continuada.

GLIOSIS SCORE PORCENTAUJE (%)
EXPOSICION UNICA
Control 1 100
T3 1 100
Cadmio 1 333
2 66,6
Cadmio+T3 1 66,6
2 333
EXPOSICION CONTINUADA
Control
T3 1 100
Cadmio 1 100
1 50
2 333
Cadmio+T3 3 16,6
1 66,6
2 333
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GLIOSIS
48 Horas
BANDA DIAGONAL DE BROCA

BMSCORE1 M®SCORE2 M™SCORE3

CONTROL T3 CADMIO CADMIO+T3

Figura 26. Porcentaje del grado de gliosis a nivel de la banda diagonal de Broca en los

diferentes grupos de ratas expuestas a cadmio y cadmio+T3 de manera Unica.

GLIOSIS
28 Dias
BANDA DIAGONAL DE BROCA

BMSCORE1 MSCORE2 MSCORE3

CONTROL CADMIO CADMIO+T3

Figura 27. Porcentaje del grado de gliosis a nivel de la banda diagonal de Broca en los

diferentes grupos de ratas expuestas a cadmio y cadmio+T3 de manera continuada.
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A nivel del ntcleo basal de Meynert, al igual que en los dos nucleos del PSB
descritos anteriormente, se observa gliosis en todos los grupos de ratas estudiados. El
porcentaje y score de gliosis para cada grupo se describen en la tabla 10, asi como en las

figuras 28 y 29.

Tabla 10. Grado de gliosis (score) y porcentaje observado a nivel del nicleo basal de
Meynert en los distintos grupos de ratas con exposicion Unica y continuada.

GLIOSIS SCORE PORCENTAUJE (%)
EXPOSICION UNICA
Control 1 100
T3 1 100
Cadmio 1 50
2 50
Cadmio+T3 1 333
2 66,6
EXPOSICION CONTINUADA
Control 1 100
T3 1 83,3
2 16,6
Cadmio 1 50
2 50
Cadmio+T3 1 50
2 50
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GLIOSIS
48 Horas
NUCLEO BASAL DE MEYNERT

ESCORE1 MSCORE2 MESCORE3

CONTROL T3 CADMIO CADMIO+T3

Figura 28. Porcentaje del grado de gliosis a nivel del nucleo basal de Meynert en los

diferentes grupos de ratas expuestas a cadmio y cadmio+T3 de manera Unica.

GLIOSIS
28 Dias
NUCLEO BASAL DE MEYNERT

ESCORE1 ®SCORE2 MSCORE3

CONTROL CADMIO CADMIO+T3

Figura 29. Porcentaje del grado de gliosis a nivel del nucleo basal de Meynert en los

diferentes grupos de ratas expuestas a cadmio y cadmio+T3 de manera continuada.
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5.1.2. Analisis de asociacion

5.1.2.1. Necrosis neuronal

Tras exposicion unica a cadmio (1 mg/Kg), se encontré un aumento significativo
(p<0,001) en el porcentaje de neuronas necroticas del PSB en comparacion con el grupo
control. El aumento del porcentaje de neuronas necrdticas fue significativamente menor
en el grupo con tratamiento combinado cadmio+T3, en comparacion con el grupo tratado

solo con cadmio (p<0,01), pero sin llegar a alcanzar el valor del grupo control (Figura

30).
48 Horas
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Figura 30. Andlisis del efecto del cadmio (Img/Kg), con o sin T3 (40 pg/Kg), sobre la
necrosis neuronal del PSB de ratas Wistar. Los datos representan la media + DE del
porcentaje de neuronas necroticas respecto al control. ““p<0,001 comparado con el
control; #p<0,01 comparado con el tratamiento con cadmio.
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Tras exposicion continuada a cadmio (0,1 mg/Kg), se encontr6 un aumento
significativo (p<0,001) en el porcentaje de neuronas necroticas del PSB en comparacion
con el grupo control. El aumento del porcentaje de neuronas necroticas fue
significativamente menor en el grupo con tratamiento combinado cadmio+T3 de manera
continuada, en comparacion con el grupo tratado solo con cadmio (p<0,05), pero sin

llegar a alcanzar el valor del grupo control (Figura 31).
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Figura 31. Analisis del efecto del cadmio (0,1mg/Kg), con o sin T3 (40 pg/Kg), sobre la
necrosis neuronal del PSB de ratas Wistar. Los datos representan la media + DE del
porcentaje de neuronas necroticas respecto al control. ““p<0,001 comparado con el
control; *p<0,05 comparado con el tratamiento con cadmio.
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5.1.2.2. Espongiosis

Para analizar la existencia de una asociacion estadisticamente significativa entre

los diferentes grupos de ratas, respecto a la variable espongiosis, se realizd un analisis

estadistico con Chi cuadrado.

A continuacion, se presentan las comparativas especificas a nivel de los diferentes

nucleos del PSB, entre los diferentes grupos de ratas expuestos de manera unica (Tabla

11) o continuada (Tabla 12) a cadmio y cadmio+T3, comparados con el grupo control.

Tabla 11. Andlisis de asociacion (Chi cuadrado) de la variable espongiosis, a nivel de los
nucleos del PSB, entre los diferentes grupos de ratas expuestas de manera unica.

Chi cuadrado
“p”
Cd vs Control Cd+T3 vs Control Cd vs Cd+T3
Septo medial 0,0001 0,0001 1
Banda diagonal de Broca 0,01 0,01 0,67
Nucleo basal de Meynert 0,01 0,01 0,08

Tabla 12. Andlisis de asociacion (Chi cuadrado) de la variable espongiosis, a nivel de los
nucleos del PSB, entre los diferentes grupos de ratas expuestas de manera continuada.

Chi cuadrado
“p”
Cd vs Control Cd+T3 vs Control Cd vs Cd+T3
Septo medial 0,0015 0,016 0,01
Banda diagonal de Broca 0,0046 0,01 0,08
Nucleo basal de Meynert 0,01 0,01 0,67
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Estos resultados confirman que las diferencias en el grado de espongiosis,
observadas en los diferentes nticleos del PSB, tanto en el grupo de ratas expuesto a cadmio
de manera Unica como continuada, comparado con los grupos control, son

estadisticamente significativas (p<0,05).

En cuanto a las diferencias en el grado de espongiosis, observadas entre los grupos
expuestos a cadmio y aquellos expuestos a cadmio+T3, inicamente se confirmaron
diferencias estadisticamente significativas a nivel del septo medial, en el grupo expuesto

de manera continuada (p=0,01).

5.1.2.3. Gliosis

Para analizar la existencia de una asociacion estadisticamente significativa entre
los diferentes grupos de ratas, respecto a la variable gliosis, se realizd un analisis

estadistico con Chi cuadrado.

A continuacion, se presentan las comparativas especificas a nivel de los diferentes

nucleos del PSB, entre los diferentes grupos de ratas expuestos de manera unica (Tabla

13) o continuada (Tabla 14) a cadmio y cadmio+T3, comparados con el grupo control.
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Tabla 13. Anélisis de asociacion (Chi cuadrado) de la variable gliosis, a nivel de los
nucleos del PSB, entre los diferentes grupos de ratas expuestas de manera unica a cadmio

y cadmio+T3, comparados con el grupo control.

Chi cuadrado
“p”
Cd vs Control Cd+T3 vs Control Cd vs Cd+T3
Septo medial 0,016 0,06 0,3
Banda diagonal de Broca 0,001 0,1 0,07
Nucleo basal de Meynert 0,009 0,001 0,36

Tabla 14. Anélisis de asociacion (Chi cuadrado) de la variable gliosis, a nivel de los
nucleos del PSB, entre los diferentes grupos de ratas expuestas de manera continuada a

cadmio y cadmio+T3, comparados con el grupo control.

Chi cuadrado
“p”
Cd vs Control Cd+T3 vs Control Cd vs Cd+T3
Septo medial 0,03 1 0,03
Banda diagonal de Broca 0,03 0,035 0,3
Nucleo basal de Meynert 0,009 0,01 0,67

Estos resultados confirman que las diferencias en el grado de gliosis, observadas

en los diferentes nucleos del PSB, tanto en el grupo de ratas expuesto a cadmio de manera

unica como de manera continuada, comparado con los grupos control, son

estadisticamente significativas (p<0,05).
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En cuanto a las diferencias en el grado de gliosis, observadas entre los grupos
expuestos a cadmio y aquellos expuestos a cadmio+T3, inicamente se confirmaron
diferencias estadisticamente significativas a nivel del septo medial, en el grupo expuesto

de manera continuada (p=0,03).

5.2. Estudio de las variables inmunohistoquimicas sobre la region del prosencéfalo

basal de ratas expuestas de manera unica o continuada a cadmio. Implicacion de las

hormonas tiroideas sobre dichas alteraciones.

5.2.1. Analisis descriptivo

5.2.1.1. Neuronas NeuN+

Se analizaron los nucleos septal, banda diagonal de Broca y nucleo basal de
Meynert, previamente delimitados con el objetivo de 4x/0.10 (Nikon E200), en las
preparaciones inmunotefiidas con el anticuerpo NeuN de cada uno de los grupos
(exposicidn unica y continuada) control, tratamiento con T3, tratamiento con cadmio y

tratamiento combinado cadmio+T3 (Figura 32).

Al no haberse encontrado diferencias significativas entre el nucleo septal, la banda

diagonal de Broca y el nucleo basal de Meynert, los valores reflejados a continuacion

representan la media de los tres nticleos en cada grupo de animales estudiados (Tabla 15).
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Tabla 15. Datos de media, DE y cambio porcentual respecto al control en los diferentes
grupos de ratas expuestas de manera tinica y continuada.

PORCENTAJE
NEURONAS NeuN+ MEDIA D.E. RESPECTO AL
CONTROL (%)
EXPOSICION UNICA
Control 265,41 33,2 100
T3 274,33 28,67 103,36
Cadmio 224 22,62 84,39
Cadmio+T3 256,66 30,59 96,70
EXPOSICION CONTINUADA
Control 273,6 35,59 100
T3 283 32,58 103,41
Cadmio 221,41 12,7 80,90
Cadmio+T3 2435 29,65 89

D.E. Desviacion Estandar.
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Figura 32. Las microfotografias corresponden a cortes del septo medial del PSB,
inmunotefiidos con anti-NeuN (x400). En la imagen de la izquierda, que corresponde al
grupo expuesto de forma tinica a cadmio (A), se observa un menor nimero de neuronas
NeuN+ que en el grupo expuesto de forma tnica a co-tratamiento con T3 (B).
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5.2.1.2. Neuronas ChAT+

Se contabilizaron las neuronas colinérgicas inmunoteflidas con el anticuerpo
frente a la enzima ChAT en las preparaciones seleccionadas de cada uno de los grupos
(exposicidn unica y continuada) control, tratamiento con T3, tratamiento con cadmio y
tratamiento combinado cadmio+T3 (Figura 33). Al no haberse encontrado diferencias
significativas entre el nucleo septal, la banda diagonal de Broca y el nucleo basal de
Meynert, los valores reflejados a continuacion representan la media de los tres nticleos en

cada grupo de animales estudiados (Tabla 16).

Tabla 16. Datos de media, DE y cambio porcentual respecto al control en los diferentes
grupos de ratas expuestas de manera Unica y continuada.

PORCENTAJE
NEURONAS ChAT+ MEDIA D.E. RESPECTO AL
CONTROL (%)
EXPOSICION UNICA
Control 150,25 252 100
T3 156,66 26,37 104,30
Cadmio 146,25 25,9 96,7
Cadmio+T3 150,33 26,44 100
EXPOSICION CONTINUADA
Control 153,75 20 100
T3 155,83 26,63 106,30
Cadmio 144,58 27,34 95,33
Cadmio+T3 150,16 28,81 97,6

D.E. Desviacion estandar.
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Figura 33. La microfotografia corresponde a un corte, inmunotefiido con anti-ChAT, del

septo medial del PSB de una rata expuesta a cadmio de forma tnica (IHQ x400). Las

flechas sefialan las neuronas colinérgicas ChAT+.

5.2.1.3. Neuronas ChAT+ necroticas

Se contabilizaron las neuronas colinérgicas inmunotefiidas con el anticuerpo
frente a la enzima ChAT y con caracteristicas histoldgicas de necrosis (explicado en el
apartado “material y métodos™), en las preparaciones seleccionadas de cada uno de los
grupos (exposicion Unica y continuada) control, tratamiento con T3, tratamiento con

cadmio y tratamiento combinado cadmio+T3 (Figura 34).
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Al no haberse encontrado diferencias significativas entre el nucleo septal, la banda
diagonal de Broca y el nucleo basal de Meynert, los valores reflejados a continuacion

(Tabla 17) representan la media de los tres nucleos en cada grupo de animales estudiados.

Tabla 17. Datos de media, DE y cambio porcentual respecto al control en los diferentes
grupos de ratas expuestas de manera Unica y continuada.

NEURONAS ChAT+ MEDIA D.E. PORCENTAJE
NECROTICAS RESPECTO AL
CONTROL (%)
EXPOSICION UNICA
Control 1,3 0,56 100
T3 0,83 0,45 80,72
Cadmio 5,08 1,02 491,56
Cadmio+T3 3,97 1,10 340,96
EXPOSICION CONTINUADA
Control 1,17 0,67 100
T3 1,18 0,84 100
Cadmio 4,25 0,97 455,04
Cadmio+T3 2,36 0,76 270,95

D.E. Desviacion estandar.
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Figura 34. La microfotografia corresponde a un corte, inmunotefiido con anti-ChAT, del
septo medial del PSB de una rata expuesta a cadmio de forma tnica (IHQ x200). Las
flechas sefialan las neuronas colinérgicas y con caracteristicas necroticas ChAT+.
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5.2.2. Analisis de asociacion

5.2.2.1. Neuronas NeuN+

Tras exposicion Unica a cadmio (1 mg/Kg), se encontrd6 una reduccion
significativa (p<0,01) en el porcentaje de neuronas NeuN+ del PSB en comparacioén con
el grupo control. La disminucion del porcentaje de neuronas NeuN+ fue
significativamente menor en el grupo con tratamiento combinado cadmio+T3 en
exposicion Unica, en comparacion con el grupo tratado solo con cadmio (p<0,001), pero

sin llegar a alcanzar el valor del grupo control (Figura 35).
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Figura 35. Analisis del efecto del cadmio (Img/Kg), con o sin T3 (40 png/Kg), sobre las
neuronas NeuN+ del PSB de ratas Wistar. Los datos representan la media = DE del
porcentaje de neuronas necroticas respecto al control. ““p<0,01 comparado con el control;
#p<0,01 comparado con el tratamiento con cadmio.
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Tras 28 dias de tratamiento con cadmio (0,1 mg/Kg), se encontr6 una reduccion
significativa (p<0,05) en el porcentaje de neuronas NeuN+ del PSB en comparacioén con
el grupo control. Esta disminucion en el porcentaje de neuronas NeuN+ fue menor en el
grupo con tratamiento combinado cadmio+T3 a los 28 dias, en comparacion con el grupo

tratado solo con cadmio, pero sin llegar a ser estadisticamente significativo (Figura 36).
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Figura 36. Analisis del efecto del cadmio (0,1mg/Kg), con o sin T3 (40 pg/Kg), sobre
las neuronas NeuN+ del PSB de ratas Wistar. Los datos representan la media + DE del
porcentaje de neuronas necrdticas respecto al control. “p<0,05 comparado con el control.

5.2.2.2. Neuronas ChAT+

La comparacion del porcentaje de neuronas ChAT+ a nivel del PSB no ha
permitido encontrar diferencias estadisticamente significativas en relacion a la exposicion

a cadmio de manera Unica (p=0,82) o continuada (p=0,88) (Figuras 37 y 38).
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Figura 37. Analisis del efecto del cadmio (1 mg/Kg) con o sin T3 (40 png/Kg), sobre las
neuronas ChAT+ del PSB de ratas Wistar. Los datos representan la media = DE del
porcentaje de neuronas ChAT+ respecto al control.
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Figura 38. Andlisis del efecto del cadmio (0,1 mg/Kg), con o sin T3 (40 pg/Kg), sobre
las neuronas ChAT+ del PSB de ratas Wistar. Los datos representan la media = DE del
porcentaje de neuronas ChAT+ respecto al control.
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5.2.2.3. Neuronas ChAT+ necroticas

Tras exposicion Unica y continuada a cadmio (1 mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontr6 un aumento significativo (p<0,001) en el porcentaje de
neuronas ChAT+ necroticas del PSB en comparacion con el grupo control. El aumento
del porcentaje de neuronas ChAT+ necrdticas fue significativamente menor en el grupo
con tratamiento combinado cadmio+T3, tanto en exposicion unica como continuada, en
comparacion con el grupo tratado solo con cadmio (p<0,001), pero sin llegar a alcanzar

el valor del grupo control (Figuras 39 y 40).
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Figura 39. Analisis del efecto del cadmio (1 mg/Kg), con o sin T3 (40 nug/Kg), sobre las
neuronas ChAT+ necrdticas del PSB de ratas Wistar. Los datos representan la media +
DE del porcentaje de neuronas ChAT+ necroticas respecto al control. **p<0,001
comparado con el control; *#p<0,001 comparado con el tratamiento con cadmio.
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Figura 40. Andlisis del efecto del cadmio (0,1 mg/Kg), con o sin T3 (40 pg/Kg), sobre
las neuronas ChAT+ necroticas del PSB de ratas Wistar. Los datos representan la media
+ DE del porcentaje de neuronas ChAT+ necroticas respecto al control. *p<0,001
comparado con el control; *#p<0,001 comparado con el tratamiento con cadmio.

5.2.2.4. Neuronas ChAT+ necroticas y neuronas necroticas totales

Tras la exposicion Unica y continuada a cadmio (1 mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontr6 un aumento significativo (p<0,001) en el porcentaje de
neuronas necroticas totales y neuronas ChAT+ necréticas del PSB en comparacion con el

grupo control.
En el grupo expuesto a cadmio de manera unica, el aumento del porcentaje de

neuronas ChAT+ necroticas fue significativamente mayor (p<0,01), comparado con el

porcentaje de neuronas necroticas totales.
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En el grupo expuesto de manera continuada, a pesar de observarse un aumento en
el porcentaje de neuronas ChAT+ necroticas, éste no fue significativo al compararse con

el porcentaje de neuronas necroéticas totales (Figuras 41 y 42).
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Figura 41. Analisis del efecto del cadmio (1 mg/Kg), sobre las neuronas necroticas totales
y neuronas ChAT+ necrdticas del PSB de ratas Wistar. Los datos representan la media +
DE del porcentaje de neuronas necroticas totales y neuronas ChAT+ necroéticas respecto
al control. **p<0,001 comparado con el control; #p<0,01 comparado con las neuronas
necroticas totales.
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Figura 42. Analisis del efecto del cadmio (0,1 mg/Kg), sobre las neuronas necroticas
totales y neuronas ChAT+ necréticas del PSB de ratas Wistar. Los datos representan la
media + DE del porcentaje de neuronas necroticas totales y neuronas ChAT+ necroticas
respecto al control. “*p<0,001 comparado con el control; #p<0,01 comparado con las
neuronas necroticas totales.

5.3. Estudio de mecanismos moleculares de toxicidad a nivel del prosencéfalo basal
en ratas expuestas de manera unica o continuada a cadmio. Implicacion de las

hormonas tiroideas sobre dichas alteraciones.

5.3.1. Actividad de la enzima ChAT

Tras la exposicion Unica y continuada a cadmio (1 mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontré una reduccion significativa (p<<0,001) en la concentracion
de la enzima ChAT del PSB, en comparacion con el grupo control. Esta disminucion en

la concentracion enzimatica fue significativamente menor (p<<0,001 en el grupo expuesto
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de manera unica y p<0,05 en el grupo expuesto de manera continuada) en el grupo
expuesto a tratamiento combinado cadmio+T3, comparado con el grupo tratado solo con

cadmio (Figura 43).
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Figura 43. Anélisis del efecto del cadmio tras exposicion tnica (A) o continuada (B), con
o sin T3 (40 pg/Kg), sobre la sobre la actividad de la enzima ChAT a nivel del PSB de
ratas Wistar. Los datos representan la media + DE del porcentaje de enzima ChAT
respecto al control. “*p<0,001 comparado con el control; #p<0,01 y #p<0,05 comparado
con el tratamiento con cadmio.
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5.3.2. Actividad de la enzima AChE

Tras la exposicion Unica y continuada a cadmio (I mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontré una reduccion significativa (p<<0,001) en la concentracion
de la enzima AChE del PSB, en comparacion con el grupo control. Esta disminucion en
la concentracion enzimatica fue significativamente menor (p<0,05 en el grupo expuesto
de manera unica y p<0,01 en el grupo expuesto de manera continuada) en el grupo
expuesto a tratamiento combinado cadmio+T3, comparado con el grupo tratado solo con

cadmio (Figura 44).
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Figura 44. Analisis del efecto del cadmio tras exposicion tnica (A) o continuada (B), con
o sin T3 (40 pg/Kg), sobre la sobre la actividad de la enzima AChE a nivel del PSB de
ratas Wistar. Los datos representan la media £ DE del porcentaje de enzima AChE
respecto al control. “*p<0,001 comparado con el control; #p<0,05 y #p<0,01 comparado
con el tratamiento con cadmio.
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5.3.3. Concentracion neuronal de ACh

Tras exposicion Unica y continuada a cadmio (1 mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontrd una reduccion significativa (p<0,001) en el contenido de
ACh a nivel del PSB, en comparacion con el grupo control. Esta disminucion en la
concentracion enzimatica fue significativamente menor (p<<0,001) en el grupo expuesto a

tratamiento combinado cadmio+T3, comparado con el grupo tratado solo con cadmio

(Figura 45).
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Figura 45. Andlisis del efecto del cadmio tras exposicion unica (A) o continuada (B),
con o sin T3 (40 pg/Kg), sobre la concentraciéon de ACh a nivel del PSB de ratas
Wistar. Los datos representan la media + DE del porcentaje de concentracion de ACh
respecto al control. ““p<0,001 y “p<0,01 comparado con el control; *p<0,01
comparado con el tratamiento con cadmio.
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5.3.4. Induccién neuronal de estrés oxidativo

Para determinar la induccidon neuronal de estrés oxidativo tras la exposicion a
cadmio, se midi6 la concentracion de MDA (indicador de la peroxidacion de lipidos) y

de H>O: (indicador de la induccion de radicales libres).

5.3.4.1. Concentracion tisular de MDA

Tras la exposicion Unica y continuada a cadmio (1 mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontré una reduccion significativa (p<<0,001) en la concentracion
de MDA del PSB, en comparacién con el grupo control. Esta disminucién en la
concentracion enzimatica fue significativamente menor (p<<0,001) en el grupo expuesto a

tratamiento combinado cadmio+T3, comparado con el grupo tratado solo con cadmio

(Figura 46).
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Figura 46. Analisis del efecto del cadmio tras exposicion tnica (A) o continuada (B), con
o sin T3 (40 pg/Kg), sobre la concentracion de MDA a nivel del PSB de ratas Wistar. Los
datos representan la media + DE del porcentaje de MDA respecto al control. ***p<0,001
comparado con el control; *#p<0,001 comparado con el tratamiento con cadmio.
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5.3.4.2. Concentracion tisular de H,O;

Tras la exposicion Unica y continuada a cadmio (1 mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontré una reduccion significativa (p<<0,001) en la concentracion
de H202 del PSB, en comparacion con el grupo control. Esta disminucion en la
concentracion enzimatica fue significativamente menor (p<<0,001) en el grupo expuesto a

tratamiento combinado cadmio+T3, comparado con el grupo tratado solo con cadmio

(Figura 47).
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Figura 47. Anélisis del efecto del cadmio tras exposicion tnica (A) o continuada (B), con
o sin T3 (40 pg/Kg), sobre la concentracion de H>O; a nivel del PSB de ratas Wistar. Los
datos representan la media = DE del porcentaje de H>O> respecto al control. **p<0,001
comparado con el control; *#p<0,001 comparado con el tratamiento con cadmio.
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5.3.5. Bloqueo neuronal de los receptores muscarinicos M1

La afinidad del cadmio por los receptores muscarinicos M1 se estudio, seglin se
describe en el apartado 4.7.2.4., mediante la determinacion del desplazamiento de la uniéon

de [*H] pirenzepina a los RM1 de las membranas neuronales.

Tras exposicion Unica y continuada a cadmio (1 mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontré una reduccion significativa (p<<0,001) en la concentracion
de [*H] pirenzepina a nivel del PSB, en comparacién con el grupo control. Esta
disminucion en la concentracion de [*H] pirenzepina fue significativamente menor
(p<0,001) en el grupo expuesto a tratamiento combinado cadmio+T3, comparado con el

grupo tratado solo con cadmio (Figura 48).
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Figura 48. Analisis del efecto del cadmio tras exposicion tnica (A) o continuada (B), con
o sin T3 (40 pug/Kg), sobre la concentracion de [*H] pirenzepina a nivel del PSB de ratas
Wistar. Los datos representan la media + DE del porcentaje de [*H] pirenzepina respecto
al control. **p<0,001 y **p<0,01 comparado con el control; #p<0,01 comparado con el
tratamiento con cadmio.
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5.3.6. Contenido neuronal de proteinas beta-amiloides

5.3.6.1. Proteinas beta-amiloides

Tras exposicion Unica y continuada a cadmio (1 mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontrd un aumento significativo (p<0,001) en la concentracion de
proteinas beta-amiloides a nivel del PSB, en comparaciéon con el grupo control. Este
aumento en la concentracién de proteinas beta-amiloides fue significativamente menor
en las proteinas AP 1-40 frente a las proteinas AP 1-42, tanto en el grupo expuesto de

manera Unica (p<0,05), como de manera continuada (p<0,01) (Figura 49).
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Figura 49. Analisis del efecto del cadmio (Img/Kg y 0,1mg/Kg), con o sin T3 (40
ng/Kg), sobre la concentracion de proteinas beta-amiloides a nivel del PSB de ratas
Wistar. Los datos representan la media + DE del porcentaje de proteinas beta-amiloides
respecto al control. “*p<0,001 comparado con el control; #p<0,01 y #p<0,05 comparado
con el tratamiento con cadmio.
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5.3.6.2. Proteina Ap 1-40 (KMB3481)

Tras la exposicion Unica y continuada a cadmio (1 mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontrd un aumento significativo (p<0,001) en la concentraciéon de
la proteina AP 1-40 a nivel del PSB, en comparacion con el grupo control. Este aumento
en la concentracion de proteinas beta-amiloides fue significativamente menor, tanto en el
grupo expuesto a tratamiento combinado cadmio+T3 de manera unica (p<0,05), como de

manera continuada (p<0,01), comparado con el grupo tratado solo con cadmio (Figura

50).
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Figura 50. Analisis del efecto del cadmio tras exposicion unica (A) o continuada(B), con
o sin T3 (40 pg/Kg), sobre la concentracion de la proteina AP 1-40 a nivel del PSB de
ratas Wistar. Los datos representan la media + DE del porcentaje de la proteina AB 1-40
respecto al control. *p<0,001 y “p<0,01 comparado con el control; *p<0,01 comparado
con el tratamiento con cadmio.
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5.3.6.3. Proteina Ap 1-42 (KMB3441)

Tras exposicion Unica y continuada a cadmio (1 mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontrd un aumento significativo (p<0,001) en la concentraciéon de
la proteina AP 1-42 a nivel del PSB, en comparacion con el grupo control. Este aumento
en la concentracion de proteinas beta-amiloides fue significativamente menor (p<0,01)
en el grupo expuesto a tratamiento combinado cadmio+T3, comparado con el grupo

tratado solo con cadmio (Figura 51).
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Figura 51. Anélisis del efecto del cadmio tras exposicion tnica (A) o continuada (B), con
o sin T3 (40 pg/Kg), sobre la concentracion de la proteina AP 1-42 a nivel del PSB de
ratas Wistar. Los datos representan la media + DE del porcentaje de la proteina Ap 1-42
respecto al control. *p<0,001 y “p<0,01 comparado con el control; *p<0,01 comparado
con el tratamiento con cadmio
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5.3.7. Contenido de proteinas Tau

5.3.7.1. Proteinas Tau

Tras la exposicion Unica y continuada a cadmio (1 mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontrd un aumento significativo (p<0,001) en la concentracion de
proteinas Tau a nivel del PSB, en comparacion con el grupo control. Este aumento en la
concentracion de proteinas beta-amiloides fue significativamente menor en las proteinas
AP 1-40 frente a las proteinas AP 1-42, tanto en el grupo expuesto de manera Unica

(p<0,01), como de manera continuada (p<0,01) (Figura 52).
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Figura 52. Analisis del efecto del cadmio (Img/Kg y 0,1mg/Kg), con o sin T3 (40
ng/Kg), sobre la concentracion de proteinas tTAuy pTau a nivel del PSB de ratas Wistar.
Los datos representan la media + DE del porcentaje de proteinas tTAu respecto al control.
**p<0,001 comparado con el control; #p<0,01 comparado con el tratamiento con cadmio.
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5.3.7.2. Proteinas Tau totales (tTau)

Tras la exposicion Unica y continuada a cadmio (I mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontrd un aumento significativo (p<0,001) en la concentraciéon de
proteinas tTau a nivel del PSB, en comparacion con el grupo control. Este aumento en la
concentracion de proteinas tTau fue significativamente menor (p<0,01) en el grupo
expuesto a tratamiento combinado cadmio+T3, comparado con el grupo tratado solo con

cadmio (Figura 53).
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Figura 53. Anélisis del efecto del cadmio tras exposicion tnica (A) o continuada (B), con
o sin T3 (40 png/Kg), sobre la concentracion de proteinas tTAu a nivel del PSB de ratas
Wistar. Los datos representan la media + DE del porcentaje de proteinas tTAu respecto
al control. “*p<0,001 comparado con el control; #p<0,01 comparado con el tratamiento
con cadmio.
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5.3.7.3. Proteinas Tau fosforiladas (pTau)

Tras la exposicion Unica y continuada a cadmio (1 mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontrd un aumento significativo (p<0,001) en la concentraciéon de
proteinas pTau a nivel del PSB, en comparacion con el grupo control. Este aumento en la
concentracion de proteinas pTau fue significativamente menor, tanto en el grupo expuesto
a tratamiento combinado cadmio+T3 de forma tinica (p<0,01) como de forma continuada

(p<0,001), comparado con el grupo tratado solo con cadmio (Figura 54).
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Figura 54. Anélisis del efecto del cadmio tras exposicion tnica (A) o continuada (B), con
o sin T3 (40 ng/Kg), sobre la concentracion de proteinas pTAu a nivel del PSB de ratas
Wistar. Los datos representan la media = DE del porcentaje de proteinas pTAu respecto
al control. “*p<0,001 comparado con el control; ##p<0,001 y #p<0,01 comparado con el
tratamiento con cadmio.
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5.3.8. Contenido de hormonas tiroideas a nivel plasmatico v del PSB

5.3.8.1. TSH

Tras la exposicion Unica y continuada a cadmio (1 mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontrd un aumento significativo (p<0,001) en la concentracion de
concentracion de hormona TSH a nivel plasmatico y del PSB, en comparacion con el

grupo control (Figura 55).
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Figura 55. Analisis del efecto del cadmio (Img/Kg y 0,1mg/Kg) sobre la concentracion
de hormona TSH a nivel plasmatico (A) y del PSB (B) en ratas Wistar. Los datos
representan la media + DE del porcentaje de hormona T3 respecto al control. **p<0,001
comparado con el control.

- 189 -



5.3.8.2. Hormona T3

Tras la exposicion Unica y continuada a cadmio (1 mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontrd6 una disminuciéon significativa (p<0,001) en la
concentracion de hormona T3 a nivel plasmatico y del PSB, en comparacion con el grupo

control (Figura 56).

Al comparar el porcentaje de disminucién de hormona T3 a nivel plasmatico y del
PSB, se observa que esta disminucion de la concentracion es ligeramente mayor a nivel

plasmatico, comparado con el PSB.
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Figura 56. Analisis del efecto del cadmio (Img/Kg y 0,1mg/Kg) sobre la concentracion
de hormona T3 a nivel plasmatico (A) y del PSB (B) en ratas Wistar. Los datos
representan la media + DE del porcentaje de hormona T3 respecto al control. **p<0,001
comparado con el control.
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5.3.8.3. Hormona T4

Tras la exposicion Unica y continuada a cadmio (1 mg/Kg y 0,1 mg/Kg,

respectivamente),

se encontr6 una disminucion significativa (p<0,001) en la

concentracion de hormona T4 a nivel plasmatico y del PSB, en comparacion con el grupo

control (Figura 57).

Al comparar el porcentaje de disminucion de hormona T4 a nivel plasmatico y del

PSB, se observa, al igual que con la hormona T3, que la disminucién es ligeramente

mayor a nivel plasmatico en comparacion con el PSB.
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Figura 57. Analisis del efecto del cadmio (Img/Kg y 0,1mg/Kg) sobre la concentracion
de hormona T4 a nivel plasmatico (A) y del PSB (B) en ratas Wistar. Los datos
representan la media + DE del porcentaje de hormona T3 respecto al control. **p<0,001

comparado con el control.
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5.4. Estudio de cambios en la expresion génica a nivel del prosencéfalo basal en ratas
expuestas de manera unica o continuada a cadmio. Implicacion de las hormonas

tiroideas sobre dichas alteraciones.

5.4.1. Ruta colinérgica

Tras la exposicion Unica y continuada a cadmio (1 mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), no se observo una alteracion en la expresion de HAChT, VAChT y
ChAT (datos no mostrados). Sin embargo, si se encontrd un incremento significativo
(p<0,001) en la expresion génica de la variante S (Figura 50) y una disminucion
significativa (p<0,001) de la variante R (Figura 51). Este aumento en la expresion de la
variante S y la disminucion de la expresion de la variante R fue significativamente menor,
tanto en el grupo expuesto a tratamiento combinado cadmio+T3 de forma unica (p<0,01)
como de forma continuada (p<0,001), comparado con el grupo tratado solo con cadmio

(Figuras 58 y 59).
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Figura 59. Anélisis del efecto del cadmio tras exposicion tnica (A) o continuada (B), con
o sin T3 (40 pg/Kg), sobre la expresion de la AChE-S a nivel del PSB de ratas Wistar.
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5.4.2. GSK-38

Tras exposicion Unica y continuada a cadmio (1 mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontré un incremento significativo (p<0,001) en la expresion de
GSK-3[3. Este aumento en la expresion fue significativamente menor, tanto en el grupo
expuesto a tratamiento combinado cadmio+T3 de forma tnica (p<0,05) como de forma

continuada (p<0,001), comparado con el grupo tratado solo con cadmio (Figura 60).
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Figura 60. Analisis del efecto del cadmio tras exposicion tnica (A) o continuada (B), con
o sin T3 (40 ng/Kg), sobre la expresion de GSK-3f3 a nivel del PSB de ratas Wistar. Los
datos representan la media + DE del porcentaje de expresion de GSK-3[3 respecto al
control. **p<0,001 comparado con el control; ##p<0,001 y #p<0,05 comparado con el
tratamiento con cadmio.
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5.4.3. Factor de transcripciéon NRF2

Tras la exposicion Unica y continuada a cadmio (1 mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontré una disminucion significativa (p<0,001) en la expresion de
NRF2. Esta disminucion en la expresion fue significativamente menor, tanto en el grupo
expuesto a tratamiento combinado cadmio+T3 de forma tnica (p<0,05) como de forma

continuada (p<0,001), comparado con el grupo tratado solo con cadmio (Figura 61).
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Figura 61. Anélisis del efecto del cadmio tras exposicion tnica (A) o continuada (B), con
o sin T3 (40 pg/Kg), sobre la expresion de NRF2 a nivel del PSB de ratas Wistar. Los
datos representan la media = DE del porcentaje de expresion de NRF2 respecto al control.
"p<0,001 y "p<0,05 comparado con el control; #p<0,01 y #p<0,05 comparado con el
tratamiento con cadmio.
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5.4.4. Enzima HO-1

Tras la exposicion Unica y continuada a cadmio (I mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontré una disminucion significativa (p<<0,001) en la expresion de
HO-1. Esta disminucion en la expresion fue significativamente menor, tanto en el grupo
expuesto a tratamiento combinado cadmio+T3 de forma unica (p<0,001) como de forma

continuada (p<0,001), comparado con el grupo tratado solo con cadmio (Figura 62).
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Figura 62. Analisis del efecto del cadmio tras exposicion tnica (A) o continuada (B), con
o sin T3 (40 ng/Kg), sobre la expresion de HO-1 a nivel del PSB de ratas Wistar. Los
datos representan la media + DE del porcentaje de expresion de HO-1 respecto al control.
**p<0,001 comparado con el control; #p<0,001 comparado con el tratamiento con
cadmio.
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5.4.5. Enzima GPx

Tras la exposicion Unica y continuada a cadmio (1 mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontré una disminucion significativa (p<<0,001) en la expresion de
GPx. Esta disminucion en la expresion fue significativamente menor (p<0,01), tanto en
el grupo expuesto a tratamiento combinado cadmio+T3 de forma Unica como de forma

continuada, comparado con el grupo tratado solo con cadmio (Figura 63).
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Figura 63. Anilisis del efecto del cadmio tras exposicion tnica (A) o continuada (B), con
o sin T3 (40 ng/Kg), sobre la expresion de GPx a nivel del PSB de ratas Wistar. Los datos
representan la media = DE del porcentaje de expresion de GPx respecto al control.
*p<0,001 y “p<0,01 comparado con el control; #p<0,01 comparado con el tratamiento
con cadmio.
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5.4.6. Receptores muscarinicos

Tras la exposicion Unica y continuada a cadmio (1 mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), no se observd una alteracion en la expresion de los receptores

muscarinicos M1 y M5 (datos no mostrados).

5.4.6.1. Receptor muscarinico M2 (RM2)

Tras la exposicion Unica y continuada a cadmio (I mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontré una disminucion significativa (p<<0,001) en la expresion de
RMI. Esta disminucion en la expresion fue significativamente menor, tanto en el grupo
expuesto a tratamiento combinado cadmio+T3 de forma tnica (p<0,01) como de forma

continuada (p<0,001), comparado con el grupo tratado solo con cadmio (Figura 64).

5.4.6.2. Receptor muscarinico M3 (RM3)

Tras la exposicion Unica y continuada a cadmio (I mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontré una disminucion significativa (p<<0,001) en la expresion de
RM3. Esta disminucion en la expresion fue significativamente menor, tanto en el grupo
expuesto a tratamiento combinado cadmio+T3 de forma tnica (p<0,01) como de forma

continuada (p<0,001), comparado con el grupo tratado solo con cadmio (Figura 65).

- 199 -



[ control
- 24 Horas B8 T3
1 0 cd
B3 cd+T3
N
o
=
= 1004 I I
o =
g £ —
5 =
< O
o 2 £ R
- = T 5K
® 50+ oSS
© R
% 0
=5
R
0O
c > > ¢
CTL T3
Cd (1 mg/kg)
B [ Control
— 28 Dias B 13
O cd
B Cd+T3
o™
o
E p—
8 ood -I- i i
3 =
g £
=Z C wn
(=]
SO —
@ X
L=
» 504 i RS
£ ml
= 0RS
= 555
00
393039
03S
5  § 80028
cTL
13 Cd (0.1 mg/kg)

Figura 64. Anilisis del efecto del cadmio tras exposicion tnica (A) o continuada (B), con
o sin T3 (40 pg/Kg), sobre la expresion de MR2 a nivel del PSB de ratas Wistar. Los
datos representan la media = DE del porcentaje de expresion de MR2 respecto al control.
*p<0,001 comparado con el control; #p<0,01 y ##p<0,001 comparado con el
tratamiento con cadmio.
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Figura 65. Analisis del efecto del cadmio tras la exposicion nica (A) o continuada (B),
con o sin T3 (40 ug/Kg), sobre la expresion de MR3 a nivel del PSB de ratas Wistar. Los
datos representan la media = DE del porcentaje de expresion de MR3 respecto al control.
*p<0,001 comparado con el control; #p<0,01 y #p<0,001 comparado con el
tratamiento con cadmio.
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5.4.6.3. Receptor muscarinico M4 (RM4)

Tras la exposicion Unica y continuada a cadmio (I mg/Kg y 0,1 mg/Kg,
respectivamente), se encontré una disminucion significativa (p<<0,001) en la expresion de
RM3. Esta disminucion en la expresion fue significativamente menor, tanto en el grupo
expuesto a tratamiento combinado cadmio+T3 de forma tnica (p<0,05) como de forma

continuada (p<0,01), comparado con el grupo tratado solo con cadmio (Figura 66).
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Figura 66. Analisis del efecto del cadmio tras exposicion tnica (A) o continuada (B), con
o sin T3 (40 pg/Kg), sobre la expresion de MR4 a nivel del PSB de ratas Wistar. Los
datos representan la media + DE del porcentaje de expresion de MR4 respecto al control.
*p<0,001 y "p<0,05 comparado con el control; #p<0,05 y #p<0,01 comparado con el
tratamiento con cadmio.
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6.- DISCUSION

Desde el inicio de la Era Industrial, y especialmente después de la II Guerra
Mundial, el hombre vive expuesto a sustancias quimicas contaminantes. En este sentido,

uno de los mayores agentes toxicos asociado a contaminacion ambiental es el cadmio.

El cadmio (Cd) es un metal pesado que se encuentra en el medioambiente de forma
natural asociado a minerales de cinc, cobre o plomo, por lo que es un subproducto
inevitable en las actividades mineras relacionadas con estos metales. Tiene muchas
aplicaciones industriales por lo que su liberacion al medio ambiente se ve incrementada
por la accion del hombre y por el uso de fertilizantes a base de fosfatos y de lodos
residuales. Es uno de los metales toxicos emitidos al medio ambiente que mas tiende a
acumularse en los alimentos, sobre todo a través de la ingesta de vegetales contaminados
por la fécil trasferencia del suelo a los vegetales, apareciendo también en alimentos de

origen animal entre los que destacan crustaceos, peces y los moluscos bivalvos.

A pesar de su toxicidad, todavia hoy en dia no se han descubierto todos los
mecanismos por los cuales ejerce sus efectos sobre todo a nivel del sistema endocrino y
el SNC, principalmente en los implicados en la memoria y el aprendizaje, por lo que este

estudio intenta dar respuesta a estas incognitas.

En primer lugar, el presente estudio muestra que el tratamiento con cadmio, tanto
de manera unica (1 mg/Kg) como continuada (0,1 mg/Kg) produjo una disminucion
significativa en el nivel de hormonas T3 y T4, asi como un aumento significativo del nivel

de TSH, tanto a nivel plasmatico como del PSB. En la literatura no hemos encontrado
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estudios realizados de los efectos del Cd sobre los niveles de HT a nivel del PSB u otra
region cerebral. Por el contrario, se ha referido que el Cd se acumula en la glandula
tiroides, produciendo un efecto toxico directo sobre dicha glandula que da lugar a la
alteracion de su morfologia y funcion (Kobayashi et al., 2017; Kobayashi et al., 2005).
Como resultado del efecto toxico del Cd sobre la glandula tiroides se ha descrito que se
producen alteraciones de los niveles plasmaticos de las hormonas TSH, T3 y T4, aunque
existen discrepancias en el sentido de dichas alteraciones. En este sentido, se ha descrito
que exposiciones continuadas (de 28 a 35 dias) a Cd (50 mg/Kg y 200 mg/Kg) por via
oral en ratas produce una disminucion de T3 y T4 y un aumento de TSH (Hammouda et
al., 2008; Mohamed et al., 2015). En estudios realizados solamente sobre los niveles
plasmaticos de TSH, se observo también su incremento tras la exposicion durante un mes
a Cd por via oral a dosis de entre 1,5 y 100 mg/Kg (Caride et al., 2010; Lafuente et al.,
2003). Estos resultados son concordantes con los hallazgos de nuestro estudio. Sin
embargo, aunque en otros estudios también han observado una diminucién de los niveles
T3 y T4, por el contrario, observaron una diminucioén de los niveles de TSH tras la
exposicion continuada a Cd (28 y 84 dias) por via oral en un rango de dosis entre 1,4 y
15 mg/Kg (Curcic et al., 2012; Zienab y Heba, 2009). Por ultimo, se ha detallado que el
tratamiento con Cd en ratas por via oral a dosis de 0.75 o 7.5 mg/kg durante 12 meses
produjo solamente una diminucién de niveles de T4, manteniéndose sin alteraciones los
niveles de T3 y TSH a la dosis de 7,5 mg/Kg (Pilat-Marcinkiewicz, 2003), lo cual parece
indicar que solo a partir de determinadas dosis se produce un dano que conduce a la
alteracion de la produccion de dicha hormona. No existen estudios en roedores de los
efectos de la exposicion tnica al Cd sobre las HT, aunque si en otros animales en los que
también se muestran discrepancias en el signo del efecto (Buha et al., 2018). Las

diferencias observadas entre estos estudios, asi como con nuestros resultados, puede
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deberse a las diferencias en el tiempo de tratamiento, peso de los animales, sexo, edad y

ruta o la manera de administracion del Cd.

Estas discrepancias también se han descrito en la literatura, en estudios que
evaluan los cambios en los niveles de T3, T4 y TSH relacionados con la exposicion
ambiental u ocupacional a Cd en humanos (Jurdziak et al., 2018; Meeker et al., 2009;
Rosati et al., 2016; Sherif et al., 2017). Las discrepancias observadas en los estudios
epidemioldgicos podrian ser explicadas por la variabilidad tanto a la hora de seleccionar
los pacientes a estudio, como en los niveles de T3, T4 y TSH previos (Buha et al., 2018).
Es importante tener en cuenta que el sexo del sujeto a estudio (de manera especifica los
niveles de estrogenos y progesterona), asi como las caracteristicas fisicas (peso,
porcentaje de grasa, agua corporal, funcion renal y hepatica, edad), pueden tener un efecto

importante sobre el efecto toxico del Cd (Buha et al., 2018).

El incremento de la hormona TSH que observamos en nuestros resultados parece
ser debido al intento de compensar la disminucion de las hormonas T3 y T4 a nivel
plasmatico, pero debido al dafio que induce el Cd sobre la glandula tiroides que da lugar
a la disminucion de su sintesis, aunque esta aumente no puede conseguir su fin. Nuestros
resultados muestran que el Cd es un disruptor del sistema tiroideo a las dosis y tiempos
de exposicion estudiados, pudiendo producir la alteracion de diversas funciones

fisiologicas que controlan las HT.

Ademas, el presente estudio demuestra por primera vez que la exposicion al Cd,
tanto de manera unica (1mg/Kg) como continuada (0,1 mg/Kg) induce un aumento, a

nivel del PSB, en el porcentaje de neuronas necroéticas, tanto totales como ChAT, siendo
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este efecto més pronunciado sobre las neuronas ChAT+, lo que indica que las neuronas
colinérgicas son mas sensibles a la toxicidad inducida por el Cd. En la literatura no hemos
encontrado ningun trabajo que describa dichas alteraciones, asi como ningun cambio

histologico relacionado con la exposicion Unica o prolongada al Cd, a nivel del PSB.

Sin embargo, si se ha descrito en la literatura que el Cd induce cambios
histologicos, fundamentalmente a nivel de la corteza cerebral, en ratas expuestas a
diferentes dosis y tiempos de exposicion. Yang et al. (2015) describieron la presencia de
degeneracion vacuolar y apoptosis neuronal a nivel de la corteza cerebral frontal del lado
izquierdo, predominantemente en la capa granular cortical, acompafiada de congestion
vascular y separacion de las cubiertas meningeas en ratas expuestas a CdCl, de manera
oral durante 10 dias y a una dosis de 1,87 mg/Kg. Sin embargo, Affi y Embaby (2016)
observaron que tras la administracion de Cd a una dosis de 5 mg/Kg durante 2 meses, la
capa piramidal de la corteza es la mas afectada, con presencia de neuronas de morfologia
irregular, pérdida de sus prolongaciones y aparicion de hipercromatismo nuclear; todo
ello compatible con apoptosis neuronal. Chen et al. (2014) también describieron que el
Cd a dosis de 1 mg/Kg, por via oral y durante 6 semanas, produjo un importante dafio a
nivel de la corteza cerebral, con desorganizacion de las capas y pérdida de los limites de
las mismas. Diversos estudios han mostrado que la exposicion prolongada al Cd por via
intraperitoneal produce muerte neuronal por apoptosis (1- 6,5 mg/Kg) en las regiones de
la corteza frontal e hipocampo de rata (Almeer et al., 2019; Khan et al., 2019; Mahdavi
et al., 2018) o por necrosis (20 mg/Kg) (Ivanova et al., 2017). Ademas, se ha descrito que
por exposicion tnica al Cd (1.5-3.5 mg/Kg) por via intraperitoneal induce muerte celular
por apoptosis en el higado, testiculos y timo de rata (Krichah et al., 2003; Tzirogiannis et

al., 2003), o que por exposicion por via intravenosa induce muerte neuronal por apoptosis
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a la dosis de 4 mg/kg y necrosis a la dosis de 8 mg/Kg en las neuronas de la parte rostral
ventrolateral del bulbo raquideo de rata (Chen et al., 2019). Estos estudios apoyan los

resultados mostrados en nuestro estudio.

A pesar de que no se ha descrito en los estudios in vivo alteraciones selectivas o
mas pronunciadas sobre diferentes tipos de neuronas, tanto por exposiciones unicas como
prolongadas a Cd, nosotros encontramos en nuestro estudio que el dafio neuronal a nivel
del PSB se produce de manera mas pronunciada sobre las neuronas colinérgicas, tanto en
exposiciones Unicas como continuadas. Esto puede ser debido a que no se han
desarrollado estudios in vivo tanto por exposicion a Cd a dosis tnicas o prolongadas que
valoren el dafo neuronal sobre diferentes lineas neuronales. Sin embargo, si que
encontramos en la literatura estudios in vitro que observan una mayor sensibilidad o
selectividad en el dafio neuronal inducido por el Cd sobre las neuronas colinérgicas. En
este sentido, nuestros resultados son concordantes con lo descrito en estudios in vitro
sobre neuronas colinérgicas SN56 procedentes del PSB, en las que se observo que el Cd
producia una muerte no selectiva, pero si mas pronunciada tras exposicion unica (Del
Pino et al., 2014), lo cual apoya nuestros resultados. Por otra parte, se ha descrito que el
tratamiento con Cd (10 pM y 100 puM) de explantes de médula espinal fetal humana
cultivada durante 24 horas produce una pérdida selectiva de neuronas motoras
colinérgicas en los cuernos ventrales de la médula espinal, mientras no se observa pérdida
neuronal sobre ningun tipo de neuronas en el ganglio de la raiz dorsal (Sarchielli et al.,
2012), lo que sugiere una accion selectiva sobre las neuronas colinérgicas en los cuernos
ventrales de la médula espinal. La diferencia observada entre el efecto toxico mas
pronunciado, pero no selectivo, del Cd sobre las neuronas colinérgicas del PSB tanto en

estudios in vivo como in vitro con el efecto toxico selectivo sobre las neuronas
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colinérgicas a nivel del sistema nervioso periférico puede estar relacionada con
diferencias en la distribucion y acumulacion del Cd en distintas regiones, de igual manera

que se observan estas diferencias dentro de la médula espinal.

Nuestros resultados también muestran que, aunque el Cd indujo un aumento
significativo de neuronas necroticas, tanto totales como ChAT+, no produjo un
incremento significativo de reduccion del nimero de neuronas totales o ChAT+ tanto por
exposicion Unica como prolongada. En nuestro estudio, a la hora de contabilizar el
nimero de neuronas totales y ChAT+, se incluyeron todas las neuronas
independientemente de que tuvieran o no alteraciones morfologicas, cambios compatibles
con apoptosis o necrosis. Estos resultados significan que el dafio producido por el Cd a
nivel neuronal es selectivo a las dosis y tiempos de exposicion de nuestro estudio, no
observandose un dafo difuso del parénquima cerebral con desaparicion de las
poblaciones celulares que lo constituyen. Sin embargo, se ha descrito que el Cd por via
intraperitoneal reduce el numero de neuronas de la parte rostral ventrolateral del bulbo
raquideo de rata por exposicion unica (4 y 8 mg/kg) (Chen et al., 2019), o por exposicion
prolongada (5 mg/Kg) en raton (Khan et al., 2019). La diferencia entre nuestros resultados
y dichos estudios puede deberse a que las dosis empleadas fueron mayores que las usadas
en nuestro estudio, por lo cual en nuestro estudio vemos un estadio inicial del dafio, sin

reduccion del nimero de neuronas, que se produciria a mayores dosis.

Al evaluar el ntimero total de neuronas NeuN+, también observamos que el
tratamiento con Cd, tanto de manera Unica como continuada, indujo una disminuciéon
significativa en el porcentaje de neuronas NeuN+ a nivel del PSB. En la literatura no

hemos encontrado ningun trabajo in vivo que describa los efectos del Cd sobre el nimero
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de neuronas NeuN+. Sin embargo, Sarchielli et al. (2012) describieron, en su estudio
sobre cultivos de explantes de médula espinal fetal, tratados con Cd (10 y 100 uM)
durante 24 horas, una disminucion, directamente proporcional a la concentracion de Cd,
de las neuronas NeuN+ y ChAT+ a nivel de los cuernos ventrales de la médula espinal,
apoyando nuestros resultados. A diferencia de nuestro estudio, los autores no evaluaron
si la disminucion de neuronas ChAT+ era significativamente mayor que la de neuronas
NeuN+ o si el aumento de células apoptoticas era significativamente mayor en la

subpoblacion ChAT+.

La tincion inmunohistoquimica NeuN es un marcador neuronal asociado al dafio,
pero no a la muerte neuronal. En este sentido, se ha descrito que dicha tincion se encuentra
completamente ausente a nivel del nicleo estriado en ratas con isquemia cerebral (Kirik
et al., 2009; Korzhevskii et al., 2009). También se ha descrito que la proteina nuclear
NeuN desaparece de las neuronas piramidales dafiadas a nivel del hipocampo
(Korzhevskii et al., 2006), asi como de las neuronas presentes en regiones cerebrales con

dafio cerebral asociado (Davoli et al., 2002; Igarashi et al., 2001; Unal-Cevik et al., 2004).

Por lo tanto, la reduccion del nimero de NeuN+ observada en nuestros resultados
parecen indicar que el Cd, tanto de manera tnica (Img/Kg) como continuada (0,1
mg/Kg), estd produciendo un dafio sobre las neuronas a nivel del PSB que esta
produciendo degeneracion de las mismas, aunque este dafio no es suficiente a las dosis
estudiadas para producir una reduccion significativa del nimero de neuronas. El Cd, en
funcién de la dosis no solo se relaciona con necrosis neuronal, sino que ademas reduce la
viabilidad celular (Lopez et al., 2003; Del Pino et al., 2016), lo cual apoya nuestros

resultados.
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También estudiamos el efecto de la exposicion a Cd, tanto de manera Unica
(1mg/Kg) como continuada (0,1 mg/Kg) sobre el neuropilo a nivel del PSB, observando
un aumento en el grado de espongiosis en el grupo de ratas expuestas, tanto a nivel del
nucleo septal como de la banda diagonal de Broca. A nivel del nucleo basal de Meynert
unicamente se observoé un aumento en el grado de espongiosis en el grupo de ratas
expuesto de manera continuada. En este sentido existen varios estudios in vivo que
describen cambios histologicos a nivel cerebral, fundamentalmente a nivel cortical,
region que ha centrado la mayor parte de estudios de neurotoxicidad asociados a Cd. Los
estudios que describen cambios de espongiosis a nivel cortical, también describen una
necrosis neuronal asociada, en ratas expuestas de manera continuada (entre 7 dias y 2
meses) a Cd, tanto via oral como intraperitoneal. La descripcion que hacen los autores de
la espongiosis en la corteza por exposicion continuada (entre 7 dias y 2 meses) a Cd (3.74-
6.5 mg/Kg) es debida a la presencia de espacios vacios perineuronales o a la presencia de
vacuolas intracitoplasmaticas a nivel glial o neuronal (Afifi y Embaby, 2016; Almeer et
al., 2019; Ivanova et al., 2017; Yang et al., 2015). La espongiosis, descrita en relacion
con la exposicidn a agentes neurotoxicos (Bolon y Butt, 2011), es indicativa de muerte
neuronal y se describe en estadios precoces de isquemia, hipoxia e hipoglucemia (Auer
et al., 2002). En nuestro caso, observamos la presencia de espongiosis a nivel del PSB a
dosis de Cd menores que las descritas en la literatura. No se han encontrado estudios que

evalten la presencia de espongiosis a nivel cerebral tras una dosis tnica de Cd.

En nuestro estudio, la presencia de espongiosis estuvo directamente relacionada

con el aumento de necrosis neuronal, compatible con lo descrito en la literatura, excepto

a nivel del nucleo basal de Meynert, en el grupo de ratas expuesto de manera Unica a Cd.
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En el ntcleo basal de Meynert mas del 90% de las neuronas se ha descrito que son
colinérgicas (Mesulam et al., 1983), por lo que de producirse un dafio inducido por el Cd,
al ser éste mas pronunciado sobre las neuronas colinérgicas, este niicleo seria mas sensible
que los otros del PSB y se deberia observar la espongiosis aqui también tras la exposicion
unica al Cd. El hecho de que no sea asi, puede deberse a que el Cd alcance mayores
concentraciones en los otros subnucleos del PSB y que conforme se continua la
exposicion al mismo, éste se acumule alcanzando la concentracion minima necesaria para

producir este dafio.

Finalmente estudiamos el efecto de la exposicion a Cd, tanto de manera Unica
(1mg/Kg) como continuada (0,1 mg/Kg) sobre la gliosis a nivel del PSB, observando un
aumento en el grado de gliosis en el grupo de ratas expuestas, a nivel de los tres nucleos
del PSB mediante el uso del marcador PGFA. La PGFA, componente de los filamentos
intermedios del citoesqueleto de los astrocitos (Sofroniew, 2009), es considerada para
muchos autores un marcador especifico de dafno astrocitario y neurotoxicidad
(O’Callaghan JP et al., 1995; O’Callaghan y Sriram, 2005). Segun Panickar y Norenberg
(2005), los astrocitos son las primeras células diana ante la exposicion al Cd, con
afectacion de los mismos antes de que se observe afectacion neuronal. El aumento de
tamafio de los astrocitos se debe a un proceso de peroxidacion lipidica que conlleva a un
aumento de permeabilidad al sodio, acumulacién intracitoplasmatica y consiguiente
edema intracelular (Emanuel, 2001; Panickar y Norenberg, 2005). Los astrocitos juegan
un papel importante en el metabolismo y captacion de neurotransmisores, expresion de
receptores de neurotransmisores y en la secrecion de factores neurotropicos, asi como

proteinas de matriz extracelular (Panickar y Norenberg, 2005).
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El aumento en el grado de gliosis observado en nuestro estudio a nivel del PSB,
puede deberse tanto a un efecto directo del cadmio sobre dichas células como a un efecto
secundario al dano neuronal observado, ya que la gliosis se observa frecuentemente como
consecuencia de dafio a nivel del SNC (Kim et al., 2015; Napoli y Neumann, 2009). En
la literatura no hemos encontrado ningun trabajo que describa, tanto a nivel del PSB de
ratas expuestas de manera Uinica como continuada a Cd, la presencia de espongiosis o
gliosis. Por el contrario, si existen diferentes trabajos que estudian la gliosis tras la
exposicion a Cd tanto de manera Uinica como continuada. En este sentido, Omotoso et al.
(2019) describieron que el tratamiento con Cd (3.5 mg/Kg) por via intraperitoneal en ratas
produjo gliosis marcada, con aumento de la expresion de PGFA, a nivel de la corteza
frontal, asi como hipertrofia e hiperplasia de los astrocitos. También se ha descrito la
induccion de gliosis tras la exposiciéon a Cd en ratas, con un aumento de PGFA a
diferentes niveles del SNC (cerebelo, tdlamo, corteza e hipocampo), tras exposicion
continuada a Cd, via intragastrica (1 pg/Kg), subcutanea (2 mg/Kg) o intraperitoneal (5
mg/Kg), durante 37 dias (Kovalchuk et al., 2015), seis semanas (Areba et al., 2019), o
dos semanas (Khan et al., 2019), respectivamente. Sarchielli et al. (2012) también
describieron una astrogliosis, con aumento de la proteina PGFA, directamente
proporcional al aumento de dosis a la que se exponian los explantes de médula espinal
fetales al Cd. Estos estudios confirman nuestros resultados, mostrado que incluso a dosis
inferiores a las ensayadas en nuestro estudio por exposicion prologada se produce un dafio
a nivel de los astrocitos antes de que se produzca un dafio neuronal con las consiguientes
alteraciones funcionales, pudiendo ser €ste un marcador de dafio por exposicioén a Cd. Sin
embargo, otros estudios han observado una disminucion de la expresion de PGFA. En
este sentido, Favorito et al. (2017) y Monaco et al. (2016) describen una disminucion de

la expresion de PGFA en diferentes regiones del cerebro de lagartija y pez cebra
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expuestos a Cd via oral (1Img/L) o intraperitoneal (2 mg/Kg) durante 16 dias. Estos
estudios son contradictorios con los resultados obtenidos en el nuestro. La astrogliosis,
definida como una sobreexpresion de proteina PGFA, se debe principalmente a una
hipertrofia y proliferacion de astrocitos (Allen y Barres, 2009), pero en el caso de la
lagartija y pez cebra, las células gliales principales son las denominadas “glia radial”,
células de morfologia bipolar, que se extienden por la corteza cerebral y cerebelar,
actuando como guia de las neuronas durante su migracion. Estas células, positivas para
PGFA, se encuentran vinculadas con los astrocitos, pudiendo llegar a convertirse o
derivar en éstos (Allen y Barres, 2009; Malatesta y Gotz, 2013). Esta diferencia entre la
glia predominante en el cerebro de mamiferos y no mamiferos, hace que los resultados
sean diferentes. Ademas, hay que indicar que la PGFA presenta las isoformas a, 3, K, 8 y
¢ en el cerebro (Sarkar et al., 1997). Kovalchuk et al. (2015) observaron un descenso de
la expresion de la forma soluble de la PGFA y un aumento de la forma filamentosa, que
es la principal forma de la PGFA, que marca la activacion de los astrocitos y la induccion
de gliosis. Por lo tanto, es posible que la disminucidn la expresion de la PGFA observada
en los estudios antes descritos pueda ser debida a las diferencias de expresion que induce
el Cd sobre las isoformas de la PGFA. Nuestros resultados, a nivel histolégico, corroboran
que el Cd esta produciendo un dafio sobre las neuronas del PSB, que a su vez puede estar
induciendo una pérdida de funcionalidad que conduce a la induccion de las alteraciones

cognitivas descritas en el mismo rango de dosis en ratas.

Cuando las ratas se expusieron al co-tratamiento de cadmio y T3, tanto de forma
unica (1 mg/Kg) como continuada (0,1 mg/Kg), se observo una reversion parcial en el
aumento del porcentaje de neuronas necroticas, tanto totales como ChAT+, asi como de

la reduccion de neuronas NeuN+, pero en este caso solo tras la exposicion tnica, a nivel
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del PSB. Estos hallazgos indican que la disminucién de HT media en parte el dafio
inducido por el Cd sobre las neuronas del PSB, y en particular sobre las neuronas
colinérgicas. No hay estudios en la literatura que describan la participacion de las HT
sobre los cambios observados a nivel del PSB tras la exposiciéon a Cd. Las HT son
esenciales para mantener la viabilidad celular, especialmente de las neuronas colinérgicas
del PSB y la reduccién de las mismas conduce a neurodegeneracion y muerte neuronal
(Patel et al., 1980; Patel et al., 1985; Patel et al., 1987, Patel et al., 1988), lo cual confirma
que la reduccion observada de las mismas participa en el fendmeno de neurodegeneracion
observado (Ammassari-Teule et al., 1993; O’Keefe y Dostrovsky, 1971). La razon por la
que no observamos reversion de la disminucion de neuronas NeuN+ tras el co-tratamiento
con cadmio y T3 en el grupo expuesto de manera continuada, puede ser debida a que la
dosis de hormona T3 administrada es la misma durante los 28 dias de tratamiento, pero
la disminucion durante el periodo de tratamiento de la hormona T3 es progresiva, por lo
que a los 28 dias esta dosis podria ser insuficiente para revertir dichos dafos, por los que
se deberia aumentar la dosis de manera progresiva para alcanzar la dosis fisiologica que

compense dichos dafios.

El co-tratamiento con cadmio y T3 produjo una reversion parcial de la
disminucioén en el grado de gliosis y espongiosis observado en aquellas ratas que habian
recibido cadmio, pero esta reversion solo fue significativa en el grupo expuesto de manera
continuada (0,1 mg/Kg) a nivel del septo medial. La causa de que el co-tratamiento con
T3 solo consiguiera revertir estos efectos en el septo medial, que es el nucleo del PSB con
menor porcentaje de neuronas colinérgicas ChAT+, podria ser debida a que la dosis de
T3 que alcanza los ntcleos del PSB no sea suficiente para conseguir bloquear la

activacion de las células de microglia y astrocitos a nivel de la banda diagonal de Broca
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y nucleo basal de Meynert [regiones con mayor porcentaje de neuronas colinérgicas
(Mesulam et al., 1983)], pero si seria una dosis de T3 suficiente a nivel del septo medial,

nucleo del PSB con menor porcentaje de neuronas colinérgicas (Liu AKL et al., 2018).

La disminucién de HT se ha relacionado con la induccion de una respuesta
inflamatoria y con la activacion de las células de microglia y astrocitos. En este sentido,
Chaalal et al. (2019) describieron en un modelo de rata hipotiroidea, que la presencia de
unos niveles disminuidos de HT favorece una reaccion pro-inflamatoria con activacion
de la microglia y astrocitos, asi como un aumento de citoquinas (IL 1B, IL6 y TNFa) a
nivel del hipocampo. Todos estos cambios, sin embargo, revirtieron cuando a las ratas se
les administr6 150 pg/Kg cada 24 horas de T3 via intraperitoneal. La presencia de
citoquinas pro-inflamatorias elevadas a nivel cerebral se asocia con déficits de memoria
(Delpech et al., 2015; Yirmiya y Goshen, 2011), por lo tanto la diminuciéon de dichas
hormonas podria desencadenar la neurodegeneracion producida por el Cd sobre las
neuronas del PSB e induccion de alteraciones cognitivas a través de la activacion de las

células de la microglia y astrocitos, induciendo asi una respuesta inflamatoria.

También observamos que el tratamiento con Cd, tanto de forma tnica (1 mg/Kg)
como continuada (0,1 mg/Kg), produjo una disminucion significativa en el contenido de
ACh a nivel del PSB y de las actividades de la AChE y de la ChAT. Sin embargo, no
observamos ningun efecto sobre la expresion de los transportadores HAChT y VAChT.
En este sentido, se ha descrito que el Cd inhibe la actividad de la ChAT in vivo (Dwivedi,
1983). No hemos encontrado ningln estudio experimental in vivo que evalle una posible

relacion entre la exposicion a Cd y un posible cambio en los niveles o actividad de
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HACKT y VAChHT que pueda corroborar nuestros datos, lo cual puede deberse a que al

no haber encontrado ningun efecto no se haya publicado.

Tampoco hemos encontrado en la literatura ningn estudio in vivo que describa
una disminucion de la actividad de la enzima AChE a nivel del PSB. Sin embargo, existen
varios estudios en diferentes modelos animales, que describen efectos contrapuestos del
Cd sobre la actividad de la AChE, observandose tanto un aumento como una disminucion
de su actividad. En este sentido, se ha descrito que la actividad cerebral de la AChE
disminuy6 en ratas expuestas a 1, 2 o 5 mg / kg de Cd durante 8 h (Carageorgiou et al.,
2004), asi como en ratones expuestos por via subcutanea a una dosis de 1.83 mg/Kg, 5
veces a la semana durante 4 semanas (Luchese et al., 2007). También se observo una
disminucién de la actividad de la AChE en las regiones del hipocampo, cerebelo e
hipotalamo de ratas tratadas con 2 mg/kg de Cd por sonda cada dos dias durante 30 dias
(Gongalves et al., 2010). Estos resultados son concordantes con lo que nosotros hemos
observado en nuestro estudio. Sin embargo, también se ha descrito que la actividad de
AChHE aumenta en el cerebro de ratas expuestas a 1 mg/kg de Cd por via intraperitoneal
durante 14 dias o via intramuscular durante 4 meses (Carageorgiou et al., 2004, 2005).
Ademas, Fasitsas et al. (1991) describieron la existencia de un caracter bifasico de la
actividad de la AChE, produciéndose un efecto opuesto en funcién del tiempo que pasa
tras la exposicion al Cd. En dicho estudio, las ratas expuestas a una tnica dosis de CdCl,
via intraperitoneal (5 mg/Kg), mostraron, a las 6 horas post-exposicion, una disminucion
de la actividad de la AChE a nivel cerebral que, sin embargo, aumentaba progresivamente
alas 12, 18 y 24 horas post-exposicion. Estas diferencias observadas entre nuestro estudio
y estudios previos podrian explicarse por el hecho de que en dichos estudios se ha

realizado la determinacion de las actividades a nivel cerebral y no por regiones, lo cual
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puede enmascarar efectos contrapuestos sobre la actividad seglin la region. También,
podrian deberse dichas diferencias a los diferentes tiempos y a las diferentes vias y dosis
de exposicion a Cd. Son necesarios posteriores estudios para confirmar la ampliacion de

estos factores sobre la actividad de la AChE.

Ademas, se ha mostrado en estudios sobre cultivos de neuronas colinérgicas SN56
procedentes del PSB efectos similares a los observados en nuestro estudio sobre el
contenido de ACh, la expresion HAChT y VAChHT y sobre las actividades de la AChE y
de la ChAT tras el tratamiento con Cd durante 24 horas (Del Pino et al., 2014), todo lo
cual apoya nuestros resultados. La disminucion en el contenido de ACh no puede ser
explicado a través de la disminucion observada en la actividad de la AChE, lo cual parece
explicarse por la reduccion de la actividad de la ChAT, dando lugar a una disminucion de
la produccion de ACh. Sin embargo, no podemos descartar la participacion de otros
mecanismos como puede ser una reduccion en la liberacion de la ACh. En este sentido,
se ha descrito que el Cd reduce la liberacion de ACh (Alberts et al., 1985; Hayashi y
Takayama, 1978). La disminucion observada en el contenido de ACh o de las actividades
enzimaticas comentadas, asi como del resto de parametros estudiados podrian estar
relacionados con la reducciéon del nimero de neuronas, por lo que realizamos una
normalizacidon de nuestros resultados con las concentraciones totales de proteinas, para

evitar dicho factor de confusion.

Nuestros resultados también muestran que el tratamiento con Cd, tanto de forma
unica (1 mg/Kg) como continuada (0,1 mg/Kg), produjo un bloqueo de los MR1. Ademas,
el tratamiento con Cd no afectd la expresion génica de los receptores MR1 y MRS, sin

embargo, disminuy¢ la expresion génica de los receptores MR2, MR3 y MR4 en el PBS.
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En este sentido, se ha descrito que el Cd bloquea los MR, sugiriéndose que podria
bloquear selectivamente los RM1 (Ghelardini et al., 1999). Ademas, se ha descrito que el
tratamiento con Cd durante 24 horas bloquea el MR1 en las neuronas colinérgicas SN56
del PSB (Del Pino et al., 2016), asi como el tratamiento con el mismo durante 28 dias
bloquea los MR1 y disminuye la expresion de los receptores MR1, MR2 y MR4 en la
corteza frontal e hipocampo de ratas (Gupta et al., 2016), lo que en parte apoya nuestros
resultados. Las diferencias observadas entre nuestros resultados y los de Gupta et al.
(2016) sobre la expresion de los MR1, MR3 y MRS, podria deberse a las diferencias en
la region estudiada, al vehiculo en el que se administro el Cd (suero fisioldgico en nuestro
estudio vs agua destilada) y la dosis (0,1 vs 5 mg/Kg mg/Kg), respectivamente. La
disminucién de la actividad de la ChAT podria estar mediada por el bloqueo del RM1.
En este sentido, se ha descrito que el bloque del MR1 reduce la actividad de la ChAT
(Park et al., 2004) y fue corroborado en neuronas colinérgicas SN56 del PSB (Del Pino
et al., 2016b). La reduccion del contenido de ACh asi como el bloqueo del receptor M1 y
la disminucion de la expresion de los receptores M2, M3 y M4 producida por el Cd, tanto
de forma unica (1 mg/Kg) como continuada (0,1 mg/Kg), indican que el Cd altera la
transmision colinérgica, pudiendo producir de esta manera las alteraciones cognitivas
descritas tras la exposicion al mismo. En este sentido, se ha mostrado que los receptores
muscarinicos M1-M4 regulan los procesos de aprendizaje y memoria (Atri et al., 2004;
Bainbridge et al., 2008; Bubser et al., 2014; Galloway et al., 2014; Zheng et al., 2012), lo
que apoya que dichas alteraciones podrian mediar los trastornos cognitivos inducidos

después de la exposicion al Cd.

La ACh desempefia un papel en la supervivencia celular a través de la activacion

del receptor colinérgico (Resende y Adhikari, 2009), por lo tanto, la reduccién en sus
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niveles, asi como el bloqueo del MR1 o la disminucién en la expresion de los receptores
MR2, MR3 y MR4 podria ser la causa del dafio y muerte neuronal descrito. Sin embargo,
en estudios previos in vitro sobre neuronas colinérgicas SN56 procedentes del PSB se
observod que la disminucion de la concentracion de ACh inducida por Cd no fue
determinante para mediar la muerte celular inducida sobre dichas neuronas, sino que fue
el bloqueo del receptor MR1 y la reduccion en la expresion del receptor MR3 los que
mediaron este efecto entre otros mecanismos (Del Pino et al., 2016; Moyano et al., 2018).
Por tltimo, cabe destacar que cuando las ratas fueron co-tratadas con cadmio y T3, tanto
de forma unica (1 mg/Kg) como continuada (0,1 mg/Kg), se observd que los efectos
producidos sobre el contenido de ACh, la actividad de las enzimas AChE y ChAT y sobre
los receptores muscarinicos fueron revertidos parcialmente. En este sentido, se ha descrito
que las HT regulan la expresion de la enzima ChAT en las neuronas del SNC y
especialmente en las neuronas colinérgicas del nucleo septal del PSB (Hefti et al., 1986;
Honegger y Lenoir, 1980), mostrandose que cuando se produce un déficit de HT, éste
conduce a una disminucién en la actividad de ChAT en diferentes areas cerebrales
(Kaleria y Prince, 1985; Kojima et al., 1981; Valcana, 1971). También se ha descrito que
las HT regulan la actividad de la AChE y la expresion y afinidad de los MR, observandose
un aumento en la actividad AChE (Sarkar y Ray, 2011; Moskovkin et al., 1989) y en la
expresion de los MR tras el tratamiento con T3 (Moskovkin et al., 1989). Estos estudios

corroboran los efectos observados en nuestro estudio.

El tratamiento con Cd, tanto de forma tnica (I mg/Kg) como continuada (0,1

mg/Kg), también produjo un incremento en la generacion de ERO, de la peroxidacion

lipidica, asi como una diminucion de la expresion de NRF-2, HO-1 y GPx en el PSB, que
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condujo a la generacion de estrés oxidativo en parte mediado por la generacion de

radicales libres, asi como por la disminucion de la expresion de las enzimas antioxidantes.

Aunque se ha mostrado que el Cd induce la formacion de ERO y aumenta la
peroxidacion de lipidos en diferentes regiones cerebrales (Gongalves et al. 2010;
Thévenod 2009), no existen estudios sobre la generacion de estrés oxidativo por
exposicion al Cd a nivel del PSB. Sin embargo, se describié que tras 24 horas de
tratamiento con Cd en cultivos de células colinérgicas SN56 del PSB origin6 un
incremento de ERO y peroxidacién lipidica (Moyano et al., 2018), lo cual confirma
nuestros resultados. El Cd induce estrés oxidativo no solo debido a la generacion de ERO,
sino también por agotamiento de las defensas antioxidantes y alteracion de la via NRF2
que regula la expresion de las enzimas antioxidantes (Méndez-Armenta y Rios, 2007). En
este sentido, se ha descrito que el Cd induce peroxidacion lipidica y disminuye la
expresion de la enzima antioxidante SOD-1, regulada por NRF2, tanto por exposicion
unica (Ashour y El- Shemi, 2014; Buha et al., 2012; Matovic et al., 2015) como
continuada (El- Boshy et al., 2015). Ademéas, Buha et al. (2012) observaron que la
disminucién de los niveles plasmaticos de SOD-1 era mas pronunciada en funcion de la
via de tratamiento. Sin embargo, Galazyn-Sidorczuk et al. (2012) advirtieron que la
actividad de la GPx, aumentaba en aquellas ratas a las que se administraba Cd via oral,
durante 6 meses a una dosis de 0,75 mg/Kg y sin embargo disminuia en aquellas ratas en
las que se administraba una dosis de 7,5 mg/Kg, lo cual indica un posible efecto dual en
la respuesta antioxidante inducida por Cd en funcion de la dosis. También se ha observado
que el Cd (5-6,5 mg/kg) disminuye la expresion del factor NRF2 y de las enzimas HO-1
y GPX en diferentes regiones cerebrales tras la administracion repetida por via

intraperitoneal en ratones (Almeer et al., 2019; Khan et al., 2019). Ademas, se ha descrito
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que el Cd, tras exposicion unica, reduce la expresion del factor NRF2 en el higado de rata
a la dosis de 4 mg/Kg administrado por via intraperitoneal (Liu et al., 2020). Por el
contrario, se ha descrito que el Cd por exposicion Unica incrementa la expresion del factor
NRF2 y de las enzimas antioxidantes reguladas por ¢l, en el rifion de rata a las dosis entre
1.8 y 3.6 mg/kg administrado por via intraperitoneal (Chen at al., 2019). Los diferentes
resultados observados se pueden explicar por la variabilidad en la dosis, tiempo de
exposicion, o tipo de compuesto de cadmio administrado. También se han observado
resultados contradictorios en estudios in vitro, observandose un incremento inicial de la
expresion de la ruta NRF2, pero a mas largo plazo una disminucion de la misma (Zheyi
et al., 2007). Estos estudios parecen indicar que la via NRF2 podria ser inducida a bajas
dosis o tiempos cortos de exposicidon como un mecanismo de defensa, pero a mayores

dosis o tiempos mas prolongados esta via es reprimida conduciendo a un dafio mayor.

Finalmente, el co-tratamiento con T3 y cadmio, tanto de forma tnica (1 mg/Kg)
como continuada (0,1 mg/Kg), se observé una reversion parcial en la generacion de estrés
oxidativo a través de la reduccion de la generacion de ERO y de una menor reduccion de
la expresion de las enzimas reguladas por NRF2, lo cual indica que la reduccion de HT
media en parte la generacion de estrés oxidativo. Se ha descrito que la reduccion de
hormona T3 en el hipotiroidismo conduce a la generacion de estrés oxidativo a través del
incremento en la formacion de ERO y la reduccion de la capacidad antioxidante,
especialmente en las regiones del hipocampo y la amigdala cerebral (Cano-Europa et al.,
2008; Chakrabarti et al., 2016; Torres-Manzo et al., 2018). Ademas, se ha descrito que la
hormona T3 regula la expresion del factor NRF2 (Romanque et al., 2011). Todos estos

datos apoyan nuestros resultados.
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La generacion de estrés oxidativo se ha relacionado con la induccion de dafio a
nivel de las proteinas, que se desnaturalizan o dafian, conduciendo a la pérdida de su
funcién (Fawcett et al., 2002). Por lo tanto, la induccién de estrés oxidativos por el Cd
podria mediar en parte los efectos observados sobre la actividad de la AChE, ChAT, el
bloqueo de MR1, asi como la funcionalidad de otras proteinas. En este sentido se ha
descrito que el tratamiento con Cd en cultivos de células colinérgicas SN56 del PSB
media en parte el bloqueo del MR1 a través de la generacion de estrés oxidativo. Ademas,
Gupta et al. (2016), demostraron que en ratas expuesta a cadmio durante 28 dias se indujo
estrés oxidativo, mediado en parte por el bloqueo de MR1 y la disminuciéon de la
expresion de los receptores MR1, MR2 y MR4 a nivel de la corteza frontal e hipocampo
(Gupta et al., 2016). Estos datos indican que la alteracion de la transmision colinérgica
observada por el tratamiento con Cd puede estar mediada a través de la disminucion de
HT, que a su vez desencadena la generacién de estrés oxidativo y éste los efectos

observados a continuacion.

Ademas, la generacion de estrés oxidativo se ha asociado a la induccidon de muerte
neuronal. En particular se ha descrito que el Cd induce muerte neuronal en la corteza
frontal e hipocampo tras 28 dias de exposicion (CdCl> 5 mg/Kg/24 horas), mediado en
parte por la generacion de estrés oxidativo (Gupta et al., 2016). También, fue descrito
tanto in vivo como in vitro que el cadmio induce muerte neuronal sobre las neuronas
colinérgicas a través de la generacion de estrés oxidativo (Moyano et al., 2018; Traver et
al., 2005). La induccién de muerte neuronal y la alteracion de la transmision colinérgica
a través de la generacion de estrés oxidativo podrian mediar las alteraciones cognitivas
descritas. En este sentido, Gupta et al. (2016) mostraron que co-tratamiento del

antioxidante quercetina con Cd revierte las disfunciones cognitivas inducidas por €l
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mismo (Gongalves et al., 2010; Maodaa et al., 2016), lo que sugiere que este mecanismo
podria mediar el efecto observado después del tratamiento con Cd en los procesos de

memoria y aprendizaje.

El tratamiento con Cd, tanto de forma tnica (I mg/Kg) como continuada (0,1
mg/Kg), también produjo un aumento de la expresion de la variante AChE-S y disminuy6
la expresion de la variante de AChE-R de la enzima AChE y el co-tratamiento con T3
revertio en parte este efecto. Se ha descrito que el tratamiento con Cd durante 24 horas
sobre neuronas colinérgicas SN56 del PSB produjo un incremento de la expresion de la
variante AChE-S y una diminucién de la expresion de la variante de AChE-R (Del Pino
et al., 2016), lo que apoya nuestros resultados in vivo. Estos efectos fueron inducidos, en
parte, a través de la reduccion de la expresion del receptor MR3 y del bloqueo del receptor
MR, mediado por la generacion de estrés oxidativo (Del Pino et al., 2016; Moyano et
al., 2018). En este sentido, se ha descrito que el estrés oxidativo podria alterar la expresion
de las variantes de la AChE (Bond et al. 2006; Hértl et al. 201; Toiber y Soreq 2005).
Ademas, se ha observado que la hormona T3 induce la expresion de la AChE en células
Neuro-2a de raton (Lebel et al., 1994). Estos resultados sugieren que el Cd altera la
expresion de las variantes de la AChE debido a la disminucion del nivel de HT que a su
vez genera estrés oxidativo, dando lugar a la alteracion de los MR, desencadenando

finalmente la alteracion de la expresion de dichas variantes.

Se ha descrito que la sobreexpresion de la variante AChE-S induce la reduccion
de la actividad de ChAT (Li et al., 2013), por lo cual la reduccién observada de ChAT
podria ser mediada a través de la sobrepresion de dicha variante. La expresion disminuida

de la variante AChE-R, que presenta un papel neuroprotector en el proceso
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neurodegenerativo (Berson et al. 2008), con un exceso de expresion de la variante AChE-
S sinaptica se ha asociado a cambios neurodegenerativos (Birikh et al. 2003). En este
sentido, Del Pino et al. (2016a) demostraron que la sobreexpresion de la variante AChE-
S y la diminucion en la expresion de la variante AChE-R, inducia, en parte, la muerte
neuronal de las neuronas colinérgicas SN56 del PSB, lo cual indica que dichas
alteraciones mediadas por la reduccion de HT pueden mediar, en parte, la
neurodegeneracion observada en nuestros resultados. La alteracion de las variantes de
AChE también se ha relacionado con la induccion de trastornos cognitivos (Cohen et al.,
2008; Farchi et al. 2007), por lo que su alteracion, inducida tras la exposicion a Cd, podria
mediar el trastorno cognitivo a través de la degeneracion de neuronas colinérgicas a nivel

del PSB.

Por ultimo, en nuestro estudio observamos un aumento en el nivel de proteinas
AP 1-40, AB 1-42, pTau y tTau, siendo mayor el aumento de las proteinas A} 1-42 con
respecto a las proteinas AP 1-40, asi como de la expresion de la enzima GSK3J en ratas
expuestas a Cd, tanto de manera unica (1 mg/Kg) como continuada (0,1 mg/Kg) y el co-
tratamiento con T3 reverti6 parcialmente estos efectos. Se ha descrito que el Cd aumenta
la produccion de proteina AP a partir de la proteina BAPP (Li et al., 2012; Smedman et
al., 1997), la activacion de la enzima GSK-3p, que induce la hiperfosforilacion de las
proteinas Tau (Wang et al., 2009) y la formacion de filamentos Tau (Jiang et al., 2007).
Ademas se observo que el tratamiento con Cd durante 24 horas en cultivos de neuronas
colinérgicas SN56 del PSB también aumento los niveles de AP 1-40 y AP 1-42, con un
mayor incremento en los niveles de AP 1-42, que se ha descrito que es mas fibrilogénico
y muestra una mayor neurotoxicidad in vivo que el péptido AP 1-40 (Klein et al., 1999),

asi como un aumento de los niveles de proteinas tTau y pTau y de la expresion de la
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enzima GSK-3p, que indujo una hiperfosforilacion de proteinas Tau (Del Pino et al.,
2016a). Todos estos hallazgos apoyan nuestros resultados. Del Pino et al. (2016b)
mostraron que el bloqueo del MR1 produce un incremento en la formacion de dichas
proteinas a través de la sobrexpresion de la variante AChE-S, lo cual sugiere que éste
podria ser también el mecanismo a través del cual se media este efecto. La estimulacion
del MR3 se relaciona con una reduccion en la formacion de proteinas AP (Nitsch et al.,
1992) y la reduccion de su expresion podria inducir su formacion, contribuyendo asi al
efecto observado. La generacion de ERO también se ha relacionado con la alteracion de
la expresion génica de la enzima GSK-3p, la produccion de AP y la fosforilacion anormal
de Tau (Bond et al., 2006; Giraldo et al., 2014; Rojo et al., 2008; Tamagno et al., 2005;
Wang et al., 2009), lo que también podria contribuir a explicar el incremento observado
a través de su efecto sobre los receptores muscarinicos MR1 y MR3, que mediarian su
accion a través de la sobrexpresion de la variante de la AChE-S. Ademas, se ha descrito
que las proteinas AP reducen la expresion del MR2 en el hipocampo (Gonzélez et al.
2008), por lo que el incremento de las proteinas AP podria mediar el efecto observado a
nivel del MR2, asi como en el resto de los receptores muscarinicos. Por ultimo, se ha
descrito que la reduccién de hormona T3, en un modelo de rata hipotiroidea, indujo el
incremento de los niveles del péptido AP 1-42, asi como un aumento de citoquinas pro-
inflamatorias en el hipocampo. Sin embargo, la suplementacion con T3 hasta niveles
fisiologicos consiguid revertir completamente este efecto (Chaalal A et al., 2019).
Ademas, se ha observado que la hormona T3 regula la expresion de la enzima GSK-3f3
(Goulart-Silva et al., 2013; Prieto-Almeida F et al., 2017) y la produccion de proteinas
pTau en ratas (Prieto-Almeida F et al., 2017). Estos resultados indican que el Cd induce

a través de la disminucion de las HT la generacion de estrés oxidativo y alteracion en los
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receptores MR1 y MR3, que a su vez conducen a la sobrexpresion de la variante AChE-

S que media la produccion de las proteinas pTau y Ap.

El incremento de las proteinas AP y de las pTau se han relacionado con la
induccion de la muerte celular en las neuronas colinérgicas del PSB, asi como con el
desarrollo de alteraciones cognitivas (Avila et al., 2004; Beharry et al., 2014; Del Pino et
al., 2016b; Kar et al., 2004), por lo tanto, el incremento de dichas proteinas observado en
nuestro estudio podria mediar la neurodegeneracion observada y conducir a las
alteraciones de los procesos de aprendizaje y memoria descritos por exposicion a Cd.
Ademas, las proteinas Tau tienen la capacidad de unirse y activar los receptores
muscarinicos MR1 y MR3, cuya activacion prolongada induce muerte celular (Diaz-
Hernéndez et al., 2010; Gémez-Ramos et al., 2008). En este sentido, el bloqueo del
receptor MR1 por el Cd induce un aumento de proteinas Tau y éstas podrian ser las
responsables de sobreactivar MR3 y producir una muerte selectiva de las neuronas

colinérgicas a nivel del PSB.

Los estudios realizados in vitro sobre la induccion de muerte celular de las neuronas
colinérgicas SN56 del PSB sugieren que, aparte de los mecanismos estudiados, otros
mecanismos podrian también estar contribuyendo a producir este efecto. A este respecto,
se ha descrito que el Cd es un bloqueante de los canales de Ca (Saroj et al., 2017; Zhou
et al., 2015), y un bloqueo de los mismos podria inducir muerte celular (Choong et al.,
2014; Zhou et al., 2015), que también podria contribuir al efecto observado en el PSB.
Las HT regulan la expresion de canales de calcio (Watanabe et al., 2005; Chenet al.,
2011), por lo que el Cd, a través de la reduccion de dichas hormonas, puede alterar la

expresion de los canales de Ca y contribuir a la induccién de muerte neuronal.
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Ademads, se ha mostrado que el Ca bloquea los receptores estrogénicos (RE)
(Chouchene et al.2016). Los RE estan presentes en las neuronas colinérgicas del PSB,
siendo ERa y GPR30 los subtipos predominantes (Hammond et al., 2011; Miettinen et
al., 2002; Shughrue et al., 2000). Dichos receptores, que son necesarios para mantener el
estado redox y la viabilidad celular del PSB, se ha descrito que cuando son bloqueados o
se produce una disminucion de los mismos se genera ERO, muerte celular y trastornos
cognitivos (Kwakowsky et al., 2016; Lichtenfels et al., 2017; Mladenovi¢ et al., 2014;

Wassmann et al., 2001), por lo que este mecanismo también podria estar involucrado.

También se ha descrito que el estradiol es capaz de modular la neurotransmision
colinérgica a nivel cerebral (Gibbs, 1996; McMillan et al., 1996). A nivel del nucleo basal
de Meynert y banda diagonal de Broca, la disminucién del nivel de estradiol, tras la
realizacion de una ooforectomia en animales, conduce a una menor afinidad en la
captacion de colina, asi como a una disminucion de la expresion y actividad de ChAT
(Gibbs et al., 1994; Luine et al., 1975; Luine et al., 1986; Singh et al., 1993). Estos efectos
se revierten tras la administracion de estradiol exdgeno (Yamamoto et al., 2007). A nivel
del hipotalamo, el estradiol es capaz de modificar la expresion de los MR (Cardoso et al.,
2010), de la afinidad por ellos (Dohanich et al., 1982), asi como de aumentar la actividad
de la AChE a dicho nivel (Luine y Rhodes, 1983). Por lo tanto, la disrupcion estrogénica
también puede contribuir a la alteracion de la transmision colinérgica y a la mediacion de

muerte neuronal que contribuyen a la aparicion de disfuncion cognitiva.

Dentro de las limitaciones del estudio, el no haber encontrado una reversion
completa de las variables a estudio en las ratas expuestas a cadmio y T3, hace necesario

desarrollar posteriores estudios con el objetivo de corroborar que las HT median los
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mecanismos comentados y que estos mecanismos median la neurodegeneracion mas
pronunciada observada en las neuronas colinérgicas. Ademas, seria necesario emplear en
la exposicion continuada dosis superiores de T3 para determinar si la dosis que se
administra consigue alcanzar los valores normales presentes en el PSB y revertir la
diminucion del nimero neuronas NeuN o de la gliosis y espongisosis en la banda diagonal
de Broca y en el nucleo basal de Meynert, asi como el empleo de dosis inferiores y
superiores a las empleadas con el objetivo de determinar la dosis inferior que no causaria
dichas alteraciones o a partir de que dosis se produce una pérdida significativa de los
distintos tipos de neuronas. También, es necesario determinar la distribucion y
acumulacion del Cd en distintas regiones cerebrales para poder explicar si existen
diferencias en estos pardmetros entre distintas regiones que puedan explicar las
diferencias observadas en los efectos del cadmio en las regiones cerebrales estudiadas.
Finalmente, son necesarios mas estudios para determinar el resto de mecanismos que
pudieran contribuir a la neurodegeneracion del PSB, todos los procesos que conducen a
desencadenar los mecanismos estudiados o que son mediados por ellos, asi como
corroborar in vivo que estos mecanismos median los trastornos cognitivos observados tras
la exposicion al Cd. Por otra parte, el modelo de la rata es ampliamente aceptado para la
investigacion de los mecanismos que causan neurodegeneracion y alteraciones cognitivas
por exposicion a agentes toxicos, sin embargo es necesario tener cierta precaucion a la
hora de realizar la extrapolaciéon de los resultados obtenidos al hombre dadas las

diferencias fisiologicas, metabolicas, y bioquimicas que puedan existir.

En funcién de todos lo expuesto y en respuesta a la hipétesis que planteamos,
se puede concluir que el Cd, tanto por tratamiento inico como prolongado, induce una

alteracion de la transmision colinérgica, gliosis y una neurodegeneracion mas

-230 -



pronunciada pero no selectiva sobre las neuronas colinérgicas del PSB, mediada en parte
por lareduccion de las HT. El Cd induce la generacion de ERO, reduccion de la expresion
de enzimas antioxidantes reguladas por NRF2, bloqueo de los MR1, alteracion de las
variantes de la AChE, sobreexpresion de la enzima GSK-3f3 y un aumento de las proteinas
AP, tTau totales y pTau. Todos estos mecanismos estan regulados gracias a las HT y su

disminucion podria favorecer la generacion de los mismos.

Las neuronas colinérgicas del PSB, que se proyectan al hipocampo y al neocortex,
son las mas gravemente afectadas en la EA. Se ha sugerido que la alteracion de la
transmision colinérgica y la pérdida de las inervaciones colinérgicas corticales e
hipocampales del PSB contribuyen a los déficits cognitivos progresivos observados en
pacientes con EA (Auld et al., 2002; Kar et al., 2004; Kesner et al., 1989; Madziar et al.,
2005; Schliebs, 2005). Por lo tanto, los efectos observados sobre las neuronas colinérgicas
del PSB pueden ser, en parte, responsables de los déficits de aprendizaje observados en
la toxicidad mediada por el Cd. Por otra parte, aunque se han encontrado niveles mas
altos de Cd en los tejidos cerebrales de los pacientes con EA que en personas sanas y
ademas, se ha relacionado como un posible factor de riesgo para la EA, todavia no se ha
demostrado su implicacion. Sin embargo, nuestros resultados podrian apoyar su posible
implicacion, porque el Cd alterd los principales marcadores de la EA, aunque también
podrian sugerir que la toxicidad al Cd puede compartir algunos mecanismos con la EA,

induciendo la aparicion de sintomas que comparten.

Estos resultados son de gran interés porque podrian conducir a una mejor
comprension de los mecanismos responsables de producir las alteraciones cognitivas

inducidas por el Cd.
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7.- CONCLUSIONES

1.

Los resultados de nuestra investigacion demuestran que la exposicion a cadmio,
tanto de manera tnica (1 mg/Kg) como continuada (0,1 mg/Kg) produce una
disminucion significativa en el nivel de hormonas T3 y T4, asi como un aumento
significativo del nivel de TSH, tanto a nivel plasmatico como del prosencéfalo

basal.

La exposicion a cadmio, tanto de manera unica (1mg/Kg) como continuada (0,1
mg/Kg) induce un aumento, a nivel del prosencéfalo basal, en el porcentaje de
neuronas necroéticas, tanto totales como ChAT+, siendo este efecto mas
pronunciado sobre las neuronas ChAT+, lo que indica que las neuronas

colinérgicas son mas sensibles a la toxicidad inducida por el cadmio.

La exposicion a cadmio, tanto de manera unica (1mg/Kg) como continuada (0,1
mg/Kg) produce un aumento del grado de espongiosis a nivel del nticleo septal y
de la banda diagonal de Broca. Este aumento se observa Unicamente en

exposiciones continuadas a cadmio a nivel del ntcleo basal de Meynert.

La exposicion a cadmio, tanto de manera tnica (1mg/Kg) como continuada (0,1

mg/Kg) produce un aumento en el grado de gliosis a nivel del prosencéfalo basal.
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5.

7.

El co-tratamiento de cadmio y T3, tanto de forma unica (I mg/Kg) como
continuada (0,1 mg/Kg), produce una reversion parcial en el aumento del
porcentaje de neuronas necroticas, tanto totales como ChAT+, asi como una
reversion parcial de la gliosis y espongiosis (Unicamente en caso de exposicion

continuada a nivel del septo medial).

El tratamiento con cadmio, tanto de forma tinica (1 mg/Kg) como continuada (0,1
mg/Kg), produce una disminucion significativa en el contenido de ACh a nivel
del prosencéfalo basal y de las actividades de la AChE y de la ChAT. Sin embargo,
no produce ningun efecto sobre la expresion de los transportadores HAChT y

VAChHT.

Nuestros resultados también muestran que el tratamiento con cadmio, tanto de
forma tinica (1 mg/Kg) como continuada (0,1 mg/Kg), produce un bloqueo de los
MRI1, sin observarse alteracion de la expresion génica de los receptores MR1 y
MRS, pero si una disminucion de la expresion génica de los receptores MR2, MR3

y MR4 a nivel del prosencéfalo basal.

Respecto al co-tratamiento con cadmio y T3, tanto de forma tnica (1 mg/Kg)
como continuada (0,1 mg/Kg), los resultados muestran que los efectos producidos
sobre el contenido de ACh, la actividad de las enzimas AChE y ChAT, asi como

sobre los receptores muscarinicos, fueron parcialmente revertidos.
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9.

10.

El tratamiento con Cd, tanto de forma tnica (1 mg/Kg) como continuada (0,1
mg/Kg), produce un incremento en la generacion de ERO, de la peroxidacion
lipidica, asi como una diminucién de la expresion de NRF-2, HO-1 y GPx en el
prosencéfalo basal, lo que indica que la generacion de estrés oxidativo, es
mediada, en parte, por la generaciéon de radicales libres, asi como por la

disminucion de la expresion de enzimas antioxidantes.

Finalmente, el co-tratamiento con T3 y cadmio, tanto de forma unica (1 mg/Kg)
como continuada (0,1 mg/Kg), produce una reversion parcial en la generacion de
estrés oxidativo a través de la reduccion de la generacion de ERO y de una menor
reduccion de la expresion de las enzimas reguladas por NRF2, lo cual indica que
la reduccion del nivel de hormonas tiroideas media, en parte, la generacion de

estrés oxidativo.
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