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1-1NTRODUCCION 

1.1 ANTECEDENTES HISTORJCOS 

El cadmio es un elemenJo que se encuentra en la naruraleza asociado a muchos 

minerales. El hombre ha liberado cadmio al ambiente sin saberlo desde que estuvo capacitado 

parafimdir y refinar metales como zinc, plomo y cobre. Dos investigadores alemanes, Strohmeier 

y Hennann, descubn"eron el cadmio de manera independiente y casi simultánea en 1817. Estos 

investigadores examinaron algunas muestras de carbonato de zinc procedentes de Salzgitter, 

Alemania, un óxido de color café y un suifUro amarillo que al calentarlo se obtuvo un metal 

nuevo en estado impuro, al que llamaron erróneamente cadmio, ya que den"va de una palabra 

gn"ega que significa óxido de zinc (Nriagu 1980). 

1.2 FUENTES DE CONTAMINACION POR CADMIO 

El cadmio es un metal pesado que se encuentra en la corteza terrestre en una 

concen1raci611 en promedio de 0.15-0. 2 ppm. Está ampliamente distn"bufdo en rocas, carbón, 

arena, cal, sedimentos oceánicos y en el suelo (Waldron 1980). Las actividades mineras tanto 

para el cadmio como para otros metales, son la fuente más evidente de comaminación y las que 

pueden causar las concentraciones más altas del cadmio en el ambiente, ya que este metal se 

encuentra frecuentemente asociado a diversos minerales (Friberg et al 1974). El cadmio está 

presente en las actividades industriales, ya sea fonnando parte de la materia prima (Nriagu 

1980), o como subproducto del proceso, como es el caso de la obtención del zinc (Cammarota 

1980). Las industn"as que comribuyen al increme1110 ambiemal del cadmio son las de las 
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baterlas, acumuladores, cables eléctricos, celdas fotoeléctricas, cloruro de poli vinilo, colorantes, 

equipos nucleares,fasibles, joyerla, soldadura, tapones de extinguidores, obtencion del zinc, etc. 

(Nriagu 1980). La mayor pane del cadmio que se emite a la atmósfera se deposita en la tierra 

y en las aguas de la región cercana a la fuente de emisión (Nriagu 1982). A partir de éstas, el 

cadmio ingerido por los organismos es transponado a todos los eslabo11es de la cadena 

alimenticia. &ta vfa es la principal fuente de contaminación por cadmio para los animales y el 

hombre. En las aguas supeljiciales, el cadmio se presenta como u11 ion libre y su solubilidad 

depende de la dureza, del pH, en este medio se une a la materia paniculada (Street 1978). 

Cuando las aguas dulces llega11 al mar, el Cd+ 2
, al igual que los iones de otros metales pesados, 

tiende a depositarse en los sedimentos y as( queda limitado e11 las aguas de las costas y los 

estuarios (Waldron 1980). Por lo general, las concentracio11es de este elemento en el agua 

potable son me11ores a 51'gll mientras que en el agua de mar, oscilan entre 0.03 y 0.04 l'gll 

(Albert 1990). Las principales fuemes de contaminación del agua potable son las áreas 

metalúrgicas, los desechos industriales y los desagües de minas (Waldro11 1980), también la 

filtración de cadmio a los mantosfreáticos a panir de los lodos que contenga11 óxidos de cadmio 

(Friberg et al 1974). Generalmente, las concentracio11es de este metal en los suelos oscilan entre 

0.01y0.5mglkg (A/ben 1990). Las pri11cipales variaciones e11 el conte11ido de cadmio e11 el suelo 

se deben a la composició11 de la roca madre y al suministro de metales que provienen de los 

fenilizantes (Herrero y Martf11 1993), los abonos y la contaminació11 atmosférica. E11 los suelos 

ácidos, el cadmio se imercambia fáci/meme, lo que lo hace disponible para las plantas 

(Cavallaro y Mcbride 1978). Los lodos de las aguas negras y los fertilizantes que se utilizan en 

la agricultura pueden también contaminar el suelo con cadmio (Garare et al 1993). Las 

prillcipales fuentes de contaminación del aire por el cadmio son la industria metalúrgica 
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(Waldron 1980) y los valores son de aproximadamente O. 002 14glm3 (Alben 1990). Este elemento, 

al igual que el plomo, se transfiere de un lugar a otro a través de procesos ftsicos como el viento 

y la erosión y de los procesos biológicos. Los vegetales, pueden asimilar cantidades 

considerables de cadmio a panir de suelos contaminados (Garate et al 1993). Se sabe que en 

esta asimilación pueden influir una serie de factores tales como el tipo de suelo, el pH y la 

concentración de otros minerales (Street 1978). Aunque los mecanismos de translocación no se 

han estudiado del todo, se sabe que, por lo general, las semillas y los granos tienen 

concentraciones más bajas del metal que las hojas (Street 1978). En los organismos marinos, las 

concentraciones de cadmio son mucho más elevadas que en el agua de mar. La información 

sobre la contaminación y los efectos tóxicos en los animales terrestres es escasa (Albert 1990). 

1.3 METABOLISMO DEL CADMIO 

Actualmente se ha puesto más atención al metabolismo de este metal ya que su 

concentración en el ambiente ha aumentado y, por lo tanto, puede tener efectos adversos sobre 

el ser humano. A nivel general se sabe que el metal se absorbe a nivel de la mucosa imestinal, 

de la piel y del pulmón (Rahola 1972). La absorción va a depender de la vfa de administración 

y de /afonna qufmica en que se encuentre el cadmio. El metal en el agua puede estar en cuatro 

diferentes fomws: a) disuelto, b) como complejo soluble, c) como panfcu/a inorgánica u 

orgánica, d) como partfcula adsorbida (Eichhom 1973). En varios reportes en los que se estudió 

la absorción de cadmio radiactivo en raras, ratones y monos, se encontró que la proporción 

fluctuaba entre 0.5 y 3% del total (Albert 1990). En los seres humanos, estos porcentajes son 

más elevados, entre el 3 y el 8%, aunque los lfmites son muy amplios 0.5 a 12%. Las personas 

con baja concentración de hierro en la sangre tienen una absorción de cadmio cuatro veces 
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mayor que los individuos con concentraciones nonnales de hierro. Este factor y otros, como son 

la deficiencia de proteínas, calcio, etc., pueden favorecer considerablemente la absorción del 

cadmio (Nomiyama et al 1975). El cadmio, entra al organismo también por vía respiratoria y 

entre el JO y 50% de las partículas de cadmio que son inhaladas, se depositan en la pane 

alveolar de los pulmones (Bus et al 1978). Se ha estudiado muy poco la absorción del cadmio 

a través de la piel. 

Después de ser absorbido, el cadmio se transporta por la sangre a todas las panes del 

organismo. La distribución de los metales en los diversos órganos u organelos subcelulares va 

a depender de los mecanismos de transpone a través de la membrana plasmática y de la afinidad 

por los ligandos prese1ues en la célula. Por ejemplo, el transpone del ion hierro es mediado por 

un acarreador, la transferrina y la gran afinidad del Cu, del Zn, del Cd y del Hg por la 

metalotioneína (Yamada y Koizumi 1993) que parece ser importante en el transpone de estos 

metales a los órganos. En animales de e.xperimentación, se ha encontrado que se retiene en los 

glóbulos rojos, en donde se une con protefnas de bajo peso molecular, probablemente las 

metalotionefnas (Gany et al 1986). El cadmio se acumula principalmente en el hfgado y en el 

riflón (Ballatori y Boyer 1986, Bla;Jca et al 1988) también, pero en menor concentración se 

encuentra en otros órganos y tejidos como los músculos, el páncreas, las glándulas salivales y 

el sistema nervioso central, aunque en éste 1í/1imo se presenta en muy bajas concentraciones 

(Waldron 1980). 

La principal vfa de eliminación del cadmio en el ser humano es la orina; en promedio, las 

concentraciones en ella son inferiores a 5 µgldfa. En animales de experimemación, después de 

la administración cominua de una dosis conocida de Cd+ 2
, la eliminación urinaria de este 

elemento fue menor al 2% de la cantidad diaria absorbida (Rehm y Waalkes 1990). Tamo la 
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bilis, wmo las secreciones de las glándulas parótidas y del páncreas, contribuyen a la 

eliminación fecal del cadmio y solo pequeftas cantidades de él se llegan a eliminar por el sudor, 

la exfoliación epitelial y el pelo (Elinder 1979). 

I.4 GENERALID.4DES EN RELACION CON LA TOXICIDAD INDUCIDA POR 

CADMIO 

I.4.1 INDNIDUOS 

La intoxicación por cadmio en el hombre puede resultar de la inhalación o 

de la ingestión. La ingestión de alimentos o bebidas contaminadas con cadmio pueden causar 

transtomos agudos en el trar:to gastrointestinal. Los síntomas incluyen náusea, salivación, 

vómito, dolor abdominal y cefalea. En casos más severos se pueden presentar diarrea y llegar 

hasta la conmoción (Waldron 1980). La dosis letal oral para el hombre se ha determinado en 

rangos de miligramos (90mglkg). Los síntomas que produce la inhalación de cadmio son: 

cefalea, irritación del tracto respiratorio, resequedad nasal y traquea/, tos, disnea, escalofrlos, 

debilidad general, fiebre y en casos más severos insuficiencia respiratoria con conmoción y 

finalmente la muerte (Waldron 1980). El cadmio produce neumonitis química y en algunas 

ocasiones, edema pulmonar (Chowdhury et al 1993). Este tipo de intoxicación se debe 

principalmente, a la inhalación de humos generados durante la soldadura de materiales que 

collfienen cadmio o por la refinación o fundición de otros materiales. Algunos investigadores 

sugieren que la conce/ltración letal de polvos de óxido de cadmio para seres humanos es de 5 

mg!m3, inhalados durante un período de ocho horas (Waldron 1980). La exposición crónica de 

cadmio en el hombre y animales experimentales (Friberg et al 1974, Imrri y Pefla 1986) causa 

daflo en el riflón con proteinurla, caracterizada por alfa, beta y gamma· globulinuria, 
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albúminuria, transferrina e inmunoglobulinas, aminoaciduria, hipercalciuria y glucosuria. Los 

pesos moleculares de las protefnas varían desde 10,000 a 200,000 da/tones. Entre otras están 

presentes muramidasa y ribonucleasa (Lauwerys et al 1974). También se ha determinado que el 

cadmio cambia la hidroxilación de la 25-hidroxivitamina Da 1,25-hidroxivitamina Den el riffón, 

reduciendo la absorción de calcio en el tracto gastrointestinal (Feldman y Cousins 1973), 

causando una alteración general en el metabolismo celular. El cadmio induce hipenensión "in 

vivo", :is( como vasoconstricción "in virro" y anerioesclerosis "in vitro" (Kagi et al 1992), 

sugerienda que puede inducir dallo endotelial. Nolan y Shaikh (1986), sugieren que el primer 

efecto en una administración aguda de cadmio, es la pérdida de la integridad del endotelio 

vascular y la permeabilidad de éste. En ratas o conejos tratados crónicamente con cadmio se 

induce hipenensión, la cual.fue prevenida por Zn o agentes que/antes (Kosm.ewska y Laudanski 

1991). Se ha observado desmineralización osea (osteoma/asía) y dallo renal (nefropatfa) como 

resultado de una exposición crónica al cadmio (Va/lee y Ulmer 1972). También se ha reponado 

que la administración crónica de cadmio en animales induce atrofia gonada/, mientras que una 

aguda, ocasiona su destrucción; esto, aparentemente debido a un dallo vascular. Antes o 

simultáneamente a la administración de cadmio, el Zn, Mn, Se, tioles y cienas hormonas 

previenen los cambios antes mencionados, a través de una redistribución de Cd a otros órganos 

y tejidos (Va/lee y Ulmer 1972). El cadmio tiene efectos teratogénicos (Milis y Ferm 1989) y 

mutagénicos (Rame/ y Magnusson 1969). Una manifestación de toxicidad aguda por cadmio es 

la necrosis hepática (Dudley et al 1984), reflejada por la liberación de transaminasas a la sangre 

y cuamijicadas como un indicador de hepatotoxicidad (Salaspuro 1987). En el hfgado humano, 

la aspanato amino transferasa (ASAT) tiene dos isoenzimas, una asociada con el citoplasma y 

otra con la mitocondria. Se considera que el cadmio induce la liberación de esta enzima. El 

6 



mecanismo por el cual sucede esto no es conocido. La alanina amino transferasa (ALAT}, es la 

otra enzima y se encuentra casi exclusivamente en el citoplasma de las células hepáticas, la cual 

se libera al torrente sangufneo como consecuencia del incremento en la permeabilidad de la 

membrana debido al daffo hepático (Salaspuro 1987). La ALAT se considera la enzima más 

sensible y espec(jica indicadora de dal1o hepatoce/11lar aglldo (Coodley 1971). 

1.4.2 NIVEL CELULAR 

A nivel celular se conoce poco acerca de la citotoxicidad ind11cida por el 

cadmio. En cé/11/as aisladas de h(gado y riffón, el cadmio causa una liberación de enzimas 

citosólicas como la aspartato amino transferasa, la alanina amino transjerasa, la gama-glutamil 

transpeptidasa y la beta-N-acetilglucosaminidasa (Yoshida et al 1993). Un incremento 

extraceilllar de la lactato deshidrogenasa (WH) en respuesta a la exposición al metal, indica 

daffo inducido en la membrana plasmática (Beattie et al 1990). Se ha reportado también 11na 

disminución en la actividad de la superóxido dism11tasa (Hussain et al 1987), en el potasio 

intracelular (Farris 1985), a11mento de lipoperoxidación (Stacey et al 1980a, Müller 1983), 

dismunución en el contenido de glutatión (Müller y Ohnesorge 1982), inhibición de enzimas como 

la glwatión peroxidasa (Müller 1986), la cata/asa (Sh11kla et al 1989) y la citocromo oxidasa 

(Müller y Stacey 1988). También se presenta una ae11mulación de ca+ 2 intrace/11/ar dado por un 

flujo de calcio extracelular (Farber 1981). Beattie et al (1990), reportan q11e el cadmio inhibe 

la secreción de protefnas en hepatocitos, probablemente porq11e interfiere con la membrana 

plasmática y la exocitosis de la protefna. Se ha demostrado q11e el cadmio ind11ce la s(ntesis de 

metalotionefna (Eaton et al 1980), la e11al p11ede considerarse como responsable de la 

ac11mulación del metal en los tejidos (Elinder 1987). 
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1.5 METALOTIONEINA Y GLUTATION COMO PROTECTORES DE LA 

CITOTOXICIDAD INDUCIDA POR CADMIO 

Se le ha dado a la metalotionefna (MT) intracelular un papel protector en la 

intoxicación inducida por el cadmio (Goering y Klaassen 1984a). Gran parte (75-80%) del 

cadmio que se acumula en el hfgado y los riflones de los mamlferos se une a esta protefna 

soluble, inducible y de bajo peso molecular con alta afinidad para metales (Waalkes et al l 984a, 

Nielson et al 1985). Esta protefna, que tiene una extraordinaria afinidad por este catión, fue 

aislada por primera vez en 1957 y se encontró que contenta concentraciones elevadas de zinc, 

entre 2-25% y cadmio 5-9%, de ah( se deriva su nombre de metalotione(na (Waldron 1980). Su 

peso molecular varia entre 6000 y 7000 da/tones. Aunque hay pocos estudios de la confomiación 

de la protefna, se ha establecido que tres grupos su/jhidrilo (SH} están involucrndos en la unión 

con el metal y se le atribuyen al aminoácido cistefna (Waalkes et al 1984b, Waalkes y Klaassen 

1984c). Es probable que las metalotionefnas desempeffen una función biológica muy importante 

en la regulación del cu+2
, del zn+ 2 y en la desimoxicación de metales pe~ados (Goering y 

Klaassen 1984b, Christie y Costa 1984, Cousins 1985, Webb 1986, Dunn et al 1987). Tanto en 

el hombre como en los animales, esta protefna se encuentra distribuida en todo el organismo y 

se ha aislado de riflón, de hfgado, de bazo, de intestino, de corazón, de cerebro, de pulmón y 

de piel (Cousins 1985). En el hfgado de rata, de rarón y de conejo (Webb 1972), la 

metalotionefna es conocida como una protefna inducible, la cual es sinretizada en respuesta a 

la enrrada de cationes tóxicos. En cultivos primarios de hepatocitos (Failla et al 1979) y en 

lfneas celulares hepáticas (Gerson y Shaikh 1982), el cadmio induce la sfntesis de MT como 

resultado de un incremento en la transcripción del gen (Karin et al 1981). Al parecer, es la 

causante de la larga vida media biológica del cadmio y, mienrras persiste este catión, hay una 
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rotación continua entre la degradación completa y la resfntesis de la proteína. 

El glutatión (GSH), es un reservarlo no proteico del hígado que está involucrado en muchos 

procesos celulares, tales como: el transpone membrana/, las vías metabólicas, las actividades 

enzimáticas, el mantenimiento en la integridad de la membrana celular, la síntesis de 

macromoléculas, la protección de la célula contra radicales libres y los metabolitos tóxicos de 

origen endógeno y exógeno, etc. (Arrick et al 1984, Kang y Enger 1990). El GSH está presente 

en altas concentraciones en el hígado, que es el órgano mayonnente involucrado en la 

biotransfonnación de xenobióticos por conjugación e inactivación de los metabolitos (Ponsoda 

et al 1991). Los compuestos que como una consecuencia de su biotransfonnación disminuyen el 

GSH hepático, pueden indirectamente causar efectos tóxicos debido a un incremento en el estres 

oxidativo. La toxicidad en este caso depende probablemente del balance entre lafonnación de 

metabolitos reactivos y la disponibilidad de GSH y de su síntesis (Ponsoda et al 1991). Estudios 

recientes sugieren que el GSH juega un papel protector imponante en las primeras respuestas 

citotóxicas al cadmio (Kang y Enger 1988). El GSH puede unirse con cienos metales diva/entes 

tales como el Cd a través de los grnpos suljhidrilo (SH) libres presentes en este tripéptido. 

Singhal et al (1987), reponan un aumento en la toxicidad producida por cadmio al pre-tratar 

ratones con butionina sulfoximina (BSO), un inhibidor de la síntesis de GSH. La citotoxicidad 

producida por cadmio parece explicarse en función de la cantidad de ion Cd libre presente en 

la célula, el cual no es secuestrado por el GSH o la MT (Suwld y Cherian 1989). El Zinc (Zn) 

es un elemento esencial y protege de la hepatotoxicidad producida por varios agentes y metales 

pesados, entre ellos el Cd (Goering y Klaassen 1984b, Fukino et al 1986). El mecanismo de 

protección del Zn ha sido atribuido a: 1) estabilización de las membranas de los lisosomas, las 

mitocondrias y los microsomas, resultando en una resistencia a la lipoperoxidación en las 

9 



membranas (Thomas et al 1986); 2) inhibición de la actividad de la monooxigenasa dependiente 

de citocromo P-450, asf reduce la cantidad de metabolitos tóxicos disponibles para unirse 

covalentemente a organelos o protefnas (Liu et al 1992b); 3) estabilización de los grupos tioles 

y activación de enzimas asociadas a glutatión (Fukino et al 1986, Cho y Fong 1990) y 4) 

secuestro de radicales libres e iones metálicos por la metalotionefna inducida por el Zn (Goerirzg 

y Klaassen 1984b, Durzrz et al 1987). 

1.6 MEC4NISMOS PARA EXPLICAR LA TOXICIDAD PRODUCIDA POR CADMIO 

En general se considera que la unión del metal a un ligando puede ser a través de 

numerosos grupos tales como el hidroxilo, el amino, el carboxi/o, el suljhidrilo, etc. La 

concentración de un metal en un tejido depende de la presencia y la biodisponibilidad del grupo 

químico al cual se une el metal. Esta existencia varía con el tipo de tejido, de célula quefonna 

el tejido y aún con el tipo de estrocrura subcelular. La biodisponibilidad de los ligandos depende 

en su organización en las macromoléculas (Eichhom 1973). El mecanismo bioquímico de la 

citotoxicidad inducida por cadmio, no se i.:011oce con exactitud, aunque se han desc1ito algunos 

con base a los datos obtenidos experimentalmeme entre los cuales están la lipoperoxidación, la 

interacción con los grupos suljhidrilo (SH) y el desplazamiento de metales esenciales. 

1.6.1 LIPOPEROXIDACJON 

El proceso de lipoperoxidación (LPO) ha sido relacionado c011 fenómenos 

como la ieflamación, el envejecimiento, el cáncer y la toxicidad de agentes químicos (Halliwell 

y Gutteridge 1985). Durante la lipoperoxidació11 los ácidos grasos poliinsarurados son 

peroxidados por un mecanismo de radicales libres (Yamamoro 1991). La lipoperoxidación se ha 

considerado como un posible mecanismo de toxicidad inducida por el cadmio (Sunderman 1986, 
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Ochi et al 1987), lesionando la membrana celular con un aumento en la pem1eabilidad. 

Afonunadamente, la célula hepática tiene mecanismos de defensa los cuales pueden protegerla 

de los efectos de la LPO. En el hfgado, los componentes más imponantes de este mecanismo de 

defensa son el glutatión y la vitamina E (Kawase et al 1989). "In vivo" se ha demostrado el 

aumento en el grado de lipoperoxidación en el hfgado, el riffón, el cerebro, el pulmón, el 

corozón y el testfculo de rata como consecuencia del tratamiento con clornro de cadmio (Sato 

et al 1983, Manca et al 1991). El mismo efecto ha sido obsermdo en hepatocitos tratados "in 

vitro" (Stacey et al 1980a). La peroxidación de los ácidos grasos insaturados dentro de las 

membranas biológicas resulta en una serie de eventos bioqufmicos, los cuales llevan a la 

inactivaci6n de .funciones enzimáticas en varios organelos subcelulares. Shukla et al (1987) y 

Hussain et al (1987), reponan inhibición de la actividad de la superóxido dismutasa con cadmio, 

tanto "in vivo• como "in vitro" en el hfgado, el riffón y el cerebro. Ellos sugieren que la 

principal causa en el incremento de la lipoperoxidación y las lesiones tóxicas en estos tejidos se 

puede atribuir a la inactivación de ésta enzima que trae como concecuencia una acumulación del 

anión superóxido. Andersen y Andersen (1988) sugieren otra posible causa en el incrememo de 

la /ipoperoxidación causado por el cadmio y se refieren a los niveles de glutatión (GSH), ya que 

lo consideran un factor imponante en la regulación de la lipoperoxidación (Halliwell y 

Gutteridge 1985, Yujinagasaka et al 1989). El cadmio disminuye los niveles de glutatión 

(Sugawara y Sugawara 1984) y la actividad de la glutatión peroxidasa en hfgado y riffón (Jamall 

y Smirh 1985). La actividad de esta enzima depende del comenido del glutarión, de tal manera 

que el incremento en la LPO puede ser causada por un decrememo en la concentración de GSH 

por el cadmio, o por una acción directa en la glwatión peróxidasa (Jamall y Smith 1985). Los 

peróxidos orgánicos llevan a la muene celular, posiblememe por dos mecanismos: 1) 
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peroxidaci6n de los lfpidos de la membrana celular y 2) alterando la homoestasis de ca+2 como 

una consecuencia de la oxidación de los tioles de las protefnas (Poli et al 1987). Varios estudios 

"in vivo n e "in vitro. han demostrado la presencia de lípoperoxidación en diferentes 6rga11os 

después de una exposición a cadmio y se ha posmlado si esta LPO es el mecanismo responsable 

para la tóxicidad causada por el cadmio, o es sólo un resultado del dallo en el tejido causado 

por otras reacciones tóxicas (Andersen y Andersen 1988). Algunos experimemos "in vitro" 

indican que la lipoperoxidació11 no es el primer evemo responsable de la citotoxicidad i11d11cida 

por cadmio (Stacey et al 1980a, Müller 1986), sino un proceso secu11dario del dal1o producido 

en la membrana celular. Sin embargo, el ataque peroxidativo a losfosfolfpidos de la membrana 

celular por el Cd, puede alterar la integridad de la membrana celular, integridad necesaria para 

unafimción nonnal de la célula (Müller 1986). 

1.6.2 INTERACC/ON CON GRUPOS SULFHIDRILO (SH) 

La exposició11 a metales pesados, resulta en u11a variedad de alteraciones 

bioqufmicas tamo e11 el hfgado como en el rifló11. Muchos de esos efectos se han explicado en 

fimción de la capacidad de los metales para unirse a sitios nucleoftlicos en la célula, entre ellos, 

los grupos suljhidrilo (SH) libres (Maines y Kappas 1977). Erttre los efectos están u11a 

desactivación de sistemas enzimáticos "in vitro" e "i11 vivo" (Va/lee y Ulmer 1972). La hemo 

oxigenasa microsomal hepática es una e11zima dependiente de suljhidrilo y es responsable de la 

degradación oxidariva del grupo hemo a tetrapirro/. Muchos metales pesados inhiben la actividad 

de la hemo oxigenasa "in vitro •,por imeractuar directameme en el sitio regulatorio de la enzima 

(Maines y Kappas 1977). Así la imeracción con los gnipos s11ljhidrilo que contiene la enzima, 

disminuye la biotransfonnación hepática. Lafosfatasa ácida (FA), es una enzima que hidro/iza 

ésteres de fosfato y se localiza en los lisosomas. Los lisosomas son capaces de almacenar metales 
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no esenciales como el ca. Se ha reportado que el ca inhibe la actMdad de esw enzima por 

unirse a los grupos suljhidrilo de la enzima, causando la pérdida de su.función (Va/lee y Ulmer 

1972). Prasada y Gardner (1986), reportan que el cadmio reduce la actividad de la cirocromo 

oxidara, probablemente debido a la interacción del metal con el grupo suljhidrilo en la porción 

hemo del citocromo. El gluta!ión reducido y los rioles son muy imporrantes en regular la 

pemieabilidad de la membrana por mantener los grupos suljhidrilo en estado reducido. Ciertas 

protefnas son altamente sensibles a los cambios en los grupos SH, tal es el caso de la ATPasa 

dependiente de Ca, la cual .funciona como una bomba que mantiene los niveles de calcio 

intracelular (Olafsdotlir et al 1988). El cadmio inhibe la actividad de esta prorefna (Verbost et 

al 1989), y una alteración en la homoestasis de Ca lleva a la muerte celular. Li et al (/993) han 

estudiado distirnas alteraciones en el ciroesqueleto inducidas por el cadmio, sugiriendo que este 

puede jugar un papel importante para explicar el dano celular por este metal. Las protefnas del 

ciroesqueleto como la tubu/ina comienen residuos de cisterna y ciertos grupos su!jhidrilo que son 

importantes pura la polimerización y para mantener la estructura y función del mismo. Por lo 

tanto, la despo/imerización de los microtúbulos en células tratadas con cadmio, puede resultar 

de la pérdida de esos grupos esenciales presentes en la proteína tubulina como un resultado de 

la unión de cadmio durante un perlado inicial (Li et al 1993) y esto puede representar una parte 

integral de la respuesta tóxica debida al metal. Foil/a et al (1979) reportan que la emrada de 

cadmio y zinc en hepatocitos aislados ocurre por un acarreador dependiente de grupos suljhidrilo 

y que el bloqueo de estos reduce la entrada de ambos me1ales a la célula (Foil/a et al 1979). 

Gerson y Shaikh (/984) reportan que la acumulación de cadmio en hepatocitos aislados depende 

de la interacción con gupos suljl1idrilo de las protefnas de la membrana plasmática ya que 

bloqueando éstos con N-etilmaleimida (NEMJ, se disminuye la entrada de Cd. Stacey (1986) 
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estudió la relación de los grupos SH en los everuos citotóxicos del cadmio. Utilizando diriotreitol 

(DTT), un agerue reductor de grupos SH, encoruró una disminución en la citotoxicidad inducida 

por el metal. El DTT tiene la habilidad de mantener en estado reducido a los grupos SH, as( que 

el mecanismo de toxicidad causado por el cadmio, parece involucrar la interacción del metal con 

los grupos tioles de la membrana celular. 

1.6.3 DESPI.AZAMIENTO DE METALES ESENCIALES 

El hígado es el órgano critico en la homoestasis de los metales esenciales 

tales como el Ca, el Cu, el Fe y el Zn (Bla;,ka y Shaikh 1992b). El cadmio es uno de los metales 

mas tóxicos y puede alterar el metabolismo y función de metales esenciales como el Cu, el Zn, 

el Fe, el Mn, el Se y el Ca al competir por los lígandos en los sistemas biológicos (Petering et 

al 1979, Schafer y Forth 1984). No se conoce el mecanismo por el cual los metales no esenciales 

penetran a la célula, se propone que podrla ser a través de los sistemas existentes para los 

metales esenciales (Blazka y Shaikh 1992b), desplazándolos de sus sitios de unión y alterando 

por lo ranro la función celular. Se ha demostrado que el cadmio inhibe muchas enzimas (Valle 

y Ulmer 1972), compite con el calcio (Babitc/11988) y altera patrones defosforilación (Suzuki 

et al 1985). Un sitio blanco del cadmio es la unión a la protefna calmodulina, la cual comiene 

cuatro dominios de unión al ca+2
• El cadmio puede ocupar esos cuatro sitios causando cambios 

confonnacionales en la calmodulina (Flik et al 1987). La entrada de calcio a la célula hepática 

es por canales espec(jicos y el cadmio inhibe esta entrada, probablemente porque interactaa 

directamente con el canal (Blazka y ShaikJ1 1991). Varios investigadores han demostrados q11e 

el cadmio dismimzye los niveles de Fe "in vivo" (Bonner et al 1980). La entrada hepática de Fe 

ocurre por procesos dependientes de transferrina e independiemes de ella (Morgan y Baker 1986, 

Tñorstensen y Romslo 1988). La entrada de Fe que se une a la transferrina, ocurre por 
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endocitosis mediada por receptor (I'horstensen y Romslo 1988), mientras que el Fe que penetra 

independientemen1e de esta prote(na, puede hacerlo por un acarreador o canal de membrana 

(Sturrock et al 1990). El cadmio inhibe la en1rada de Fe, probablemen1e por competir por el sitio 

de unión del acarreador o del canal de membrana (Sturrock et al 1990). El cadmio compite con 

los metales esenciales por los sitios de unión de los acarreadores y canales iónicos en la 

membrana celular, Esto es apoyado por estudios (Stacey y Klaassen 1980b, 1981, Ettinger et al 

1986, Bla;,ka y Shaikh 1991) en los que se sugiere que el cadmio compite con el Ca, el Cu y el 

Zn por una misma v(a de entrada. La internaliwción de Cu a la célula hepática involucra 

prote(nas especificas de membrana ya sea por un acarreador o por un canal iónico (Harris 

1991). Existen evidencias en hepatocitos de que el Cd y el Cu compiten por ligandos que 

involucran grupos SH (Ettinger et al 1986, Harris 1991). Se ha reponado que la el/frada de Zn 

a los hepatocitos es a través de un acarreador dependiente de grupos suljhidrilo (Stacey y 

Klaassen 1981) y se ha observado que el Cd compite con el Zn por esos mismos sitios de unión 

(Pattison y Cousins 1986). El cadmio altera el transpone de los metales esenciales a Ja célula 

por competir por Jos sitios de unión presemes en los acarreadores o canales iónicos, de tal 

manera que afecta el metabolismo y la jimción de estos metales esenciales. 

l. 7 MODELOS UTILIZADOS PARA ESTUDIAR EL EFECTO DEL CADMIO 

Los efectos toxicológicos de los metales pesados pueden deberse a una exposición 

de tipo "agudo" o "crónico". Para describir Ja dosis puede estar en ténninos de la cantidad del 

agente tóxico al cual el organismo esté expuesto, as( como el periodo de exposición. Los efectos 

producidos con diferentes tipos de exposición son disrimos, ya que la toxicidad crónica puede 

resultar de la acumulación del agente en el organismo o la acumulación del dallo biológico por 
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dosis repetidas. Hay variaciones en los efectos toxicológicos entre las especies. Los criterios 

determinados para la selección del modelo animal están dados por una alta sensibilidad al metal 

y por una similitud en el metabolismo con respecto al hombre (Eichhorn 1973). Una variedad 

de observaciones revelan que en el hombre los metales pesados pueden producir numerosas 

alteraciones fisiológicas. Lo intoxicación con Cd ocasiona nefrotóxicidad, hepatotóxicidad, 

problemas respiratorios, efectos terarogénicos, carcinogénicos, etc. (Garartini 1986). 

Tradicionalmente, los animales han sido utilizados como sistemas modelo para predecir los 

efectos adversos en humanos causados por la exposición a diferentes agentes tóxicos. Utilizando 

animales, generalmente roedores, ha sido posible determinar y explicar algunos de las 

alteraciones fisiológicas que se producen debido a la exposición al cadmio. Sin embargo, es 

dificil contestar en el animal íntegro algunas preguntas a nivel celular, debido a los sistemas 

homoestáticos presentes, por ello es conveniente utilizar cultivos primarios o lfneas celulares. 

En los cultivos primarios, la exposición al agente tóxico puede ser controlada y pueden ser un 

sistema para estudiar mecanismos de toxicidad (Si,nclair et al 1991). La desventaja más grande 

de trabajar con cultivos primarios hepáticos, es que las células pierden en un lapso corto las 

funciones hepatocelulares (Donato et al 1991), sufren alteraciones fenotfpicas y disminuyen las 

actividades de los sistemas que metabolizan los xenobióticos, haciendo de esta manera imposible 

el analizar en este sistema el efecto de un ageme tóxico por periodos prolongados. Las lfneas 

celulares son otro modelo que se ha utilizado para estudiar los efectos tóxicos del cadmio, entre 

ellas están las LLC-PK de epitelio renal porcino (Prozia/eck y Lamar 1993), las MDCK de riflón 

de perro (Milis y Ferm 1989), las NRK-49F de fibroblastos de riflón de rata (Kang y Enger 

1991), las A549-127 de carcinoma de pulmón humano (Kang y Enger 1990), etc. Las 

características que preseman los cultivos celulares son: 1) se trata de un solo tipo celular sin 
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glándulas, sin vasos ni tenninales nerviosas, 2) todas las células tienen la misma edad y se les 

puede sincronizar para que estén en la misma fase del ciclo celular, 3) la composición del medio 

es conocido, 4) se pueden obtener grandes cantidades de las células, lo que posibilita su análisis 

bioqufmico y 5) se puede conocer las respuestas a nivel celular, sin imeiferencia de procesos 

homeostáticos. En el laboratorio se cuema con una línea celular de origen/eta/ hepático humano 

(WRL-68), la cual se ha caracterizado (Gutiérrez et al 1994a) y se ha utilizado para estudios de 

toxicidad por diversos agentes (Gutiérrez et al 1991, 1992, 1994b, Bucio et al 1994). Nuestro 

inlerés está en estudiar a nivel celular las alteraciones moifológicas y algunas modificaciones 

funcionales producidas por el metal cadmio para poder elucidar uno de los posibles mecanismos 

de daflo celular. 
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II-OBJETIVOS 

- Identificar las alteraciones que el cadmio produce sobre algunos parámetros 

considerados como medida de dallo celular. 

- Identificar el efecto ael cadmio sobre el transpone de calcio en las células de origen 

hepático para poder elucidar uno de los posibles mecanismos de dallo celular. 
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1//-MATERIALES Y METODOS 

IIl.1 CULTIVO CELULAR 

Las células se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC). El 

medio de cultivo utilizado fue Medio Modificado de Eag/e de Dulbecco (DMEM) (Sigma), al cual 

se le adicionó 8% de suero de ternera suplementado con Fe (Hy-clone), J % de aminoácidos no 

esenciales (Micro/ah) y 100 unidades/mi de penicilina con 100¡1glml de estreptomicina. En 

adelante, al medio as{ preparado se le llamará DMEM completo. Las células se sembraron sobre 

cajas de cultivo de plástico estériles (Nunc) y el medio se les cambió cada tercer dfa. Las células 

se levantaron de la botella de cultivo con tripsina-verseno al 0.025% (Micro/ah) una vez a la 

semana, resembrándose nuevamente a una dilución de 1:3 a 1:6. Los cultivos se mantuvieron en 

una incubadora con una atmósfera de 5-10% de C02 y 90% de humedad, a una temperatura de 

37 ºC. Todos los experimentos se realizaron cuando las células se encontraban en fase de 

crecimiento logarftmica. 

lll.2 VIABILIDAD DE LAS CELULAS WRL-68 EXPUESTAS A CADMIO 

Se sembraron 30,000 células/pozo en multicámaras de 24 pozos (Nunc) con 

DMEM completo y se dejaron crecer por 2411. Después de este tiempo se les cambió el medio 

por uno conteniendo el metal en la concentración indicada (de O a J00¡1M de CdCl;). 24h 

después se derenninó la viabilidad celular utilizando la prueba de azul de tripano a una 

concentraciónjinal de 0.2 %. Se comaron las células que lzabfan exclufdo el colorame utilizando 

un hematocitómetro. los ensayos se realizaron por triplicado. 
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IIJ.3 TIPOS DE TRATAMIENTOS DE LAS CELULAS WRJA8 CON EL 

CADMIO 

Las condiciones a las que se expusieron las células al cadmio fueron: 0.5µM de 

CdC12 durante 24h (leve), 0.51JM de CdC/2 durante 7d (crónico), y 5. ()µM de CdC12 durante 24h 

(agudo). 

III.4 MICROSCOPIA 

Ill.4.1 MICROSCOPIA OPTICA 

Las células se observaron diariamente en un invertoscopio con contraste 

de fases (Zeiss), con el fin de seguir el crecimiento y desarrollo celular. 

/ll.4.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION 

Se sembraron de 80-100,000 células en una multicámara, sobre 

cubreobjetos de plástico termanox, bajo los diferentes tratamientos de cadmio elegidos. 

Posterionnente se les retiró el medio de cultivo y se les agregó una solución de glutaraldeh(do 

al 3 % en amortiguador de fosfatos pH 7. 4 durante 15min a temperatura de 4 ºC. Pasado este 

tiempo se cambió la solución y se dejó en contacto con las células por 105 min. Posteriormente, 

las muestras se lavaron con amortiguador O.JM de fosfatos suplementado con sacarosa 0.25M. 

La pos.fijación se hizo con OsO, al 1 % en amortiguador de fosfatos. Las muestras se 

deshidrataron con una serie gradual de concentraciones de etanol y se embebieron en Epon 812. 

El procesamiemo y observación de las células, se llevó a cabo en la Facultad de Medicina en 

el Dpto. de Biología Celular y Tisular de la UNAM. 
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IIl.5 CINETICA DE PROLIFERACION DE LAS CELULAS WRL-68 TRATADAS 

CRONICAMENTE CON CADMIO 

Se sembraron de 30-40,000cellpozo en una multicámara de 24 pozos con DMEM 

completo y se dejaron crecer durante 24h. Pasado ese tiempo, se les cambió el medio por uno 

conteniendo 0.51'M de CdC/2, el cual fue cambiado diariamente. Cada 24h se levantaron las 

células de tres pozos y se contaron en u.~ Coulter Counter (ZM). El proceso se repitió durante 

siete dfas, que fue el tiempo del tratamiento crónico. La curva control se hizo igual pero en 

ausencia del CdC/2• Los resultados se expresaron en número de células por cm 2
• 

111.6 DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS 

Se sembraron las células a una densidad de 15 ,000 cel!cm2 en botellas de cultivo 

con DMEM completo y se dejaron crecer durante 24h. Pasado ese tiempo, se les cambió el 

medio por uno conteniendo los diferentes tratamientos con cadmio. Las actividades enzimáticas 

se cuantificaron en el medio de cultivo que estuvo en contacto con las células durante 24'1 en los 

diferentes tratamientos con el metal, para ello este medio fue centrifugado durame lOmin a 

3000rpm para quitar las células muenas y fue almacenado a -70 ºC hasta que se realizó la 

prueba. 

111.6.1 LACTATO DESHIDROGENASA (LDH) 

La actividad de la LDH se detenninó por el método de Moldeus et al 

(1978), el cual se basa en la reducción del piruvata en presencia de NADH por acción de la 

LDH para fannar lactato y NAD+. La velocidad de desaparición del piruvaro se midió 

espectrofotométricameme en la región del ultravioleta cercano (340nm). Se preparó la solución 
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reactiva con los siguientes compuestos: amoniguador de fosfatos 50mM pH 7.5, piruvato de 

sodio 0.6mM, NADH 0.18mM y se incubó a 37 ºC. En una microlcelda espectroforométrica se 

colocaron O. 750ml de solución reactiva y O. 025ml de medio de cultivo de cada uno de los 

tratamientos, se mezcló y se leyó a 340nm. Se aplicó la relación: Actividad por volumen 

(mV/mlJ =Nilmin x 4921. Los resultados faeron expresados en mU/10 6 ce/. 

Ill.6.2 ASPARTATO AMINO TRANSFERASA (ASA1) 

Lo actividad de la ASAT, se determinó por el método de Reitman y 

Frankel (1957), el cual se basa en la hidrólisis de alfa-cetoglutarato en presencia de aspanato 

por la acción de la ASAT para formar gluramato y oxalacetato. El oxalacetato producido se 

transforma enzimáticamente en malato en presencia de malato deshidrogenasa por medio de 

NADH. La velocidad de consumo del NADH puede medirse en la región del ultravioleta cercano 

(340nm). Se preparó una solución reactiva que contenfa amoniguador de fosfatos 80mM pH 7.4, 

L-aspanato 200mM, alfa-cctoglutarato 12mM, NADH O. J BmM, lactato deshidrogenasa 1. 2Ulml, 

malato deshidrogenasa O. 6Vlml y se incubó a 37 ºC. En una microcelda espec1rofotométrica se 

colocaron 0.51111 de solución reactiva y 0.125ml de medio de cultivo de cada uno de los 

tratamientos, se mezcló y se leyó el cambio de absorbancia a 340nm. Se aplicó la relación: 

Actividad por volumen (mU/ml) =.6Elmin x 794. Los resultados faeron expresados en mU/10 6 

ce/. 

111.6.3 ALANINA AMINO TRANSFERASA (ALA1) 

La actividad de la ALAT, se detenninó por el método de Reitman y 

Frankel (1957), el cual se basa en la hidrólisis de alfa-cetogl11tarato en presencia de L-alanina 
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por acción de la ALA T para formar glutamato y piruvato. El piruvato formado se transfomw 

enzimáticamente en lactato por medio de lactato-deshidrógenasa en presencia de NADH. La 

velocidad de desaparición de este sustrato se midio espectrof&.ométricamente en la región del 

ultravioleta cercano (340nm). Se preparó la solución reactiva con los siguientes compuestos: 

amortiguador de fosfatos 80mM pH 7.4, L-ala11ina 800mM, alfa-cetogl11tarato 18mM, NADH 

0.18mM y LDH l.2U/ml y se incubó a 37 ºC. En una microcelda espectrofotométrica se 

colocaron 0.Sml de solución reactiva y 0.125ml de medio de cultivo de cada uno de los 

tratamientos, se mezcló y se leyó el cambio absorbancia a 340nm. Se aplicó la relación: 

Actividad por vol11111en (mU/ml) =.t::.Elmin x 794. Los resultados fueron expresados en mU/10 6 

cel. 

111.7 DETERMINACION DEL GRADO DE LIPOPEROXIDAC/ON 

El grado de lipoperoxidación se detenninó por el método de Buege y Aust (1978), 

el cual se basa en lafom1ación de malondialdehfdo (MDA) en presencia del ácido tiobarbitúrico. 

Se sembraron 27,000cel!cm2 en botellas de cultivo (Nu11c) con DMEM completo y se dejaron 

crecer durante 24h. Pasado ese tiempo se les cambió el medio por uno de acuerdo a los 

diferentes tratamientos con cadmio. 24h después las células se lavaron tres veces con PBS y con 

oyuda de un ge11dam1e de goma se levantaron de la botella de cultivo. Al momemo de hacer la 

determinación las células se lisa ron con nitrógeno lfquido y de este lisado se tomaron 0.1 mi para 

detem1inar la concentración de proteína por el método de Lowry et al (1951) y al volumen 

restante se le adicionó 2ml de una solución reactivafonnada por ácido tricloroacético (TCA) al 

15%, ácido tiobarbitúrico {TBA) al 0.5% y ácido c/orhidrfco (HCI) 0.25N. Se mezcló 

vigorozamame y las muestras se incubaron en bailo de agua a 100 ºC por 25 min, se dejaron 
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enfriar y se centrifugó a 3500rpm por JOmin. La absorbancia del sobrenadantefi1e leída contra 

un blanco (solución reactiva) a 535nm. La concentración de MDA se midió utilizando el 

coeficiente de extinción molar en la siguiente relación C = A/El en donde Ces la concentración 

de MDA, A es la absorbancia, E es el coeficiente de extinción molar (1.56 x J(J/cm M) y les 

el grosor de la celda. Los resultados fueron expresados por mg de protefna. 

IIl.8 DETERMINAC/ON DEL CONTENIDO DE METALOTIONEINA 

La cuantificación de matalotionefna (MT) se detenninó usando el método de 

saturación con plata de acuerdo a Scheuhammer y Cherian (1986). Se sembraron 45,000cel/cm2 

en botellas de cuicivo (Nunc) con DMEM compleIO y se dejaron crecer durante 24h. Pasado ese 

tiempo se les cambió el medio por uno de acuerdo a los diferentes tratamiento con cadmio. 24h 

después las células se lavaron tres veces con PBS y con ayuda de un gendanne de goma se 

levantaron de la botella de cultivo. Al momento de hacer la determinación, las células se 

rompieron con nitrógeno liquido y de este Usado se tomaron O.lml para detemzinar la 

concentración de proteína y a 0.4ml se le adicionó lml de buffer de glicina 0.5M pH 8.5, lml 

de solución de plata 20 ppm. se agitó vigorozamellte y se dejó reposar 5 mi11 a temperatura 

ambiente en ausencia de luz. Posterion11eme, se le adicionó 0.020ml de un hemolisado de rata, 

se agitó y se incubó en bailo de agua a 100 ºC por 2 min. Las muestras se dejaro11 enfriar y se 

centrifugó a 3000 rpml10mi11. El sobrenadante se leyó e11 un espectrofotómetro de absorción 

atómica. La concentración de MT se detenninó en base a una curva estándar de plata y 

aplicando la siguiente fórmula: µg MT= ppm de plata x 3.55 x vol.total/ vol.muestra. 

Los resultados fueron expresados por mg de protelna. 
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Jll.9 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GRUPOS SULFHIDRILO (SH) 

El contenido de los grupos suljhidrilo (SHJ, se detem1inó con base en el método 

de Sedlak y Lindsay (1968), usando el reactivo 5,5'-ditiobis-2-ácido nitrobenzoico (DTNB) que 

puede ser cuantificado espectrofotométricamente. Se sembraron 35,000cellcm2 en botellas de 

cultivo (Nunc) con DMEM completo y se dejaron crecer durante 24h. Pasado ese tiempo se les 

cambió el medio por uno de acuerdo a los diferentes tratamientos con cadmio. 24h después, las 

células se lavaron con PBS y con ayuda de un gendanne de goma se levantaron de la botella de 

cultivo. Al momento de hacer la detenninación las células se rompieron con nitrógeno líquido 

y de este lisado se tomaron O. lml para detenninar la concintración de proteína. El homogenado 

celular se dividió en dos fracciones (0.5ml cada uno), en una se detenninó los grupos SH 

proteicos y los SH solubles (glwatión) y en la otra los grupos SH totales. De la primera fracción 

las proteínas se precipitaron con ácido tric/oroacético (TCA) al 5% y ácido etilendiamino-tetra­

acético (EDTA) 5mM, se mezcló vigorozamente y se centrifugó a 6000rpm por 15min. Del botón 

se cuantificaron los grupos SH proteicos solubilizánÁolos con buffer TRJS 0.2M-EDTA 0.02M 

suplementado con dodecil-sulfato de sodio (SDSJ al 1 % pH 8.2 y del sobrenadante se 

cuantificaron los grupos SH solubles (glutatión) que se hicieron reaccionar con el DTNB y se 

leyó la absorbancia a 412nm. De Ja segunda fracción se detenninaron los grupos SH totales, los 

cuales se solubilizaron con buffer TRJS. La cuantificación de los grupos SH se determinó con 

base en una curva estándar de cisteína y los resultados fueron expresados por mg de proteína. 

lll.10 ACUMULACION DE CADMIO EN LAS CELULAS WRL-68 

El contenido de cadmio se detem1inó por absorción atómica. Se sembraron 

25 



.j 

... / 

. _, 

60,000cel/cm2 en botellas de cultivo (Nunc) con DMEM completo y se dejaron crecer por 24h. 

Pasado ese tiempo, se les cambió el medio por uno de acuerdo a los diferentes tratamientos con 

cadmio. 24h después las células se lavaron tres veces con PBS y con ayuda de un gendanne de 

goma se levantaron de la botella de cultivo. Se tomaron 0.1 mi de la suspensión celular lisándolo 

en nitrógeno /fquido para detenninar la concen1ración de proteína. El homogenado celular se 

dividió en dos fracciones (cada uno de 1 mi), para determinar por un lado el Cd-total y por el 

otro el Cd-intemo aplicándoles un procedimiento de digestión de acuerdo a Krishnamuny et al 

(1976). Para cuantificar el Cd-intemo se le adicionó al lwmogenado, lml de EDTA 2mM, 

dejándolo incubar por 15min a 37 ºC, con el fin de que/ar el cadmio que se encontraba pegado 

a la membrana. Posteriormente, se dejó enfriar y se centrifugó a 3,500rpm por lOmin, el botón 

celular (Cd-intemo) se resuspendió en lml de PBS. La digestión de las muestras se llevaron 

acabo en tubos de tejlón, a los que se les adicionó ácido nítrico (HNOJ) al 10%, peróxido de 

hidrógeno (HzOzJ al 1 % y se colocaron en un horno de microondas (MDS-81D) por 20min al 

70% de presión. Posteriormente, las muestras se dejaron enfriar y se leyeron en un 

espectrofotómetro de absorción atómica (Zeiss Aasi). La concentración de cadmio se detenninó 

con base en una curva estándar de cadmio (0.2, 0.6 y lppm). Los resultados fueron expresados 

por mg de protefna. 

111.11 EFECTO DE LA NJFEDIPINA, YERAPAMIL Y CADMIO EN LA ENTRADA 

DE CALCIO EN LAS CELULAS WRL-68 

Se determinó con base al método de Blaska y Shaikh (1991). Se sembraron 2ml 

de una suspensión conteniendo 250, OOOcellml sobre cajas de cultivo de 35mm de diámetro (Nunc) 

con DMEM completo y se dejaron crecer por 24h. Para estudiar el efecto de los bloqueadores 
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del canal de calcio (nifedipina y verapamil) y de cadmio sobre la entrada de calcio a la célula 

WRL-68, se les cambió el medio por uno conteniendo nifedipina (l()()µM), verapamil (JOOpM o 

250µM), cadmio (50¡1M) y 45CaCl2 (actividad especfjica JOOOcpm/nmol) y se dejaron incubar 

durante 30min a 37 ºC. Al término de este tiempo se lavaron las células tres veces con PBS 

suplementado con EDTA JOmM y las células se dejaron toda la noche con hidróxido de amonio 

(NH,/)H) 1.5M a temperatura ambiente para digerirlas. De este digerido se tomaron 0.250ml 

para detenninar la concentración de protefna y en el vo/11men restante se c11antijic6 Ja 

radiactividad en 11n contador de centelleo. Se determinaron las nmoles de ca+ 2 y fueron 

expresadas por mg de protefna. 

111.12 EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CADMIO EN LA 

ACUMULAC/ON DE CALCIO 

Se determinó con base en el método de Blai.ka y Shaikh (1992a). Se sembraron 

2ml de una suspensión conteniendo 250,000cel/ml sobre cajas de C11ltivo de 35mm de diámetro 

(N11nc) con DMEM completo y se dejaron crecer por 24h. Para estudios de competencia en las 

células, se les cambió el medio por uno conteniendo diferentes concentraciones de CdC/2 (10, 

50 y IOOµM) y 45CaCl2 (actividad especfjica JOOOcpmlnmol) y se dejaron incubar a diferentes 

tiempos (1, 3, 5, JO, 20, 30, 45 y 60 min) a 37 ºC. Al término de cada tiempo se lavaron las 

células tres veces con PBS suplementado con EDTA JOmM y se dejaron toda la noche con 

hidróxido de amonio (NH,/)H) J.5M a temperatura ambiente para digerirlas. De este digerido 

se tomaron O. 250ml para determinar la concentración de protefna y en el volumen restante se 

cuantificó la cantidad de radiactividad en un contador de centelleo. Se determinaron las nmoles 

de ca+2 y fueron expresadas por mg de protefna. 
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111.13 DETERMINACION DEL TIPO DE INHIBICION QUE PRESENTA EL 

CADMIO SOBRE LA ENTRADA DE CALCIO 

Se sembraron 2ml de una suspensión conteniendo 250,000cel/ml sobre cajas de 

cultivo de 35mm de diámetro (Nunc) con DMEM completo y se dejaron crecer durante 24h. Para 

estudios de inhibición sobre la entrada de calcio por el cadmio en las células WRL-68, se les 

cambió el medio por uno conteniendo lµM o lOµM de CdCl2 y diferentes concemraciones de 

CaC12 (3, 5, 10, 20, 40, 60, 80 y l()()¡1M) con 45CaC12 (actividad especfjica 1000 cpm/nmol) y 

se dejaron incubar durante 30min a 37ºC. Pasado ese tiempo se lavaron las células tres veces 

con PBS suplementado con EDTA lOmM y se dejaron toda la noche con NH,OH 1.5M a 

temperatura ambiente para digerirlas. De este digerido se tomaron 0.250ml para detenninar la 

concentración de proteína y en el volumen restante se cuantificó la cantidad de radiactividad en 

un contador de centelleo. Se detem1inaron las nmoles de ca+ 2 y fueron expresadas por mg de 

proteína. 

111.14 DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE INHIBICION (Ki) DEL 

CADMIO SOBRE LA ACUMULACION DE CALCIO 

Se sembraron 2ml de una suspensión conteniendo 250,000cel!ml sobre cajas de 

cultivo de 35mm de diámetro (Nunc) con DMEM completo y se dejaron crecer durante 24h. Para 

cuantificar el valor de la constante de inhibición (Ki) del cadmio en las células, se les cambió 

el medio por uno conteniendo diferentes concentraciones de CdC12 (1, 2, 5, 10, 50 y 100¡1M) y 

45CaC12 (actividad específica lOOOcpmlnmol) y se dejaron incubar durante 30min a 37 ºC. Al 

ténnino de ese tiempo se lavaron las células tres veces con PBS suplementado con EDTA lOmM 

y se dejaron toda la noche con NH.OH 1.5M a temperatura ambie111e para digerirlas. De este 
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digerido se tomaron 0.25Dml para detenninar la concentración de protefna y en el volumen 

restante se cuantificó la cantidad de radiactividad en un contador de centelleo. Se detenninaron 

las nmoles de ca+2 y fueron expresadas por mg de protefna. 

lll.15 PARTICIPACION DE LOS GRUPOS SULFHIDRILO (SH) EN LA 

INHIBICION DE LA ENTRADA DE CALCIO POR CADMIO 

Se sembraron 2ml de una suspensión conteniendo 250,(JOOcellml sobre cajas de 

cultivo de 35mm de diámetro (Nunc) con DMEM completo y se dejaron crecer durante 24h. Para 

evaluar el papel que juegan los grupos suljhidrilo (Sil) en la inhibición de la emrada de calcio 

por el cadmio se les adicionó a las células lOOµM de 1-4 ditiotreitol (DTT) con e/fin de reducir 

los grupos SH y 50µM de CdC/2 con 45CaCl2 (actividad especfjica lOOOcpmlnmol) y se dejaron 

incubar a diferentes tiempos (1, 3, 5, JO, 30 y 60 min.) a 37 ºC. Al ténnino de cada tiempo se 

lavaron las células tres veces con PBS suplementado con EDTA lOmM y se dejaron toda la 

noche con NHPH 1.5M a temperatura ambiente para digerir/as. De este digerido se tomaron 

0.25Dml para detenninar la concentración de protefna y en el volumen restante se cuantificó la 

cantidad de radiactividad en un contador de centelleo. Se detenninarón las nmoles de ca+2 y 

fueron expresadas por mg de protefna. 

lll.16 CONTENIDO DE PROTEINA 

La detenninación del contenido de protefna en las células WRL-68 se detenninó 

con base en el método de Lowry et al (1951). Se preparó una solución A compuesta de carbonato 

de sodio (Na2CO) al 2%, hidróxido de sodio (NaOH) O.JNy tanrato de sodio-potasio al 0.02%. 

La solución B, fue preparada con sulfato de cobre (CuSO.J al 0.5%. Para la solución C, fue 

29 



tomado 50ml de la sol.A y Jml de la sol.By se mezcló peifectameme. A una alicuota de la 

muestra se le adicionó 5ml de la solución C, 0.5ml de reactivo de Foli11-Ciocalteau dilufdo 1:1 

con agua, se mezcló y se dejó incubar 45min a temperatura ambieme. La concentración de 

protefna de las muestras problema se detenninó con base a una curva estandar de albúmina de 

bovino (10, 25, 50, 75 y lOOµglml) cuya absorbancia fue lefda a una longitud de onda de 

660nm. 

111.17 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS 

La prueba estadfstica utilizada fue una ANOVA seguida por una prueba Tukey. 

El nivel de signijicancia utilizado fue p ~ 0.05. Los experimentos se realizaron tres veces de 

manera independiente y en cada caso por triplicado. 
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IV-RESULTADOS 

IV.1 VIABILIDAD DE LAS CELULAS WRL-68 EXPUESTAS A CADMIO 

La viabilidad de las células WRL-68 expuestas durante 24h a concentración de 

cadmio entre 0.5 y lOOf'M se evaluó por Za exclusión del azul de tripano. Las células vivas se 

contaron en un hematocitómetro. Los resultados fueron grajicados como % de viabilidad 

considerando el 100% de viabilidad el de las células en ausencia del metal. En la Figura 1, se 

observa un componamiento dosis dependiente y se encuentra que la viabilidad disminuye a panir 

de JµM de CdC12, descendiendo rápidamente hasta encontrar un 10% de viabilidad con 50µM 

de CdC/2• Prácticamente se encontró 0% de viabilidad con lOOµM de CdC12• La LC50 fue de 

4.66µM. Aún cuando a concentraciones de 50 y lOOµM se encontró algunas células vivas, al 

observarlas por microscopfa óptica, se aprecia que la moifologfa celular está alterada debido 

a la presencia del metal. Dado que el objetivo del presente trabajo es evaluar las alteraciones 

producidas por el metal a nivel celular, el interés es/aba en encontrar las concentraciones del 

CdC12 que estuviesen ocasionando daflo celular y no aquellas que produjeran la muene. Se 

consideró necesario que las células ma11tuvieran la capacidad de proliferar al ser resembradas. 

Para ello, las células se expusieron a diferentes concemraciones de CdCl2 para evaluar la 

capacidad proliferativa. De estos resultados se determinó tratar a las células con 0.5µM donde 

las células presentaban una viabilidad del 100% y una capacidad de proliferación alta y 5µM 

donde la viabilidad era cercana al 50%, pero las células ma11te11fa11 la capacidad de 

proliferación. Con base en estos resultados se consideraron apropiados los siguienres 

tratamientos, los cuales fueron arbitrariameme denominados como: 

Tratamienro "leve • 0.5µM CdC/2 dura11te 24h. 
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Figura 1. Curva de viabilidad de células WRL-68 después de 24h en presencia de 
diferentes concentraciones de CdCl2• Cada punto expresa el valor promedio ± 
error tipo. 
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Tratamiento "crónico• 0.511M CdC/2 durante 7 días y 

Tratamiento "agudo" __ 511M CdC12 durante 24h. 

IV.2 ALTERACIONES MORFOLOGICAS DE LAS CELULAS WRL-68 EXPUESTAS 

A CADMIO 

IV.2.1 MICROSCOPIA OPTICA 

Los cambios morfológicos observados con microscop(a óptica en las 

células WRL-68 con diferentes tratamientos de CdCl2 se muestran en la Figura 2. Las células 

fueron tellidas con azul de Comasie para un mejor contraste. En las células tratadas leve (C,D) 

y crónicamente (E,F) no se aprecia ninguna alteración. Sin embargo, en las células tratadas 

agudamente (G,H) se observa alteración en la morfología, siendo de alargada y poligo11al que 

es la caracterfstica de la linea celular (comrol A,B) a u11afonna mas redo11deada. 

IV.2.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMIS/ON 

Los cambios mmfológicos obsen:ados por microscopía electró11ica de 

tra11smisión se muestran en la Figura 3. Se aprecia e11 las células comrol {A,B) u11a 

ultraestructura característica de células e11 cultivo crecidas sobre u11 sustrato rfgido. El tamaflo 

corresponde al de células epiteliales en cultivo. El tamaflo del 11úc/eo y fonna so11 caracterfsticos, 

así como los orga11elos imracitoplásmicos. Las mitrocondrias tie11en u11 tamaflo y aspecto nonnal 

con crestas bien defl11idas. Las células con un tratamiento leve de cadmio (C,D) presentaro11 en 

el citoplasma la presencia de estructuras aparentememe vacias de fonna irregular. El retículo 

endoplásmico rugoso (RER) está bien preservado y hay pocas mirocondrias. Las u11io11es 

imercelulares están presemes y se observan estructuras parecidas a los desmosomas. En las 
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Figura 2. Microscopía 1í¡Hica de las células WRL-68 1•rpue.11as a {os d(fi'rcmes 
11m11111iemo.1· "º" <'wl111i11. Ct'lu/11.1 comml: :! (!60XJ r lJ (5/2X). 7ima111it'1110 
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e 

D 

~·i·ii~· ' . 
: :"~··· 

35 

! 

' ·-



E 

F 

36 



G 

H 

37 



A 

' 

B 

Figura 3. Microscopía e/ecrró11ica de rra11smisió11 de las células WRL-68 expuesras a los 
dijeremes rraramiemos co11 cadmio. Células comrol: A (5640XJ y B (13160XJ. 
Traramiemo !ere: C (5640XJ y D (37600X). Trara1111emo cr611ico: E (13160X) 
y F (22560XJ. 1i·aramie/lfo agudo: G (13160XJ y H (20000X). 
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células tratadas crónicamente (E,F}, se observan cuerpos residuales compactos, el RER se 

encuentra desorganizado, les mitocondrias muestran alteraciones en las crestas y en muchos 

casos únicamente una cresta mitocondrial está presente. En el núcleo se aprecia vacuolización 

y desorganización de la cromatina con ausencia de cromatina condensada, la envoltura nuclear 

se observa poco definida. Las células con tratamiento agudo (G,H) muestran esteatósis, 

representado por abundantes gotas lipfdicas en el citoplasma, también se observan tonojilamentos 

alineados paralelamente a la membrana plasmática. Hay presencia de numerosos polirribosomas 

en el citosol y cuerpos residuales con un contenido amorfo unidos a la membrana. 

IV.3 CINETICA DE PROLIFERACION DE LAS CELULAS WRL-68 TRATADAS 

"CRONICAMENTE" CON CdCl1 

La proliferación de las células WRL-68 se evaluó en presencia de CdCl2 0.511M, 

que es la concentración utilizada en el tratamiento crónico y se siguió durante 7 dfas que es el 

periodo de exposición para este caso. Las células WRL-68 fueron sembradas y 24h después se 

les adicionó el medio con CdC/2 y éste fue denominado dfa cero. Paralelamente se hizo la curva 

de proliferación de las células en ausencia del metal (control). Grajicando el número de células 

por cm2 en fanción de los dfas sembrado (Figura 4), se encuentra que no hay diferencia 

significativa entre ambas curvas. A baja densidad, las células requieren de 22. 8h para 

duplicarse, alargándose este perfodo a medida que hay mayor densidad celular. La densidad 

máxima a/camada se encontró en aproximadamente 160,000cel/cm2 en el dfa quinto, empezando 

a disminuir posterionnente, debido a que las células empiezan a despegarse. En la gráfica ya 

no se muestra el conteo de células al séptimo dfa, ya que la mayorfa de ellas se habfan 

despegado del sustrato. 
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N.4 DETERMINACION DE LAS ACTNIDADES ENZIMATJCAS EN LAS 

CELULAS WRL-68 EXPUESTAS A CADMIO 

N.4.1 LACTATO DESHIDROGENASA 

La citotoxicidad que presentan las células WRL-68 debido a la presencia 

de cadmio fue evaluada por la detenninación espectrofotométrica de la actividad enzimática de 

la lactato deshidrogenasa (WH) liberada al medio de cultivo. La actividad especifica de la LDH 

expresada en mU/10 6 células se muestra en la Figura 5, en donde se observa que para las 

células control el valor detenninado de la actividad e11zimáticafi1e de 831.8±37.3 mU/10 6 ce/. 

En las células intoxicadas con 5µM de CdC12 con un perfodo de exposición de 24h, la actividad 

de esta enzima aumentó significativamente, tres veces más su valor, (2450. 8±45. 3 mU/10 6 cel) 

con respecto al control. Sin embargo, en las células tratadas con 0.5µM de CdC12, pero con un 

perfodo de exposición de 24h y de 7 dfas no se encontró ningún cambio en la actividad especifica 

de la enzima con respecto al control. Esto muy probablemente se deba a que en presencia de 

cadmio 0.5µM las células presentan un 100% de viabilidad y la LDH 110 es liberada al medio, 

sin embargo con concentraciones mayores la viabilidad disminuye y la actividad de LDH se ve 

incrementada. La LDH tampoco se ve incrementada con perfodos largos de exposición. 

JV.4.2 ASPARTATO AMINO TRANSFERASA 

La hepatotoxicidad producida por el cadmio en las células WRL-68, se 

evaluó por la determinación espectrofotométrica de la actividad enzimática de la aspartato amino 

transferasa (ASAT) liberada al medio de cultivo. Esta enzima se eligió como un marcador 

bioqufmico de daflo hepático, ya que es un indicador de necrosis hepatocelular. La actividad 

especifica de la ASAT expresada en mU/10 6 células, se muestra en la Figura 6, en donde se 

observa que para las células control el valor detenninado fue de 222±9 mU/10 6 cel. En las 
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Figura 5. Determinación de la actividad enzimática de la Lactato Deshidrogenasa (LDH) 
en medios de cultivo de las células WRL-68 expuestas a cadmio. Cada punto 
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células intoxicadas con 5µM de CdC/2 con wz período de exposición de 24h, el valor de la 

actividad de esta enzima se duplicó (556.1±20.3 mU/10 6 ce/) con respecto al control. Sin 

embargo, en las células tratadas con 0.5pM de CdCl2 con un período de exposición de 24h y de 

7 dfas no hubó ningún cambio. Probablemente esto se deba a que en presencia de cadmio 0.5µM 

las células presentan un 100% de viabilidad, sin embargo, con concentraciones mayores ésta 

disminuye y la actividad de la ASAT se ve incrementada. La ASAT tampoco se ve incrementada 

a períodos largos de exposición. 

IV.4.3 ALANJNA AMINO TRANSFERASA 

La hepatotoxicidad producida por el cadmio en las células WRL-68, se 

evaluó por la detenninación espectrofotométrica de la actividad enzimática de la alanina amino 

transferasa (ALAT) liberada al medio de cultivo. Esta enzima se eligió ya que es un indicador 

de necrosis hepatocelular. La actividad especlfica de la ALAT expresada en mU/10 6 células, se 

muestra en la Figura 7, en donde se observa que para las células control el valor detenninado 

fue de 197.1±12.6 mU/JO 6 ce!. En las células intoxicadas con 5pM de CdC12 por un período 

de exposición de 24h, la actividad de esta enzima se duplicó (490.2±20 mU/10 6 cel) con 

respecto al control. Sin embargo, en las células tratadas con 0.5¡1M de CdC12 por un periodo 

de exposición de 24h y de 7 dfas no se mostró ningún cambio en la actividad espec(fica de la 

enzima con respecto al control, muy probablemente debido a que en presencia de cadmio 0.5µM 

las células presentan un 100% de viabilidad, sin embargo, a concentraciones mayores ésta 

disminuye y la actividad de la ALAT se ve incrementada. La ALAT tampoco se ve incrementada 

a penados largos de exposición. 
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IV.5 GRADO DE LIPOPEROXIDACION EN LAS CELULAS WRL-68 

INTOXICADAS CON CADMIO 

Se considera a la lipoperoxidación (LPO) como uno de los posibles mecanismos 

para explicar el daflo a nivel celular producido en presencia de algunos metales pesados. La 

LPO inducida por el cadmio se detenninó en las células WRL-68 por la producción de 

malondialdehído (MDA) en presencia de ácido tiobarbitúrico (TBA) expresado en nmol/mg 

proteína. En la Figura 8, se observa que para las células control el valor determinado de la LPO 

fue de 0.223±0.022 nmol MDA/mg proteína. En las células tratadas levemente, se encontró que 

los valores de la LPO son semejantes a los presentados en células control. En las células 

tratadas crónicamente, el valor de la LPO se duplicó (0.43I ±0. 019 nmol MDA!mg proteína) con 

respecto al control. En el caso de la células tratadas agudamente, se encontró un aumento 

significativo aunque menor que el encontrado en células tratadas crónicamente en el grado de 

LPO (0. 365 +O. I nmol MDA/mg proteína). Estos resultados indican que la lipoperoxidación es 

un parámetro sensible a concentraciones altas del metal o bien en períodos largos de exposición. 

IV.6 EFECTO DEL CADMIO EN LA INDUCCION DE METALOTJONEINA 

La metalotioneína (MT), es una proteína de bajo peso molecular que entre otras 

funciones se le ha atribuído el de jugar un papel protector imponante contra la toxicidad 

causada por la presencia del cadmio, es por ello el interés de evaluar la capacidad de inducir 

a la MT en las células WRL-68 en presencia del metal. En la Figura 9, se muestra el contenido 

intracelular de la MT expresado en µglmg proteína, en donde se encontró que las células control 

presentaron un valor basal de 0.158±0.046 µg MT/mg proteína. En las células tratadas leve y 

crónicamente, se observó un incremento considerable de la concentración de la proteína. En el 
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tratamiento leve el valor de la MT se incrementó 57 veces (9±0. 71 ¡ig/mg protefna), as( como 

104 veces (16.5±1.4 µg/mg protefna) en el caso del tratamiento crónico, con lo cual se observó 

que la MT es una protefna que se induce con bajas concentraciones del metal y que se ve 

incrementada con el tiempo de exposición, ya que se acumula en el interior celular. En las 

células intoxicadas agudameme, el contenido de MT solo awnentó 7 veces con respecto al 

control. Se observó que la MT no aumentó enfención de la concentración del metal por lo que 

se realizó una curva dosis-respuesta con el fin de evaluar la dependencia de la producción de 

MT con la concentración de cadmio. En la Figura JO, se muestra los datos de una curva dosis­

respuesta. Se observó que con 24h de tratamiento de cadmio el contenido de MT aumenta 

paulatinamente hasta llegar a un máximo con l.5µM de Cd (14.5±1.5 µglmg protefna), siendo 

este valor 92 veces más que el presente en las células control. A panir de ésta concentración el 

contenido de MT disminuye hasta obtener un valor de 1.13±0. 0714glmg protefna con 5µM de 

CdC12• 

IV.7 EFECTO DEL CADMIO EN EL CONTENIDO DE GRUPOS SULFHIDRILO 

El cadmio se une a los grupos SH debido a la gran afinidad que presenta por ellos. 

En la Figura 11, se muestra el contenido de grupos SH proteicos y no proteicos en las células 

expuestas a los diferentes tratamientos con cadmio. Los resultados se expresan en nmol de 

SH/mg protefna. Se encontró en general, una disminución en el contenido de grupos SH 

proteicos, siend-0 de un 17% para los tratamientos leve y crónico, y de un 53% para el 

tratamiento agudo con respecto al valor del control. Los resultados indican que la cantidad de 

cadmio unido a los grupos SH proteicos es independiente del perfodo de exposición, ya que los 

valores presentes en los tratamientos leve y crónico no presentan diferencias significativas, 
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mientras que muestran una dependencia con la dosis, a mayor concentración del metal hay una 

menor cantidad de grupos SH proteicos. Por otro lado, la fracción soluble puede considerarse 

como una medida de gllltatión reducido (SH no proteicos), encontrando una disminución del 42 % 

en los tratamientos leve y crónico y de un 67% para el agudo con respecto al control. De estos 

resultados podemos concluir que con una mayor concentración de cadmio tenemos una menor 

disponibilidad de GSH reducido para la protección celular. 

IV.8 CONTENIDO DE CADMIO TOTAL, PEGADO E INTERNALIZADO EN LAS 

CELULAS WRL-68 

El contenido de cadmio total, pegado e interna/izado en las células expuestas a los 

diferentes tratamientos.fue expresado en ng de Cdlmg protefna y se muestra en la Figura 12. Se 

observó un componamiento dosis dependiente. El contenido de cadmio total aumentó JO veces 

en las células tratadas agudamente y 5 veces en las células tratadas crónicamente. El contenido 

de cadmio pegado a membrana aumentó 7 veces en las células tratadas agudamente y 4 veces 

en las células tratadas crónicamente. El contenido de cadmio en el interior celular aumentó 29 

veces en las células tratadas agudamente y 7 veces en las células tratadas crónicamente. En 

todos los tratamientos se presentó un componamiento muy similar en la distribución del 

contenido total de cadmio: la mayor pane pennaneció pegado a membrana y una pequefla 

fracción penetró al interior celular. En las células con un tratamiento leve se muestra que un 

87% del cadmio total pennanece pegado y únicamente un 13% se interna/iza. Al aumentar el 

periodo de exposición con la misma concentración de cadmio se muestra que un 73 % del cadmio 

total pennanece pegado y un 27% se interna/iza, con lo cual encontramos que al aumentar el 

periodo de exposició11 aumenta el contenido de metal en el interior celular. Al analizar el 
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contenido de cadmio en las células tratadas agudamente, se muestra que un 62% del cadmio 

toral permanece pegado y un 37% se interna/iza. Estos resultados muestran que el cadmio 

interacciona con los grupos aniónicos de la membrana celular y que la intemalización del metal 

a la célula es dependiente tanto del tiempo de exposición como de la concentración del metal 

presente. 

IV.9 EFECTO DE LA NIFEDIPINA, VERAPAMIL Y CADMIO SOBRE L4 

ENTRADA DE CALCIO EN US CELUUS WRL-68 

En la figura 13 se puede observar el efecto de los bloqueadores del canal de calcio 

(nifedipina y verapamil) as( como del cadmio sobre la entrada de calcio a la célula. En ella, se 

muestra el porciento de inhibición en la entrada de calcio a los 30 min de incubación. Los dos 

bloqueadores utilizados fueron insolubles en agua, por lo que se utilizó dimetil sulfóxido (DMSO) 

al l. 7%. La cantidad de DMSO utilizada no afecta la entrada de calcio a la célula. Por 

microscopfa óptica, las células no presentaron ningún daflo aparente en presencia de los 

bloqueadores. En el caso de la nifedipina a concentraciones mayores de 100/JM resulto insoluble 

aún en DMSO. Los resultados indican que la nifedípina disminuye la entrada de calcio a la 

célula en un 37%. Con verapamil no se encontró una diferencia en la entrada de calcio con 

concentraciones de lOOµM o 250µM del bloqueador (62.5%). El cadmio presentó un % de 

inhibición del 40. O en la entrada de calcio con 50µM, siendo su componamiento muy semejante 

al encontrado con nifedipina. A mayores concentraciones de cadmio (100 y 500µM) se observó 

que el porciento de inhibición en la entrada de calcio fue muy semejante al encontrado con 

50µM. Con base en estos resultados se tomó ésta última concentración para el estudio. 
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IV.JO EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CADMIO SOBRE LA 

ENTRADA DE CALCIO EN LAS CELULAS WRL-68 

En la Figura 14 se puede observar el efecto que el cadmio tiene sobre la entrada 

de calcio a la célula. En ella, se grajicaron los nmoles ca+21mg protefna presentes en la célula 

a diferentes tiempos de incubación, en presencia de diferentes concentraciones de cadmio. Se 

aprecia que en ausencia de Cd, se presenta un comportamiento bifásico en la acumulación de 

calcio en las células, donde se observa primero una fase inicial rápida en los primeros minutos 

de incubación, seguida de unafase lenta hasta llegar a una saturación, donde el valor máximo 

en la acumulación de calcio fue de 1.206 ±O.JO nmoleslmg de protefna. Al analizar el efecto 

de diferentes concentraciones de cadmio (10-100 µM) sobre la ac1unulación de calcio, se observó 

un comportamiento inhibitorio dependiente de la concentración del metal, es decir, a mayor 

concentración de cadmio mayor el grado de inhibición. No se observa diferencia en la inhibición 

en presencia de 50 y lOOµM de Cd. La inhibición es evidente en la fase rápida de entrada del 

Ca en todas las concentraciones de cadmio, sin embargo, en presencia de lOµM de Cd se 

alcanza la misma entrada de Ca después de 60min que en el control. Básicamente con 50µM de 

Cd se observa una inhibición máxima en la entrada de Ca, ya que con 50 y 1 OOµM de Cd y aún 

a concentraciones mayores (500 µM) dato tw mostrado se observa una misma inhibición, cercana 

al 40% en la entrada de Ca a los 60 min de incubación. 

IV.11 DETERMINACION DEL TIPO DE INHIBICION Y EL VALOR DE LA 

CONSTANTE DE INHIBICION (Ki) DEL CADMIO SOBRE LA ENTRADA 

DE CALCIO 

Para determinar el tipo de inhibición que presenta el cadmio sobre la entrada de 

59 



1.5 

-o ... s 
2 1.0 e 
o. 
O! 
E 

......... o 
E o.s e: ......., 
e 

(.) 

o-o Control •-e Cd 10¡¡M 
fl.-ll. Cd50µM 
A-A Cd 100¡.iM 

o.o+-----1-----1-----1----+----+----+-~ 
o 10 20 30 40 50 80 

liempo (minutos) 

Figura 14. Efecto de diferentes concentraciones de cadmio sobre la entrada de calcio, 
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calcio en las células WRL-68, se evaluaron las constantes cinéticas para el calcio en presencia 

y ausencia del metal. En la Figura 15, se graficaron los nmoles ca+21mg de protefna presente 

en la célula en.función de diferentes concentraciones de calcio (pM) a los 30 min de incubación. 

Estas condiciones se eligieron con base al experimento anterior, en donde se observa que se ha 

alcanzado el máximo de entrada de Ca a la célula. Las concentraciones de Cd utilizadas fueron 

1 y JOµM ya que a concentraciones mayores se ve enmascarado el efecto. Se encontró que a 

mayor concentración de Ca, se incrementa la acumulación del metal en el interior celular. La 

entrada de Ca se ve disminufda con la presencia de Cd, no encontrando una diferencia 

significativa con respecto a la concentración utilizada. Al analizar los resultados por una 

regresión de Lineweaver-Burke, se detenninaron los valores de la Km y Vmax los cuales se 

muestran en la Tabla l. Se observa que el valor de la Km se incrementa en un 45% para lµM 

de cadmio (16 ± l.57µM) y en 130% para JOµM de cadmio (25.53 ± 4µM) con respecto al 

control (11.07 ± 3.4lµM). Sin embargo, el valor de la Vmax no se ve modificado por el metal, 

siendo de 0.528 ± 0.086 nmoles Ca2/mg protefna para el control y 0.6 ± 0.038 nmoles ca+21mg 

para JOµM de CdCl2• De estos datos se puede inferir que la entrada de calcio a la célula es 

dependiente de la concentración de éste y que el cadmio modifica únicamente la Km por lo que 

se compona como un inhibidor de tipo competitivo en la entrada de Ca. Para evaluar la Ki se 

detenninó el % de inhibición de la entrada de calcio con las siguientes concentraciones de 

cadmio: 1, 2, 5, JO, 50 y 100 µM a los 30 min de incubación. En la Figura 16 se grajicaron el 

% de inhibición de entrada c!e calcio en función de las diferentes concentraciones de Cd. Se 

observa que el % de inhibición se incrementa a medida que aumenta la concentración de Cd, 

llegando a ser máxima a 50 µM, por lo que no se observa aumento en el % de inhibición aún 

a concentraciones más altas. Grajicando la inversa del porciento (%)de inhibición en la entrada 
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Km Vmax 
(µMl Ca (nmol/mg proteína) 

CONTROL 11.07 .±. 3.41 0.528 .±. 0.086 

Cd-1µM 16.0 .±. 1.57 0.511.±.0.010 

Cd-10µM 25.53 .±. 4.0 0.60 .±. 0.038 

Tabla 1. Efecto del cadmio en la cinética de entrada de calcio, utilizando 46Ca 
(actividad especifica 1000cpml en las células WRL-68. Los valores fueron 
obtenidos por una regresión de Lineweaver-Burke. Cada punto expresa el valor 
promedio..±.. desviación estandar. 
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de calcio en función de la inversa de la concentración de cadmio (Figura 17), se encontró que 

el valor de la constante de inhibición (Ki) fue de 4. 68¡1M. 

IV.12 PARTIC/PACION DE LOS GRUPOS SULFHIDRILO (SH) EN LA 

/NHIBICION DE LA ENTRADA DE CALCIO POR CADMIO 

Para evaluar el papel que juegan los gnipos su/jlzidrilo en la inhibición de la 

entrada de calcio, se estudió la reversibilidad de la inhibición de la entrada de calcio por 50 µM 

de cadmio en presencia de un agente reductor de los gnipos SH, el 1-4 ditiotreitol (DTT). Como 

control se evaluó que la entrada de Ca no fuese afectada por la presencia de DTT. En la Figura 

18, se graficaron los nmoles de ca+2/mg de protefna enfunción del tiempo. Se observa que en 

las células tratadas con 50µM de CdCl2, la entrada de Ca se encuentra inhibida en un 34% a 

los 60min de incubación con respecto al control. Al adicionar el DTT en presencia del metal, 

se observa una recuperación en la entrada de calcio hasta de un 90% (1.16±0.llnmoles Ca2/mg 

de protefna). De estos resultados se ve que los gnipos SH de la membrana celular juegan un 

papel relevame en el mecanismo por le cual el cadmio inhibe la entrada de calcio a las células 

WRL-68. 
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Figura 16. Efecto de diferentes concentraciones de cadmio sobre la entrada de calcio, 
utilizando 45Ca (actividad especifica JOOOcpm) después de 30min de 
exposición en las células WRL-68. Cada punto expresa el valor promedio ± 
error tipo. 
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Figura 17. Detenninación de la consrante de inhibición (Ki) del cadmio sobre la entrada 
de calcio, utilizando 45Ca (actividad especifica JOOOcpm} después de 30min 
de exposición en las células WRL-68. Cada punto expresa el valor promedio 
± error tipo. 
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Figura 18. Participación de los grupos suifhidrilos (SH) en la inhibición de la entrada 
de calcio, utilizando 45Ca (actividad espec(jica JOOOcpm) por el cadmio a 
diferentes tiempos de exposición en las células WRL-68. Cada punto expresa 
el valor promedio ± error tipo. 
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V-DISCUSION 

V.l ALTERACIONES FUNCIONALES Y MORFOLOGICAS PRODUCIDAS POR 

EL CADMIO EN LAS CELULAS WRL-68 

La lfnea celular WRL-68fue utilizada para determinar las alteraciones de algunos 

parámetrosfancio11ales que son tradicionalmente considerados como medida de daffo celular. Las 

células presentaron zma curva de viabilidad dosis dependiente, donde la DL50 fue de 4. 66 ¡1M de 

CdC12, concentración semejante a la reportada para la /fnea celular 3T3 defibroblastos de ratón, 

de aproximadamente 4.16µM (Borenjreud y Puemer 1986). Las células WRL-68 mostraron un 

50% de viabilidad en presencia de 5pM de CdC/2 durante 24h, valor w1 poco más alto que el 

presentado por las células endoteliales hepáticas, de 32%, después de 24h de exposición al metal 

(Liu et al 1992a), lo que hace suponer que las células WRL-68 son menos sensibles a la 

presencia del cadmio. Al comparar la toxicidad del cadmio con respecto a otros metales se 

encuentra que es más tóxico que Cr, Ni, Mn, Coy Zn, mientras que Ag y Hg son más tóxicos 

que el cadmio (Liu et al 1991, Bore11freud y Puemer 1986). En el presente trabajo las 

condiciones elegidas para exponer a las células al cadmio fueron de 0.5¡1M de CdCl2 , 

concentración a la cual se presentaba un 100% de viabilidad con dos perfodos de exposición: 

24h y 7d, ya que se ten(a interés en comparar el daffo causado por una concentración que no 

causaba mortalidad por diferentes periodos de tratamiento y la otra concelltración elegidajue 

de 5. OµM de CdC12 por presentar las células una viabilidad cercana al 50% con un periodo de 

exposición de 24h únicamente, y así poder evaluar el dallo con diferentes dosis del metal. Por 

tanto, arbitrariamente, como se ha seffalado en otra sección de este trabajo, se ha denominado 

tratamiento leve a una exposición de 0.5pM durante 2411, tratamiento crónico la misma 
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concentración pero durante 7d y tratamiento agudo a una exposición de 5µM durante 24h. Para 

evaluar si la presencia del metal alteraba la velocidad de proliferación celular, se siguió durame 

7d el crecimiento de las células. Se encomró que al menos durante los 7d, tiempo de exposición 

en el tratamiento crónico, la velocidad con la cual las células proliferaban no se vela afectada 

por la presencia del metal, as{ como tampoco la capacidad de adhesión (daros no mostrados); 

sin embargo, aunque en este trabajo no se siguió la proliferación de las células tratadas 

agudamente debido a su baja viabilidad en presencia del metal, reportes de células endoteliales 

expuestas a 2.0 y 5.0µM de CdC12 durante 24h, muestran que su proliferación se ve disminufda, 

muy probablemeflte debido a que el metal inhibe la síntesis de DNA, RNA y proteínas (Kagi et 

al 1992). Es importame hacer notar que aunque la concentración de CdCli agregado al medio 

de cultivo es 0.5 y 5.0,1M, los medios en los cuales las células son crecidas y expuestas al Cd 

cofllienen suero de remera y ya que el Cd se une a proteínas del suero (Nordberg et al 1986), 

la concemración de Cd libre en el medio es mucho menor que la concentración de Cd agregada; 

se reporta que el cadmio es de 2 a 5 veces más potente cuando es adicionado a las células LLC­

PK en un medio libre de suero o en bieffer, pero los efectos bajo estas condiciones son 

cualitativamente idénticos a los producidos cuando el suero está preseme (Prozialeck y 

Niewenhuis 1991). Sin embargo, la mayorfa de los autores reportan la concemración del metal 

agregado como la concentración de tratamiento, por lo que en este trabajo se manejó de la 

misma manera. 

Los cambios m01fológicos presentados en las células WR-68 faeron evaluados en los diferentes 

tratamientos; no se observaron cambios por microscopfa óptica en los tratamientos leve y 

crónico, sin embargo, en las células tratadas con 5.0µM del metal, la motfologfa se alteró de 

una fonna poligonal a una redondeada, observando una menor fuerza de unión de la célula al 
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sustrato, efecto similar al encontrado en células endoteliales expuestas a la misma dosis y 

periodo (Kagi et al 1992). Con concentraciones mayores de J0.0,1M de CdC/2, las células aún 

por microscopfa óptica, muestran alteraciones a nivel de membrana que podrfa tener como 

consecuencia un incremento en la permeabilidad de ella, la cual es seguida de una necrosis. Este 

incremento en la permeabilidad de la membrana puede deberse muy probablemellfe, primero a 

que al cadmio esté alterando las uniones intercelulares, como el caso reponado en las células 

LLC-PK (Prozialeck y Niewenhuis 1991) y segundo a que el cadmio esté modificando la 

organización del citoesr¡ueleto, como el observado en las células MDCK, que por 

inmunofluorescencia, se muestra que la distribución del patrón de actina está alterado 

dramáticamente (Mi/Is et al 1989), que se explica en.función de la interacción del cadmio con 

los grupos su{fhidrilo de la tubulina. 

La observación por Microscopía Electrónica de Transmisión (MET) de las células WRL-68 

tratadas con cadmio, revela que los cambios en la moifologfa celular y en la ultraestructura son 

dependientes del tiempo de exposición y de la concemración del metal ya que aún en las 

concentraciones donde las células WRL-68 presentan 100% de viabilidad y que por microscopía 

óptica no se observan alteraciones, la ultraestructura celular se encontraba ya alterada, siendo 

mucho mas dramáticos estos cambios a concentraciones más altas. En las células WRL-68 

tratadas crónicameme se observa por MET que el RER está desorganizado, además de 

alteraciones en las crestas mitocondriales, no observadas en las células tratadas levemente, de 

lo que se puede concluir, que a pesar de que las células están tratadas con la misma 

concentración del metal, a mayor tiempo de exposición el dallo es mayor. En el tratamiemo 

agudo las alteraciones fueron más evidentes, se observó la presencia de numerosos 

polirribosomas en el citosol y cuerpos residuales, alteraciones en las crestas mitocondriales y 
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retículo endoplásmico fragmentado, resultados que son comparables con lo observado en 

muestras de hígado de rata intoxicadas agudamente con cadmio (Ear/y et al, 1992). 

La citotoxicidadjue evaluada determinando la actividad extrace/ular de la lactato deshidrogenasa 

(LDH) y se probó que su actividad no fuera inhibída por las concentraciones del metal utlizadas 

en este trabajo. La LDH se considera como una medida de daito que puede relacionarse con la 

mue ne celular. Los resultados muestran que en las células WRL-68 tratadas leve y crónicamente 

la actividad de la LDH no se ve incrementada, sin embargo, en las tratadas agudamente, donde 

la muene celular aumenta, la actividad se incrementa en 3 veces su valor con respecto al 

control, resultados semejantes se reponan en células endote/iales hepáticas crecidas con 5.~M 

de CdC/2 (Liu et al 1992a), y en cultivo primario de hepatocitos en donde encuentran un aumento 

considerable, de un 117%, en la actividad de LDH con tratamiento 0.2µg/ml de cadmio (Beattie 

et al 1990). 

Las actividades de ASAT y ALAT se eligieron como marcadores bioquímicos de daito hepático 

ya que pueden considerarse indicadores de necrosis celular. En las células WRL-68 las 

actividades enzimáticas de ASATy ALAT se encontraron incrementadas únicamente en las células 

tratadas con 5.0,1M de CdC/2, siendo los valores de 1111 150% y 110% respectivamente en 

comparación al control, lo que indica que las células WRL-68 sufren necrosis como resultado 

de la exposición aguda al cadmio, esto también se ve apoyado por el hecho de que por MET se 

encuentran alteraciones a nivel de membrana plasmática. En hígado de rata peifundido, se 

repona urz incremento en la actividad de la ALAT con una concentración diez veces mayor a la 

utilizada en el tratamiento agudo (Lupo et al 1986), del tal manera que en las células WRL-68, 

las actividades enzimáticas de la LDH, ASAT y ALAT únicamente se vieron incrementadas con 

concentraciones altas del metal. 
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Se ha relacionado a la lipoperoxidación (LPO) como uno de los posibles mecanismos de daffo 

celular causado por el cadmio "in vivo" e "in vitro" (Stacey et al 1980a, Santone et al 1982, 

Miiller 1986, Andersen y Andersen 1988). Se ha reponado que el cadmio inhibe la actividad de 

dos enzimas involucradas en la protección de daño debido a los radicales libres, la cata/asa y 

la superóxido dismitasa (SOD) en hfgado de rata (Hussain et al 1987). En las células WRL-68 

se encontró un 64% de incremento en el valor del grado de LPO en el tratamiento agudo y un 

93 % en el valor para el caso del tratamiento crónico a pesar de que no se observó pérdida de 

la integridad en la estmcwra de la membrana celular por microscopfa óptica, no encontrando 

diferencia en las células tratadas con la misma dosis del metal pero con un perfodo cono de 

exposición. Este hecho se podrfa explicar de dos diferentes formas, primero debido a que la 

cata/asa y la SOD son seruibles al tiempo de exposición y a la concentración del metal 

inhibiendo su actividad, de tal manera que la desintoxicación de los aniones superóxidos 

formados disminuye, ocasionando lesiones severas en la célula y segundo porque el sistema de 

la glutatión peroxidasa también se encuentra bloqueado por el cadmio (Shukla et al 1989). Al 

aumentar la concentración del metal durallte un tiempo cono de exposición (24h) se incrementa 

ligeramente la lipoperoxidaci6n, resultado similar reportado en hepatocitos de rata expuestas a 

diferentes concentraciones de cadmio (Müller 1986), por lo que la LPO es evidente con 

concentraciones elevadas del metal o bien tratamiento prolongada, aunque la actividad de la 

LDH utilizada como medida de toxicidad celular se vi6 considerablemente aumentada. En el 

tratamiento agudo esto sugiere que la lipoperaxidación no es el primer evento en la toxicidad 

aguda debida al cadmio, pero puede ser una consecuencia del dalla membrana! inducida por el 

metal. Mas aún Stacey et al (1980a) han mostrado que la LPO no parece ser un evento crftico, 

ya que la toxicidad del Cd en hepatacitos de rata aisladas no se ve alterada por la presencia de 
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agentes antioxidantes, donde lafonnación de malondia/dehfdo y presumiblemente, la LPO están 

completamente bloqueadas. 

La inducción de la MT en las células WRL-68jue demostrada en este estudio, sugiriendo que el 

metal incrementa esta protefna por una acción directa sobre la célula, sin embargo, el papel 

fisiológico de la MT no se conoce con exactitud, pero parece estar involucrada en el control del 

metabolismo de metales esenciales tales como el Z11 y el Cu (Cousins 1985), en la protección en 

contra de los metales pesados (Webb 1986) y recientemente se le ha dado un papel antioxidante 

durante el estrés producido por el cadmio (Gira/t et al 1993). Se ha reportado "in vitro • que el 

orden de afinidad de los metales a la metalotionefna es: Zn< Cd< Cu< Hg (Holt et al 1980), 

de tal manera que el cadmio puede reemplazar al Zn de la MT quedando la estructura como Cd4 

en el domonio A y Zn2Cd1 en el dominio B (Bou/anger et al 1982, Funk et al 1987) en h(gado 

de rata. En las células WRL-68 tratadas con 0.5µM de CdCl2 se incrementó mas el contenido 

de MT cuando el perfodo de exposición se prolongó, por 7d, debido a que esta protefna es 

inducida y es acumulada en el interior celular. Resultados similares se reportan en cultivos 

primarios de hepatocitos de rata, donde la cantidad del metal unido a la MT se incrementa 

proporcionalmeme a nivel intracelular con el cadmio presente (Fail/a et al 1979) y en un 

tratamiento agudo con CdCl2, el mRNA para la MT intracelular se ve incrementado, por lo que 

concluyeron que el cadmio induce fuertemente la síntesis de MT (McKirn et al 1992, Shiraishi 

y Waalkes 1994). Sin embargo, en las células WRL-68, tratadas con 5.0µM de CdCl2 el 

contenido de MT disminuye con respecto al control, por lo que se realizó una curva dosis­

respuesta, encontrando un máximo en la inducción de MTcon 1.5µM de CdC12 durante 24h de 

tratamiento, cayendo drásticamente a partir de 2.5µM del metal, debido muy probablemente a 

que en general la sfntesis de prote{nas se ve disminuida (Bracken y Klaassen 1987). Se reporta 
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que la MT juega un papel muy imponante en la protección celular, encontrando que en las 

células WRL-68, tratadas con una concentración pequeíla de cadmio no se observa un incremeto 

en la actividad de la WH como medida de ciroroxicidad; sin embargo, en las células tratadas 

con una dosis mayor, la actividad de la LDH se incrementa significativamente, de tal manera 

que la ciroroxicidad del cadmio parece ser debido a la cantidad del ion cadmio libre que se 

encuentra presente en la célula, el cual no es secuestrado por la metalotionefna o gluratión 

disponible (Suzuki y Cherian 1989) ocasionando daílo celular, debido a que disminuye la sfntesis 

de MT y por lo tanto la protección celular disminuye alterando la fimción celular. 

La habilidad del cadmio para unirse a los grupos suljhidrilo (SH) se ha propuesto como una 

posible explicación de su cirotoxicidad (Christie y Costa 1984), sin embargo, no se ha 

comprobado una relación directa, aunque se conoce que existe una interacción directa del metal 

con los componentes de la membrana celular. En las células WRL-68, el contenido de los grupos 

SH reducidos rotales, proteicos y no proteicos disminuyeron en todos los tratamientos con el 

metal, encontrando el mismo contenido co11 una concentración de 0.5f'M de CdCl2 aún en un 

tiempo prolongado de 7d de exposición, indicando que el metal tiene una afinidad alta por los 

grupos SH, siendo independiente del tiempo de exposición. Al aumentar la concentración del 

metal, la disminución de los grupos SH es más notoria en las células, debido a que aún existe 

disponibilidad de algunos grupos SH reducidos en las distintas protefnas que forman pane de 

las membranas celulares. 

Se le ha dado al glutatión (GSH) un papel muy imponante en cienos procesos celulares 

incluyendo transpone de membrana, vfas metabólicas, actividades enzimáticas, mantenimiento 

de la integridad de la membrana, sfntesis de macromoléculas (Ketterer 1982, Kang y Enger 

1991) y citoprotección por cadmio (Kang y Enger 1987, 1988, 1990), demostrado este último en 
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ratas tratadas con CdCl2 y butionín suljoximina (BSO) que es un inhibidor de la síntesis de 

glutatión, de tal manera que al disminuir la concentración de GSH en la célula, se presenta un 

incremento de la susceptibilidad hepatotóxica por el cadmio (Chan y Cherian 1992). La fracción 

soluble no proteica puede considerarse como el contenido de GSH reducido intracelular 

(Ponsoda et al 1991). En las células WRL-68, se encontró una disminución del 42% en el 

contenido del GSH reducido en los tratamientos leve y crónico, que podemos explicar, con base 

a que el cadmio se acompleja con GSH reducido intracelular vfa grnpos SH, de manera que 

protege a la célula de la toxicidad del cadmio, rejlejrulo también por los valores obtenidos de 

las actividades enzimáticas de la LDH y las transaminasas, sin embargo, al aumentar la 

concentración de cadmio, en el tratamiento agudo, se encontró un 67% en la disminución del 

GSH reducido pero se ve aumentada la citotoxicidad, debido a que a esta concentración, 

probablemente el cadmio afecta el metabolismo del GSH como ha sido reponado por Wong y 

Klaassen 1981, que puede resultar en alteraciones de la integridad de las membranas, 

desprotegiendo a la célula y causando indirectamente efectos tóxicos por un incremento en el 

estrés oxidativo (Ponsoda et al 1991). Se ha reponado que el glutatión es un/actor imponante 

en el control de la lipoperoxidación (Halliwe/I y Gutteridge 1985), encontrando que el CdCl2 

disminuye los niveles de glutatión testicular (Sugawara y Sugawara 1984) e inhibe la actividad 

de la glutatión peroxidasa en riflón e hfgado (Jamall y Smith 1985), de tal manera que esto 

podría explicar el aumento de la /ipoperoxidación en las células WRL-68 por el cadmio, donde 

posiblemente aumente la sensibilidad de la glutatión peroxidasa aún con concentraciones 

pequeflas y en períodos largos de exposición al metal. De estos resultados observamos, que las 

células WRL-68 sufren alteraciones en algunasfanciones bioquímicas semejantes a los reponados 

"in vitro" e "in vivo" (Friberg et al 1974, lturry y Pefta 1986) por el tratamiento con cadmio, 
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por lo que se puede considerar que son un modelo adecuado para estudiar los mecanismos de 

toxicidad producidos por el metal. 

La toxicidad de los metales pesados se puede explicar por diferentes mecanismos generales: l) 

compitiendo con metales esenciales en sus sitios fancionales, 2) formando complejos con los 

grupos su{/hidrilo de las protefnas debido, a su gran afinidad por estos grupos, cambiando la 

confomzación de las enzimas o penurbando la unión enzima-sustrato (Goering 1993) y 3) 

bloqueando el transpone de iones esenciales (Sturrock et al 1990, Harris 1991, Blazka y Shaik 

1991, 1992b). 

Entre los resultados que apoyan estos mecanismos generales de daflo en el caso espec(jico del 

cadmio están la generación de radicales libres en hfgado, rifl6n y testfculo de rata (Sato et al 

1983, Klimczak et al 1984, Sugawara y Sugawara 1984) que también se ha observado en 

hepatocitos aislados "in vitro" (Stacey et al 1980a, Waalkes et al 1985), aunque existen 

evidencias de que este proceso es independiente de la toxicidad celular (Stacey y Klaassen 1981, 

Mül/er y Ohnesorge 1982, Mül/er 1983). También se ha sugerido que la inhibición de la 

adenosina trifosfatasa, podrfa ser un posible mecanismo de daflo (Valiee y Ulmer 1972, Christie 

y Costa 1984), aunque este mecanismo no se ha comprobado, ya que el efecto inhibitorio de los 

metales sobre la enzima no muestra ninguna asociación con la citotoxicidad (Stacey y Klaassen 

1981). Otros de los mecanismos propuestos para explicar la toxicidad son la inteiferencia con 

las funciones mitocondriales que ha sido apoyada por algunos autores (Mül/er y Ohnesorge 

1984), as( como la habilidad de varios metales incluyendo el cadmio para interactuar con los 

grupos su{/hidrilo (Vallee y Ulmer 1972, Christie y Costa 1984), pero una panicipación directa 

no ha sido documentada, sin embargo, parece ser que existe una interacción directa del cadmio 

con los grupos SH, ya que existe una relacion con el daflo celular en hepatocitos aislados (Stacey 
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1986, Christie y Costa 1984), además hay repones que indican una interacción directa del 

cadmio con los componentes del citoesqueleto (Milis y Ferm 1989). También se ha propuesto que 

el cadmio compite con el calcio (Babitch 1988), altera patrones de fosforilación (Suzuki et al 

1985), interfiere con el calcio por los sitios de unión en la calmodulina (Flik et al 1987) e inhibe 

a la enzima inositol 1-fosfocinasa que penenece al sistema de fosfato inositol como segundos 

mensajeros (Smith et al 1989). As( mismo, se encuentra en la literawra que el cadmio altera el 

metabolismo y función de metales esenciales tales como Cu, Zn, Fe, Mn, Se y Ca al competir 

por los ligandos en los sistemas biológicos (Petering et al 1979, Whanger 1979, Schafer y Fonh 

1984, Koziowska et al 1993), bloqueando los canales de calcio en diferentes tipos celulares 

(Kostrzewska y Sobieszek 1990, Blazka y Shaikh 1991; Chowdhury et al 1993), e inhibiendo la 

ATPasa de calcio (Verbost et al 1989, Visser et al 1993). 

Estos mecanismos generales se explican en.función de la interacción de los metales pesados con 

las diferentes macromoléculas a diferentes niveles: (1) un desplazamiento de un metal esencial 

de un sitio activo por un metal tóxico, (2) la unión de un metal iónico en un lugar diferente del 

sitio activo de la macromolécula, (3) a nivel de DNA un entrecruzamiento de bases ocasionando 

agregaciones no deseadas, (4) error en la s(ntesis de protefnas, el cual puede ser causado por 

un desapareamiento de bases y (5) despolimerización de macromoléculas biológicas (Eichhom 

1973). Existe una gran variedad en los mecanismos propuestos para explicar la citotoxicidad 

inducida por el cadmio, de tal manera que parece ser un proceso multifactorial, en donde existe 

una relación estrecha entre los diversos eventos seflalados. 

V.2 EFECTO DEL CADMIO SOBRE EL TRANSPORTE DE CALCIO EN LAS 

CELULAS WRI..-68 
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El hfgado juega un papel importante en la disposición de cadmio, en donde la 

acumulación de cadmio en hepatocitos de rata es un proceso dependiente de la concentración 

del metal e involucra grupos suljhidrilo (SH) de las protefnas de la membrana plasmática (Fai/la 

et al 1979). En las células WRL-68 la acumulación de CdC/2 fue dependiente de su 

concentración, as( como del tiempo de exposición, presentado en las células tratadas con 0.5µM 

de CdC/2, donde se incrementó la acumulación del metal cuando el tiempo de exposición fue 

prolongado, sin embargo, al aumentar la concentración de cadmio, la acumulación fue mucho 

mayor (29 veces) a pesar del periodo corto de exposición de 24h, donde parece ser que la 

interacción del cadmio con los grupos SH de las protefnas de las membranas son un sitio 

importante de unión. Esto ha sido estudiado por Gerson y Shaikh (1984) y reportan la presencia 

de un acarreador mediado por grupos SH para la entrada de cadmio en cultivos primarios de 

hepatocitos, de tal manera que la proporción de cadmio asociado a la membrana celular indica 

el número relativo de sitios de unión disponibles para el metal (B/01.ka y Shaikh 1992b). En el 

presente estudio la mayor parte del cadmio pennaneció pegado a la membrana plasmática en 

todos los tratamientos, pudiéndose cuantificar mediante el uso de un agente que/ante (EDTA) que 

es impenneab/e a la membrana y que remueve al metal unido a los diferentes grupos aniónicos 

del exterior celular (Bla;Jca y Shaikh 1991). En las células tratadas leve y crónicamente no se 

encontró diferencia en el metal pegado a la membrana, sin embargo, en las células tratadas 

agudamente al aumentar la concentración del metal, se encontró entre 4 y 7 veces más metal 

pegado respectivamente, debido posiblemente a la presencia de sitios aniónicos disponibles que 

no habfan sido ocupados por el metal a concentraciones menores. 

No se conoce el mecanismo espec(jico para la entrada de metales tóxicos no esenciales a la 

célula como es el caso del cadmio, sin embargo, es lógico pensar que ocurre a través de un 
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proceso existente para los metales esenciales (Blalka y Shaikh 1992b). Se sugiere que el primer 

evento en la entrada del metal es la unión a ligandos de la membrana plasmática, seguida de 

un proceso mediado por acarreador o por vfa poros, o hien por un canal de calcio que opera 

por receptor (Blalka y Shaikh 1991). Se repona que el cadmio altera el transpone de los metales 

esenciales como Fe (Sturrock et al 1990), Ci1 (Harris 1991), Zn (Blalka y Shaikh 1992b), Ca 

(Blalka y Shaik 1991) y ya que el transpone de calcio es de vital imponancia en la célula, el 

interés de este trabajo fae el estudiar el efecto que tiene el cadmio sobre el transpone de este 

metal esencial. Entre los numerosos procesos que afecta el cadmio asociados al calcio son, un 

desensamblaje de los microtubulos (Perrino y Chou 1986), movilización del calcio intracelular 

e inhibición de la ATPasa de calcio (Smith et al 1989) así como desplazamiento del calcio de la 

calmodu/ina (Flik et al 1987). Se propone que uno de los mecanismos por los cuales el cadmio 

inhibe la entrada de calcio es por su interacción con los canales de calcio en la membrana 

plasmática (Blalka y Shaikl1 1991), de tal manera que para identificar la presencia de canales 

de calcio en las células WRL-68, se estudió la inhibición de la entrada de calcio en presencia 

de los bloqueadores mas usuales (nifedipina y verapamil) del canal. Los resultados son mll)' 

semejantes a los reponados por Blaska y Shaikh (1991) en cultivos primarios de hepatocitos de 

rata. Se encontró que con 50¡IM del cloruro del metal, hay un 40% de inhibición en la entrada 

de calcio a la célula, porcentaje mll)' similar al obtenido en presencia de nifedipina. 

Bygrave et al (1989), reponan que la acumulación de calcio en hepatocitos ocurre por un 

proceso independiente de energ(a, el cual es sensible a temperatura. La cinética de la entrada 

de calcio en las células WRL-68, presentó un componamiento similar al encontrado por otros 

investigadores en hepatocitos de rata (Blalka y Shaikh 1992b), siendo de caracter bifásico, con 

una fase inicial rápida en los primeros minutos, seguida de una fase mas lenta con un tiempo 



máximo en la acumulación de 30min. Se ha reportado que el cadmio compite con los metales 

esenciales para su entrada en hepatocitos (Blazka y Shaikh 1991) y su acumulación en el hfgado 

(Shukla et al 1990). En el presente estudio el cadmio disminuyó la acumulación de calcio de 

manera dosis-dependiente, con un 40% de inhibición como máximo en presencia de I00,1M de 

CdC/2, valor 20% mas bajo que el reportado para hepatocitos de rata (Blazka y Shaikl11992b), 

lo que hace suponer que las células WRL-68 son más sensibles a la presencia del cadmio, esto 

puede explicarse, con base a que la confo17Tlación estructural de las protefnas de membrana, 

puede ser cambiada por la interacción con el cadmio, dando como resultado alteración en los 

sitios de unión adicionales o en los canales iónicos o poros que participan en la acumulación de 

calcio en la célula (Blazka y Shaikh 1992b). 

Con base a los datos obtenidos de las constantes cinéticas (Km y Vmax) para la entrada de 

calcio en presencia de cadmio, se encontró que el metal altera la Km de una manera dependiente 

de su concentración, pero con dosis de 10.0¡tM de CdC12 y mayores, se obtenfan valores muy 

semejantes, por lo que, los experimentos fi¡eron realizados con la concentración máxima de 

10.0¡tM. El valor de la Km en en las células WRL-68 aumentó en un 130% (25.53µM) con 

respecto al control, valor un poco más alto que el encontrado en células mesangiales (19.{)¡IM) 

(Templeton 1990), si11 embargo el valor de la Vmax no se vi6 alterado, resultando un valor de 

4.68¡¡M para la Ki, lo que sugiere que parte del transporte del calcio a las células WRL-68 es 

inhibida de manera competitiva por el metal en algún sitio común existente para el calcio. 

Se ha reportado que existe una interacción entre el cadmio y otros metales en cultivo de 

hepatocitos (Gerson y Shaikh 1984), en donde hay una competencia directa entre los metales 

esenciales y metales diva/entes tóxicos por los ligandos que contienen grupos suljhidrilo (SH) y 

se ha sugerido como un mecanismo posible para explicar la capacidad citotóxica del cadmio. 
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Stacey (1986) reporta que en presencia del ageme redw.:tor de los grupos SH ditiotreitol (DTFJ 

algunos parámetros de dallo celular, como son la liberación de transaminasas y la disminución 

de potasio intracelular mejora11, debido a que tie11e la habilidad de mante11er a los grupos SH 

e11 su estado reducido. Además, se ha reportado que la esm1cfl/ra de la boca o entrada de los 

ca11ales de calcio presenta11 sitios que so11 ricos e11 grupos SH (Catterall 1988, Koshita et al 

1993), por lo que, se eswdió la participació11 de los grupos suljhidrilo (SH) e11 la recuperación 

del transporte de calcio inhibfdo por cadmio en presencia del DTF. Los resultados indican un 

reestablecimiemo en la emrada de calcio de un 90%, indicando que la imeracción del cadmio 

co11 los grupos SH juega u11 papel relevame en la inhibición de la e11trada de calcio en las 

células WRL-68. 

De los resultados presemados se puede concluir que el meca11ismo de ciroroxicidad del cadmio 

es un proceso multifactorial en el cual juega11 u11 papel relevame la imeracción del metal con 

los grupos SH así como la alteración del tra11Sporte de metales ese11ciales. En este trabajo se ha 

sugerido que los diferemes procesos para explicar la toxicidad no son eventos independie11tes, 

si110 complejos y díficiles de evaluar independiemememe, que se combinan para dar como 

resultado el dallo a 11ivel celular. Con los resultados aquí presentados, se contribuye al 

ente11dimiemo de alg1111os de los procesos de la citotoxicidad ocasio11ados por del cadmio, sin 

embargo, se requiere de una mayor cantidad de estudios para conocer el mecanismo específico 

de dallo producido por este metal. 
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