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1. RESUMEN 

El cadmio (Cd) es un metal tóxico, no esencial, que tiene efectos nocivos sobre la salud. 
El Cd administrado en forma aguda o crónica se acumula en tejidos como: hígado, bazo, 
riñón, páncreas, testículo y cerebro. El Cd produce cambios neuropatológicos que 
incluyen hemorragias en cerebro y cerebelo de ratas y conejos recién nacidos, así como 
hiperactividad, alteraciones bioquímicas y en la conducta operante. El cadmio produce 
estrés oxidativo ya que incrementa la peroxidación de lípidos como resultado de la 
formación de radicales libres. Por otro lado, la metalotioneina es una proteína de bajo 
peso molecular que participa en la homeostasis de metales esenciales como el zinc y el 
cobre, funciona también como atrapadora de radicales libres y secuestrando metales 
como Cd, Ag o Hg como sistema de destoxificación. La síntesis de esta proteína puede 
ser inducida por metales o compuestos orgánicos tales como la dexametasona. El 
objetivo de este estudio fue evaluar el efecto tóxico del cadmio en ratas en desarrollo y 
evaluar el papel protector de la metalotioneina cuando es inducida por dexametasona . Se 
utilizaron ratas cepa Wistar de 13 días de edad las cuales se dividieron en 4 grupos : a) 
sol. salina; b) sol. salina + Cd (1mg/kg/día); c) sol. salina+ Dx (2mg/kg/día); d) Cd 
(1mg/kg/día)+Dx (2mg/kg/dia). Las ratas fueron inyectadas diariamente por vía i.p. 
durante 5 días y se sacrificaron a los 18 y 28 días de edad. Se estudiaron 4 regiones 
cerebrales: corteza parietal, estriado, hipocampo y cerebelo. Se hicieron determinaciones 
de cadmio en sangre y en regiones cerebrales; análisis microscópico, inmunohistoquimico 
y ultraestructural así como determinación de niveles de peroxidación de lípidos y de 
metalotioneina. Los niveles de Cd en sangre y en regiones cerebrales a las dos edades se 
incrementaron en los grupos tratados con Cd y Cd+Dx. La peroxidación de lípidos también 
se incrementó en todas las regiones (menos el hipocampo) en los grupos tratados con Cd 
y Cd+Dx; así mismo los niveles de metalotioneina aumentaron en el grupo tratado con 
Cd+Dx y el mayor nivel de metalotioneina fue en el estriado y cerebelo. El análisis 
inmunihistoquímico mostró que la localización de la metalotioneina fue evidente en células 
gliales y el cerebelo en los grupos tratados con Cd+Dx y Dx. Se observaron alteraciones 
morfológicas como células hipercromáticas, edema intersticial, fibras destruidas y células 
de Purkinje picnóticas en el grupo tratado con Cd en ambas edades, las lesiones 
disminuyeron en el grupo tratado con Cd+Dx. La región con menos lesiones fue el 
hipocampo. Estos resultados sugieren que el Cd produce efecto neurotóxico por un 
incremento en los niveles de peroxidación de lípidos, alteraciones morfológicas y 
ultraestructurales. Es importante notar que los efectos neurotóxicos por exposición al 
cadmio se disminuyeron por dexametasona. 



2.ABSTRACT 

Cadmium (Cd) is a toxic metal, with not biological importance, with toxic effects in the 
health. Cd acute or chronic exposure is accumulative tissues like: liver, spleen, kidney, 
pancreas, testis and brain. Cd is neurotoxic the neuropathological changes induces 
hemorrhages in brain of newborn rats and rabbits, also motor hyperactivity, behavioral and 
biochemical alterations were reported. Cd produce oxidative stress since Cd increase 
lipid peroxidation through free radicals production. Metallothionein is a low-molecular
weight protein which participates in the storage and homeostasis of essential trace metals 
such as zinc or cooper, also is capable to scavenge free radicals and sequester metals 
(Cd, Ag or Hg) as part of detoxification system. This protein can be induced by metals or 
steroids such as dexamethasone. The aim of this study was to evaluate the toxic effect of 
Cd in developing rats and the protective effect of dexamethasone-induced metallothionein. 
Thirtheen days old Wistar rats were used and separated in four groups: a) saline solution; 
B) saline+Cd(1 mg/kg/day); c) saline+dexamethasone (2mg/kg/day); d) Cd(1 mg/kg/day)+ 
dexamethasone (2mg/kg/day). Rats were injected ip. daily for 5 days and were killed at 
either 18 or 28 days of age.The parietal cortex, striatum, hippocampus and cerebellum 
were studied. Blood and brain cadmium determinations were made. Light microscope, 
immunohistochemical and ultrastructural studies such as lipid peroxidation and 
metallothionein measurements were perormed. The levels of Cd in blood and brain 
regions at 18 and 28 days of age were increased in the treated groups with Cd and 
Cd+Dx. The lipoperoxidation levels were increased in all brain regions (except the 
hippocampus) in the group treated with Cd and Cd+Dx; likewise the metallothionein levels 
were increased more evidently in the group treated with Cd+Dx; and high levels of 
metallothionein in striatum and cerebellum were observed. The immunohistochemical 
study showed that the localization of metallothionein was more evident in the glial cells 
and the cerebellum layers in the groups treated with Dx and Cd+Dx. Morphological 
alterations such as hyperchromatic cells, destroyed fibers, interstitial edema and picnotic 
Purkinje cells were observed in the group treated with Cd in both ages; diminished lesions 
were shown in the group treated with Cd+Dx. The region with minimal lesions was the 
hippocampus. This results suggests that the cadmium produce neurotoxic effects by an 
increase in the lipoperoxidation levels, morphological and ultrastructural alterations. lt is 
importan! to note that the main neurotoxic effects of Cd exposure observed in these 
studies were diminsished by dexamethasone. 

2 



3. INTRODUCCIÓN 

El Cadmio (Cd) es un metal de color plateado, sin importancia biológica, distribuido en la 

corteza terrestre, en una concentración de 0.1a0.22 ppm; tiene una estructura hexagonal 

compacta, es insoluble en agua, se oxida lentamente al contacto con el aire, presenta 

diferente reactividad frente a los ácidos y no reacciona con los álcalis. No existe en 

estado puro, sino asociado con otros metales, tales como plomo, cobre o zinc, por lo que 

la extracción y el procesamiento de estos últimos, propicia la contaminación ambiental por 

el Cd (Agency for Toxic Substance and Disease Registry, ATSDR, 1993). México. es uno 

de los principales productores mundiales de Cd, la mayor extracción de este metal se da 

en los e'stados de Zacatecas y Chihuahua; en 1995 se exportaron 674121 toneladas 

anuales del metal (Instituto Nacional de Estadistica, Geografía e Informática, INEGI 

1995). El Cd como la mayoría de los metales pesados se presenta en concentraciones del 

orden de µg/I o menores en el mar. El aporte continental probablemente es la ruta 

principal de entrada a la zona costera de las sales de Cd y las actividades humanas han 

contribuido al incremento de los niveles de los metales pesados con potencial tóxico 

importante (Instituto Nacional de Ecología, INE, 1997). 

La obtención industrial primaria de Cd es dependiente de la producción de zinc; la . 

contaminación ambiental por Cd se debe a las actividades mineras y metalúrgicas 

principalmente, así como su utilización para galvanizar, como cloruro de polivinilo y 

plásticos, en baterías recargables de níquel y cadmio, así como catalizador y conservador 

en la industria del plástico. El Cd también se utiliza en muchas aleaciones, colorantes de 

Cd y otros productos de uso artístico que contienen pigmentos con sales de Cd (INE, 

1997). La exposición laboral varía según las actividades que se realicen (Tabla 1). 

La OMS (1987) menciona que en las grandes ciudades en donde hay actividades 

industriales importantes, se reportaron concentraciones de 0.04 a 30 µg/m3 en el aire. En 

las regiones donde hay contaminación en el agua se han identificado niveles de 0.001mg/I 

hasta 0.015 mg/I. En áreas no industrializadas, se reporto la presencia de Cd en el suelo 

en concentraciones de hasta 16mg/kg, derivada del depósito de partículas del aire o agua 

movilizadas a largas distancias desde lugares donde se realizan actividades industriales. 

La población abierta se expone al Cd principalmente a través de la cadena alimenticia, o 

por el consumo de tabaco contaminado con Cd, debido a que los campos son abonados 

con fertilizantes fosfatados conteniendo Cd. El Cd se acumula en el organismo 
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fundamentalmente en los riñones, causando hipertensión arterial (Frieberg et al. 1974). 

La absorción pulmonar es mayor que la intestinal , por lo que el riesgo de exposición es 

mayor cuando el Cd es aspirado (ATSDR 1993). La concentración crítica en la corteza 

renal, que da lugar a una presencia permanente de 10% de proteinuria (a expensas de 

proteinas de bajo peso molecular) en la población en general, es aproximadamente de 

200mg/kg y se alcanza con una ingestión alimentaria diaria de unos 175µg por persona 

durante 30 años. Partiendo de una tasa de absorción de Cd vía alimentaria de 5% y de 

una tasa diaria de excreción del 0.005% de la carga corporal, el Comité Mixto FAO/OMS 

de Expertos en Aditivos Alimentarios llegó a la conclusión de que, para que las 

concentraciones de Cd en corteza renal no sobrepasen 50mg/kg, la ingestión total de este 

elemento no debe de ser superior a 1 µg diario /kg de peso corporal. Por lo tanto se 

estableció un nivel de ingestión semanal tolerable provisional de 7µg/kg (OMS, 1995). 

Tabla 1.- Ocupaciones con exposición potencial a Cadmio 

EXPOSICIÓN AL TA (actividades de alto riesgo) 
Soldadores y aleaciones de cadmio · 
Fundidores de cadmio 
Trabajadores de cadmio 
Limpiadores de bolsas para recolección de compuestos de cadmio 
Manipuladores de bolsas para recolección de compuestos de cadmio, 
Soldadores (con cadmio) 

EXPOSICIÓN MEDIANA (actividades con mediano riesgo) 
Fabricantes de aleaciones de cadmio, 
Fabricantes de baterías de cadmio-níquel 
Galvanizadores de cadmio 
Fabricantes de celdas fotoeléctricas 
Aplicadores de funguicidas con cadmio 
Fabricantes de lámparas de vapor de cadmio 
Metalizado res 
Fabricantes de soldaduras de cadmio 
Refinadores de zinc 

EXPOSICIÓN BAJA (actividades de bajo riesgo) 
Fabricantes de bombas de humo 
Fabricantes de funguicidas con cadmio 
Soldadores de materiales de cadmio galvanizado 
Fabricantes de municiones para armas pequeñas 
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Las determinaciones hechas en algunos países respecto a la cantidad de Cd que se 

ingiere a través de los alimentos, mostraron que ésta puede ser de 10-60 µg/día para una 

persona de 70kg. En algunos casos, se ha notificado la ingestión de hasta 1 SOµg/día. El 

tabaco es una importante fuente de Cd por inhalación (Elinder y col. 1983; Galvao y Carey 

1987; Wagner, 1991). La planta del tabaco absorbe el Cd desde el suelo y lo acumula en 

las hojas, las cuales son usadas para lá fabricación de cigarrillos, y por combustión se 

transfiere Cd al humo y posteriormente es inhalado por el fumador (Gairola, 1991). Se 

estima que cada cigarrillo contiene alrededor de 1 o 2µg de Cd; Saldivar y cols. (1991) 

determinaron que en los cigarros mexicanos el contenido de Cd era de 2.8µg/cigarrillo. 

Una parte de esta cantidad se elimina con la combustión, pero se inhala de 0.1 a 0.2 µg 

por cigarrillo, lo que puede causar una acumulación de 1 Smg de Cd en el organismo al 

cabo de 20 años de haber fumado 20 cigarrillos diarios (OMS, 1995). 

4.ANTECEDENTES 

4. 1 Epidemiología 

El interés en el estudio del cadmio surgió cuando agua contaminada con el metal, se 

utilizó para regar cultivos de arroz, con esto se produjo el surgimiento de una enfermedad 

llamada ltai-ltai (Ay-Ay, debido a los fuertes dolores de huesos que se padecen), en 

Japón. Estudios adicionales confirmaron la importancia del problema particularmente con 

respecto a la extracción y utilización del cadmio (Shigematsu y col. 1979) . Un estudio 

epidemiológico en tres ciudades de Rusia, determinó los niveles de cadmio en orina y 

cabello de trabajadores expuestos al metal en una fábrica de pilas, también se cuantificó 

la concentración de cadmio en orina y sangre en personas que viven cercanamente a la 

fábrica, principalmente niños. Los resultados obtenidos mostraron un incremento de los 

niveles del metal tanto en adultos como en niños en cabello y orina; algunos trabajadores 

presentaron disfunción renal correlacionado con un nivel elevado en la excreción de beta-

2-microglobulina (Bustueva, y col. 1994). Resultados similares se han observado en 

Alemania y Polonia (Minoia, y col. 1990), Japón (Takagi, y col. 1987). En México 

estudios recientes en el norte del país (que es donde se encuentran la mayor cantidad de 

fundidoras de metales) han mostrado que en ciudades como Torreón, Chihuahua y 

Monterrey lugares cercanos a las refinerías o fundidoras de metales existe un alto índice 

de contaminación con los metales arsénico, cadmio y plomo. En las tres ciudades los 

niveles de esos metales se encuentran elevados tomando en cuenta que entre más 
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cercana a la refinería o fundidora se tome la muestra con altos indices de contaminación 

(Benin y col, 1999). Se ha reportado que los niveles de cadmio, arsénico y mercurio, se 

encontraron elevados en el agua potable en ciudades tales como Hermosillo, Guaymas y 

Nacozari encontrándose el plomo en primer lugar, seguido del mercurio y en último el 

cadmio, estos niveles sobrepasaron los niveles que establece la EPA (Enviromental 

Protection Agency) (Wyatt y col. 1998). En la ciudad de México, se realizó un estudio en 

mujeres y sus hijos en el momento del nacimiento para medir niveles de cadmio en la 

sangre de la madre, el recién nacido y del cordón umbilical; los resultados un~ elevación 

en los niveles de cadmio de las madres que tuvieron antecedentes de fumadoras. No se 

observó una correlación significativa entre los niveles de cadmio de la sangre de la madre 

y el recién nacido. Mientras que los niveles de cadmio en sangre fueron correlacionados 

significativamente entre la madre y el cordón umbilical; por otro lado se correlacionaron 

los niveles de cadmio observados en el cordón umbilical y la sangre del recién nacido; 

estos resultados sugieren la presencia de una barrera placentaria en donde es detenido el 

cadmio (Galicia-García, y col, 1997). 

4.2 Toxicidad del Cd 

El cadmio ocupa un sitio muy cercano al del plomo y el mercurio como metal de interés 

toxicológico. En el medio natural se encuentra junto con el zinc y el plomo y de este modo, 

la extracción y procesamiento de estos dos metales ocasiona contaminación ambiental. 

El elemento fue descubierto en 1817 y rara vez se utilizó hasta que hace unos 50 años se 

le encontraron aplicaciones al cadmio en la galvanoplastia, la galvanización, plásticos y 

pinturas así como su empleo en la fabricación de baterías de níquel y cadmio donde su 

importancia radica en su gran resistencia a la corrosión y propiedades electroquímicas 

(Friberg y col. 1986). La vida media del cadmio en el ser humano es de 10 a 30 años, en 

consecuencia con exposiciones continuas, tiende a acumularse principalmente en hígado 

y riñón. La dosis letal media (DLso) de CdCl2 en ratas varía según la vía de administración: 

es de 255 mg/kg cuando la administración es por vía oral, 9mg/kg sí es por vía 

subcutánea, 3.55mg/kg para la vía intraperitoneal y de 3.35 mg/kg en administraciones 

endovenosas (Kotsonis y Klaassen, 1977). El metal casi no se absorbe por vía 

gastrointestinal; estudios en animales de laboratorio señalan que del Cd ingerido solo se 

absorbe 1.5% (Engstrom y Nordberg, 1979), y mientras que en estudios hechos en 

humanos indican que del Cd ingerido se absorbe aproximadamente 5% (Rahola y col., 
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1972). La absorción por vía respiratoria parece ser más completa, y quienes fuman 

cigarrillos pueden absorber 10 a 40% del cadmio inhalado (Friberg y col. 1974). 

El cadmio es transportado a todo el cuerpo por la sangre, unido a los albúmina, mientras 

que una pequeña fracción de cadmio sanguíneo puede ser transportado por la 

metalotioneina. Los niveles sanguíneos de cadmio en adultos con exposición crónica son 

usualmente menores a 1µg/dl (Friberg y col. 1986). Los recién nacidos de madres 

fumadoras tienen bajo contenido de cadmio, usualmente menos de 1mg en todo el 

cuerpo, esto debido a que la placenta sintetiza metalotioneina funcionando como barrera 

placentaria para el cadmio, (Galicia-García y col. 1997). 

Los efectos tóxicos del Cd son variables y dependen de la vía de absorción, la cantidad 

absorbida y el tiempo de exposición del organismo. En los humanos la exposición a Cd, 

aguda o crónica puede causar toxicidad sistémica como: disfunción renal caracterizada 

por proteinuria frecuentemente por daño tubular, algunas veces acompañada de daño 

glomerular (Chia y col. 1989; Roels y col. 1991 ). También se han descrito alteraciones 

respiratorias como traqueobronquitis, edema pulmonar y enfisema pulmonar (Steenland y 

col. 1996). 

4.3 Intoxicación aguda 

La intoxicación aguda por Cd en humanos suele ser la consecuencia de la inhalación 

de polvos y vapores de Cd {por lo común óxidos de cadmio), y de la ingestión de las sales 

de este metal. Los primeros efectos tóxicos se deben a irritación local, después de su 

ingestión se producen náusea, vómito, diarrea y cólicos abdominales; a corto plazo el Cd 

es más tóxico si se inhala. Los signos y síntomas que aparecen en términos de horas 

comprenden irritación de vías respiratorias, neumonitis tempranas e intensas, dolores 

retroesternales, náusea, mareo y diarrea. La toxicidad puede evolucionar hasta incluir 

edema pulmonar mortal o enfisema residual con fibrosis peribronquial y perivascular 

(Klaassen, 1996). 
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4.4 Intoxicación crónica 

Los efectos tóxicos de la exposición prolongada al Cd difieren un poco según la vía por 

la que ésta se produzca. El riñón es afectado después de la exposición pulmonar o 

gastrointestinal. El cadmio produce daño renal y hapático ya que el metal es captado por 

el hígado y se combina con el glutatión para ser excretado por la bilis. De mayor 

importancia, el cadmio se liga a la metalotioneina y en esta forma es almacenado en las 

células renales o hepaticas. Parte del cadmio ligado a la metalotioneina pasa al plasma 

para ser captado por el riñón. Una concentración de 200 µg/g es suficiente para lesionar 

las células del glomerulo y producir proteinuria (Klaassen, 1996). La exposición crónica 

produce daño glomerular, disminuye la filtración y ocurre aminociduria, glicosuria y 

proteinuria, aunque se desconoce en su totalidad los mecanismos molecularse del daño 

glomerular (Lauwerys y col. 1984) (Figura 1). Por otro lado tenemos que la excreción de 

132-microglobulina en la orina parece ser un índice sensible, aunque inespecífico, de la 

nefrotoxicosis inducida por cadmio (Jin y col, 1998; Kelley, 1999). 

El sistema respiratorio también es afectado por la intoxicación con Cd principalmente a 

nivel de los pulmones, y como consecuencia el síntoma más frecuente en individuos con 

neumopatía inducida por Cd es la disnea. No se conoce en detalle la patogenia del 

enfisema y la fibrosis pulmonar inducidas por Cd (Davison et al, 1988); pero si se sabe 

que la inhalación excesiva de vapores y polvos de cadmio produce pérdida de la 

capacidad ventilatoria, con un incremento correspondiente en el volumen residual 

pulmonar; sin embargo, en forma específica, el cadmio inhibe la síntesis de a 1- antitripsina 

plasmática (Choudhury y Louria, 1976) observándose una relación entre la deficiencia 

intensa de la antitripsina mencionada, de origen genético y el enfisema en el ser humano. 

En la ciudad de Toyama en Japón, ocurrió un brote epidémico de intoxicación ocasionado 

por la ingestión de arroz contaminado con cadmio, el cual era irrigado con agua 

contaminada. Las personas afectadas principalmente mujeres post-menopáusícas, 

sufrieron deformación de los huesos, osteomalacia, acompañada de intenso dolor y 

fracturas, además de proteinuria, glaucoma y se determino como Síndrome de ltai-itai. 
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Fig. 1 Mecanismos hipotéticos de la toxicosis renal inducida por cadmio. El cadmio (Cd) captado 
por el hígado se combina con glutatión (GSH) y se excreta en la bilis o se liga a la metalotioneina 
(MT), y así crea una forma de depósito del metal. Parte del complejo en cuestión, al ser captado 
por las células renales penetra en los Hsosomas; MT es degradada en sus c:omponentes 
aminoácidos (aa); se libera el cadmio de tales estructuras y pasa al citosol. En concentraciones de 
200µg/g o mayores, el cadmio dat\a el tejido renal y ocasiona proteinuria. Albumina (Alb). Tomado 
de Klaassen CD, Metales pesados y sus antagonistas, En: Las Bases Fannacológicas de la 
Terapeutica Eds. Goodman & Gilman, 1996. 

Uno de los signos caracteristicos del Sindrome de itai-itBi fue la osteomalacia; que es un 

síntoma que indica una deficiencia de calcio en los huesos (Scott et al, 1980); así mismo 

se ha observado que en sujetos expuestos al cadmio en su trabajo, disminuyen las 

reservas corporales de calcio; este se debe a una interferencia con la regulación del 

equilibrio de calcio y fosfato por los riftones. (Scott y col. 1980) 

4.5 Neurotoxlcldad del cadmio 

En relación con la neurotoxicidacl, son pocas las investigaciones relacionadas con las 

manifestaciones de dal'\o neurológico, ya que la capacidad del cadmio para atravesar la 

barrera hematoencefálica en aduHos es pobre (Pal y col, 1993), pero en concentraciones 

elevadas o en exposiciones a largo plazo el cadmio al igual que otros metales, puede 

afectar al sistema nervioso central. Este metal tiene un potencial tóxico y se acumula más 
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en el cerebro de animales en desarrollo que en los adultos, esta diferencia se debe a que 

las primeras han alcanzado un desarrollo incompleto de la barrera hematoencefálica y a 

que están en un periodo critico de crecimiento, siendo más susceptibles a los efectos del 

cadmio (Shukla y col, 1996, Choudhuri, y col. 1996). Esto adquiere importancia ya que 

los niños de igual manera no tienen completamente madura la barrera hematoencefálica y 

por lo tanto son más susceptibles al daño neurotóxico del cadmio u otros contaminantes 

ambientales. Los metales como el cadmio, plomo, talio o mercurio afectan el sistema 

nervioso central de los niños de manera diferente que el del adulto produciendo una 

variedad de daños neurológicos. Por ejemplo, el plomo produce vertígos, náuseas, 

cefaleas, insomnio, irritabilidad y disminución en el coeficiente intelectual en dosis de 

alrededor de 100µg/dl; mientras que el mercurio provoca pérdida de la memoria, 

inestabilidad emocional, insomnio e inapetencia (Goyer, 1991). El talio causa cefalea, 

neuropatía progresiva, inapetencia, ansiedad, psicosis, depresión y agresividad (Galván

Arzate y Santamaria, 1998). 

Los estudios clínicos indican que el cadmio afecta al sistema nervioso central, Hart y col. 

(1989) encontraron que la exposición ocupacional al cadmio estaba asociada con una 

disr:ninución en la atención, la velocidad psicomotora, el aprendizaje asociativo y la 

memoria. Otros estudios hechos en escolares se observó una asociación entre los altos 

niveles de cadmio en el cabello y la dificultad en el aprendizaje, hiperactividad, cambios 

conductuales y electrofisiológicos relacionados con la excitabilidad neuronal (Tatcher y 

col, 1982, 1984; Bonithon-Kopp y col., 1986). Esto también se encontró en ratas que 

mostraron hiperactividad (Wong y Klaassen, 1982; Smith y col., 1985), aumento en la 

conducta agresiva (Arito y col, 1981), disminución en la memoria social (Holloway y Thor, 

1988) y alteraciones en la conducta operante (Newland y col, 1986) después de haber 

sido intoxicadas por cadmio. 

La neurotoxicidad del cadmio se ha relacionado con el bloqueo de los canales de ca2
• 

por la entrada de cadmio (Souza y col, 1993). Normalmente la regulación de entrada y 

salida de Ca2
• en la célula se lleva a cabo por canales iónicos transmembranales (Hille, 

1984); los cuales pueden son bloqueados por metales tales como Ni2+ y Cd2+ (Sauer y 

Watanabe, 1988); mientras que la homeostasis interna del ca2• es mantenida por la 

mitocondria y el retículo endoplásmico. Un elevado nivel del ca2
• citosólico libre esta 
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asociado con daño celular por a una activación irreversible de fosfolipasas, 

endonucleasas, proteasas y a cambios del citoesqueleto debido a la defosforilación de 

tubulina y actina (Nicotera, y col. 1988). La observación de que el Ca2
• es un mediador de 

citotoxicidad esta asociada con una alteración de la relación de los grupos tioles/disulfuro 

de las proteinas los cuales se ven alterados cuando metales como el Hg2
•, Cd2

•, Cu2
• 

interactuan con estos sitios en las proteínas en lugar del calcio (Viarengo y Nicotera, 

1991 ). Procesos dependientes de ca2
• tales como: liberación de neurotransmisores como 

la dopamina (Gutierrez-Reyes y col. 1998); disminución en la actividad de la 

adenosintrifosfatasa ATPasa Na+/K+ e inhibición de la Ca,Mg-Mg-ATPasa (involucrada 

en el transporte de Ca2
•) por la formación de la enzima fosforilada, (Viarengo y Nicotera, 

1991) y la inactivación o activación de la calmodulina (Chao y col, 1984) son alterados por 

la presencia de Cd. 

La neurotoxicidad del cadmio también se relaciona con cambios en el contenido de 

algunos neurotransmisores en diferentes regiones del cerebro de rata crónicamente 

expuestas a cadmio, por ejemplo, Gupta y col. (1993) observaron un aumento en el 

contenido de serotonina y dopamina en el hipocampo de la rata y una disminución en el 

contenido total de estos neurotransmisores en el estriado. Otros estudios sugieren la 

existencia de supersensibilidad del sistema dopaminérgico al cadmio (Smith y col 1985). 

Rajanna y col. (1990) y Fasitsas y col (1991) demostraron que la exposición a cadmio 

disminuye la recaptura de dopamina y serotonina en sinaptosomas de cerebro de ratas, 

que al parecer es un fenómeno ocasionado por la peroxidación de lípidos de la membrana 

(Gutierrez-Reyes y col. 1998). 

4.6 Genotoxicidad del cadmio 

El ADN es la molécula encargada de almacenar la información genética que codifica las 

funciones celulares que se han dado durante el curso de la evolución por la selección 

natural; los daños al ADN son inducidos por una gran cantidad de agentes físicos, 

biológicos y químicos (Rojas y col. 1993). Metales tales como el cadmio son conocidos 

como carcinogénicos en humanos y en animales experimentales, induciendo tumores en 

pulmón, testículos y próstata (IARC, lntemafiona/ Agency for Re'searéh on Cancer 1993). 

Diversos estudios de células in vitro demostraron que a concentraciones de 1 mM o más 

altas, el cadmio produce rompimiento de las hebras de DNA con aberraciones 
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cromosómicas (Beyersmann y Hechtenberg, 1997). Hartwit y col (1994, 1995, 1998) y 

Calvero y col. (1998) demostraron además que el cadmio inhibe el mecanismo de 

reparación por escisión de bases del ADN, eso porque el cadmio inhibe la ADN 

polimerasa afectando la síntesis de ADN para reparación o para replicación; esto se debe 

a la competencia del cadmio con los iones de zinc, los cuales son esenciales para el 

funcionamiento de la ADN polimerasa (fig. 2) (Mildvan y Loeb, 1981). Así mismo se ha 

observado que el cadmio también inhibe la función de la ARN polimerasa en células 

aisladas de hígado (Hidalgo y col, 1976). Otro mecanismo frecuentemente discutido es la 

inducción de daño oxidativo al ADN, esto debido a la generación de radicales libres por 

cadmio, por la reacción de Fenton o por su interferencia con los sistemas antioxidantes 

de defensa celular (Sugiyama, 1994; Kasprzak, 1995). Los daños ocasionados por los 

radicales libres sobre la m?lécula de ADN son: deaminación, hidrólisis espontánea y 

metilación no-enzimática de bases del ADN (Lindahl, 1993). Si los mecanismos de 

defensa celulares que eliminan los radicales libres no son capaces de prevenir 

Ligamiento 1 1 1 1 1 1 Exposlclon del ADN 
ADN intacto la agentes tóxicos 

As(lll), Nl(ll) 

p 
:\ 

1-=-1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Polimerización 
1 de reparación 1 c=i /= Cd(ll), Pb (11), Co(ll) 11 (:H 
p noclmlentol 

~ incisión 

NI (11) 

Fig.2.- Inhibición del mecanismo de reparación de escición de bases por metales en células de 
mamíferos; los sitios de acción propuestos (Tomado de Hartwig A. Biometals(1995), 8:3-11) 
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completamente el efecto, entonces el mecanismo de reparación por escisión de bases 

del ADN se convierte en el mecanismo más importante de reparación de la molécula de 

ADN (Hartwig, 1998), siempre y cuando éstos no sean afectados también por el daño 

oxidativo lo cual produciría una disminución en la capacidad de reparación, originando 

lesiones del ADN no reparadas, teniendo como consecuencia mutaciones y errores en la 

síntesis de proteínas (Calevro y col. 1998). 

El cadmio también es capaz de modular la expresión de algunos genes; este efecto 

regulatorio se observa como la capacidad para inducir la expresión de los genes que 

expresan la síntesis de la metalotioneina y del glutatión, así como también a 

concentraciones de µmol/I puede inducir proteínas de heat shock (Beyersmann y 

Hechtenberg, 1997). Una tercera clase de genes que se inducen por concentraciones no 

tóxicas y micromolares de cadmio son algunos proto-oncogenes: c-jun, c-fos y c-myc. La 

inducción de estos genes indica un mecanismo por el cual el cadmio puede promover el 

desarrollo de cáncer. Recientemente, la inducción del gen supresor de tumores p53 fue 

detectada en ratones tratados con cadmio (Zheng y col, 1996). 

4. 7 Apoptosis y cadmio 

La apoptosis se define como el proceso activo de muerte celular programada, distinto de 

la necrosis y caracterizado por cambios específicos morfológicos y bioquímicos. La 

muerte celular controlada es esencial para el desarrollo de organismos multicelulares, 

porque la apoptosis es un mecanismo de homeostasis, que probablemente regule a 

proteínas inducibles o constitutivas (Kondo y col. 1997). Los cambios morfológicos que se 

observan por microscopía de luz en células apoptoticas incluyen: retracción celular, 

separación de las células, condensación de cromatina y fragmentación del núcleo en 

múltiples cuerpos de cromatina envueltos por la membrana nuclear (Hart y col. 1999); con 

microscopía electrónica se observan células en apoptosis con cromatina condensada, 

membrana ondulada, cuerpos apoptóticos y fragmentación nuclear (Hamada y col. 1996). 

La apoptosis puede ser inducida por una variedad de factores en los cuales se incluyen 

drogas anti-cáncer, mutágenos, oxidantes, radiaciones, factores de crecimiento, óxido 

nítrico y metales entre otros (Thompson, 1995). Algunos estudios mostraron que el 

cadmio tiene efectos sobre el incremento de apoptosis en diferentes tipos celulares. Se 

obaervó un incremento en la apoptosis en células de riñón humano 293 (Hamada y col. 
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1996), en células renales LLC-PK de rata (lshido y col. 1998), en células de pulmón (Hart 

y col. 1999) expuestas a diferentes concentraciones de Cd2CI. Habeebu y col. (1998) 

mostraron aumento en el índice apoptótico en células de hígado de ratón expuestas a 

Cd2CI sugiriendo que la apoptosis es el mejor modo de eliminación de células dañadas 

por Ja exposición a cadmio c.uando menos en células de hígado de ratón. 

4.8 Peroxidación de lípidos y cadmio 

Los radicales libres d~ oxígeno son generados durante diversos procesos bioquímicos 

normales en tejidos vivos. Los electrones no pareados hacen que estos componentes 

sean altamente reactivos y que puedan iniciar reacciones de peroxidación con varios 

substratos importantes para la sobrevivencia de la célula tales como proteínas, lípidos y 

ácidos nucleicos. Un sistema complejo de defensa el cual esta formado por superóxido 

dismutasa, catalasa, y glutatión peroxidasa principalmente, está involucrado para proteger 

el tejido celular de los radicales libres y minimizar el daño que pueden causar. Las 

neuronas son especialmente vulnerables al ataque de los radicales libres y una 

exposición excesiva a radicales libres puede llevar a una muerte neuronal (Bonorden y 

Pariza, 1994; Jesberger, 1991 ). 

La química de los radicales involucra tres pasos: iniciación, propagación y terminación. 

El paso de iniciación se dinicia cuando una especie con un electrón desapareado es 

generado, frecuentemente por camino de la transferencia reductiva de un electrón. La 

propagación es la reacción de un radical con un substrato para producir un segundo 

radical por donación o abstracción de un electrón. La unión de dos radicales para formar 

un especie no-radical produce la terminación (fig.3). Entonces un radical formado in vivo, 

en la propagación puede llevar a un incremento en los niveles de daño hasta el paso final 

de terminación (Robb-Gaspers y Connor, 1997). En situaciones de estrés oxidativo se 

forman substancias reactivas al oxígeno (Reactive Oxidative Substances, ROS), que 

incluyen radicales y no-radicales derivados del oxígeno. El peróxido de hidrógeno (H20 2) 

es un ejemplo de una ROS que no es radical, mientras que el superóxido (•0-2) y el 

radical hidroxilo (•OH) son radicales libres, potencialmente más dañinos. Cuando el H20 2 

es generado in vivo, éste atraviesa las membranas fácilmente (Halliwell y Gutteridge, 

1989) y a través de una reacción de reducción con transferencia de un electrón puede 

llevar a la generación de ··OH el cual a su vez puede causar peroxidación de lípidos y 

daño al ADN. 
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Fig.3. Iniciación y propagación de la peroxidación de lipidos. (Tomado de Haliwell B. And 
Gutteridge JMC. 1985; Free radicals in biology and medicine. Claredon Press, Oxford. 

El cerebro es más vulnerable que otros órganos al estrés oxidativo, ya que tiene un 

elevado consumo de oxígeno, es rico en lípidos y relativamente bajo en antioxidantes. El 

cerebro contiene diversos tipos celulares que varían en su consumo de oxígeno, 

requerimientos de fierro y funcionalidades diferentes. 

Si bien la neurona representa la unidad funcional del cerebro las células gliales 

son también requeridas para un funcionamiento neurológico normal. Las neuronas y las 

células gliales con~ienen mecanismos protectores para combatir el estrés oxidativo, 

incluyendo mecanismos de defensa (superoxido dismutasa, cátalasa, glutatión) contra las 

especies reactivas del oxígeno (Robb-Gaspers y Conno, 1997). Sin embargo estos 

sistemas no están igualmente distribuidos en el cerebro, sugiriendo que las células 

pueden tener diferente susceptibilidad al daño oxidativo (Robb-Gaspers y Connor, 1997). 

La catalasa por ejemplo se encuentra predominantemente en oligodendrocitos (McKenna 

y col, 1976) mientras que el glutatión se encuentra preferentemente en astrocitos (Raps y 

col. 1989). 
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La peroxidación de lípidos que es la destrucción oxidativa de las ácidos grasos 

poliinsaturados de los fosfolípidos de membrana producidos por la exposición a radicales 

libres u otros agentes oxidantes, está relacionada con la capacidad del ión Fe para quelar 

o catalizar la formación de especies reactivas al oxígeno y estimular esta peroxidación de 

lípidos. Diversas evidencias indican que el Fe actúa como un catalizador en la reacción de 

Fenton, facilitando la conversión del anión superóxido y peróxido de hidrógeno a radical 

hidroxilo, como especies frecuentemente iniciadoras de la lipoperoxidación (Halliwell y 

Gutteridge, 1989): 

Fe (11) + H20 2 --+ Fe (111) + •OH + OH• 

La mitocondria tiene los tres componentes necesarios para llevar a cabo la reacción de 

Fenton: cuando el •OH es generado en la mitocondria, es capaz de reaccionar con lípidos 

en el interior de la membrana mitocondrial causando peroxidación de lípidos y pérdida del 

gradiente de protones. En situaciones en las que la integridad de la membrana se pierde, 

la mitocondria desacopla la fosforilación oxidativa y no puede llegar a formar A TP (Robb

Gaspers y Connor, 1997). 

Los electrones son desapareados durante la respirac1on mitocondrial normal, las 

especies reactivas del oxígeno incluyen ·0-2 y H20 2 (Halliwell y Gutteridge, 1989). Los 

equivalentes son usados para pasar electrones de bajo a alto potencial por los cuatro 

complejos proteínicos de la cadena respiratoria en la mitocondria. La cadena puede ser 

desacoplada llevando a una reducción de electrones de oxígeno di-atómico a 0 0·2 

(Halliwell y Gutteridge, 1989). Dos 0 0-2 son unidos por la superóxido dismutasa para 

producir H202. El peróxido producido es inactivado por la acción de la catalasa y la 

glutatión peroxidasa, llevando a la producción de agua y oxígeno di-atómico que no son 

reactivos. Estos sistemas de defensa son eficientes para mantener el balance 

electroquímico intercelular, el cual es alterado como resultado del estrés oxidativo al que 

se sometió a la célula. Los astrocitos son bajos en catalasa y pueden primariamente 

defender con la glutatión peroxidasa para la detoxificación de H20 2 (Sato y Bremner, 

1993). 
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Aunque no se sabe con certeza cuales son los mecanismos de formación de radicales 

libres en la intoxicación por cadmio, si se conoce que el cadmio aumenta de manera 

significativa los niveles de lipoperoxidación. Manca y col. (1991); demostraron que la 

exposición de ratas a dosis bajas y moderadas de cadmio por vía intraperitoneal, el nivel 

de lipoperoxidación se incremento de manera significativa en hígado, riñón, pulmón, 

corazón, testículo y cerebro. En regiones cerebrales de ratas en desarrollo expuestas 

perinatalmente a Cd, el estriado es la región que más incremento su nivel de 

lipoperoxidación (Gutierrez-Reyes y col. 1998; Gupta y col. 1995) seguida de la corteza, 

cerebelo, e hipocampo . El cadmio causa cambios en las biomembranas en diferentes 

regiones del cerebro, debido a la generación de radicales libres lo cual lleva a una 

alteración significativa en la fluidez de la membrana, la concentración intracelular de calcio 

y la composición de fosfolípidos (Kumar y col, 1996). Otro factor importante por lo cual se 

incrementa la peroxidación de lípidos es la inhibición por cadmio de los sistemas de 

defensa: la glutatión reductasa (Acan y Tezcan, 1995), la glutatión peroxidasa y la 

superóxido dismutasa (Shukla y col, 1996). 

Un factor determinante en la neurotoxicidad del cadmio es la edad; los animales en 

desarrollo son más vulnerables al daño del metal debido a que el cadmio penetra la 

barrera hematoencefálica con mayor facilidad cuando ésta todavía no se ha desarrollado 

completamente y se encuentra inmadura; mientras que en los animales adultos ya ha 

sido completado su desarrollo y por lo tanto la penetración y distribución del cadmio es 

menor que en los animales en desarrollo (Gupta y col, 1990; Shukla y col., 1996; Antonio 

y col, 1999). La barrera hematoencefálica es un sistema formado por un complejo de 

células endoteliales, astrocitos, pericitos, macrófagos perivasculares y lamina basal 

(Jolliet-Riant y Tillement, 1999). El daño del cadmio sobre la barrera hematoencefálica se 

basa principalmente en un aumento en la peroxidación de lípidos y en un disminución en 

la función de los sistemas de defensa contra los radicales libres, ya que la actividad de las 

enzimas antioxidantes (glutatión peroxidasa, superóxido dismutasa y catalasa) de las 

células endoteliales se inhiben en animales en desarrollo o de 21 días de edad con 

exposición al cadmio (Shukla y col, 1996). En ratas expuestas perinatalmente a cadmio, 

se observó disminución en el funcionamiento de los sistemas de defensa celular y 

aumento en la peroxidación de lípidos durante el desarrollo (Gupta y col,. 1995), además 

de una significativa reducción en el contenido de lípidos cerebrales (los cuales son 

importantes en la etapa de mielinización),cuando las ratas han sido expuestas a bajas 

dosis de cadmio en etapas tempranas de desarrollo postnatal (Gupta y Shukla, 1996). 
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4.9 El papel de /a metalotloneln• en I• Intoxicación por cadmio 

La metalotioneina ea un protelna intracelular de bajo peso molecular con gran contenido 

de cisteina, con alta afinidad por los metales y fue descubierta en 1957 por Margoshe y 

Vallee; esta protelna se distribuye filogenéticamente oon expresión celular en las 

bacterias, hongos, plantas y eucariontes (Aschner, 1996).La familia de las metalotionelnas 

en mamlferos oonsta de 4 isofonnas similares y designadas como MT-1, MT-11, MT-111 y 

MT-IV (Palmitier y col. 1992; Kille y col. 1994; Ebadi, y ool.1995). Las isoformas MT-1 y 

MT-11 se encuentran en el cerebro y en tejidos perftricoa; la isofonna MT-111 se expreu 
principalmente en el cerebro y muy poco en páncreas y la isoforma MT-IV se encuentra 

en tejidos oon células epiteliales estratificadas escamosas (Ebadi y col, 1996). Las 

metalotioneinas son protelnas que contiener de 61 a 62 residuos de amlnoéc:idos no 

aromáticos oon aproximadamente de 25-30% de cisteinas (fig.4), sin puentes disulfuro, a 

la cual se le unen 5-7 étomos de zinc, 12 de cobre o 7 étomos de cadmio por mol de 

protefna (Ebadi y col. 1996; Aschner, 1996). 

Fig. 4 Estructura de la metalotioneina-11 humana. (Tomado de Sato y Bremner, 1993. Free Radical 

Biology & Medicine 14: 325-337) 

TESIS CON 
fALLA DE ORIGEN 
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Las diferencias estructurales entre MT-1 y MT-11 son aparentes, con el isómero de MT-111 

que contiene 2 aminoácidos adicionales y una sola treonina en Ja posición 5 y 6; Ja 

presencia de 8 residuos de glutamato confiere propiedades ácidas a la MT-111 mientras 

que las isoformas convencionales MT-1 y MT-11 son de naturaleza básica (Aschner, 1996). 

Los genes que codifican cada isoforma están en el cromosoma 8 del ratón y en el 

cromosoma 16 del humano con una estructura de intrón/exón (Palmitier y col, 1993 ). El 

promotor del gen de las metalotioneinas esta compuesto por una región promotora con 

diversos elementos: elementos metalorreguladores que consisten en una secuencia 

específica de bases; elementos responsivos a glucocorticoides que consiste en una 

secuencia palindrómica de 20 pares de bases (TGGTACAAATGTTCT) también llamado 

elementos potenciadores porque generalmente funcionan para potenciar la transcripción y 

Jos factores de transcripción (en este caso factor metal regulador 1) los cuales son 

escenciales para la expresión basal e inducción por metales unidos a los otros elementos 

del promotor; los elementos múltiples metalorreguladores en los promotores de las 

metalotioneinas no son idénticos y por ello no responden uniformemente (Beyersmann y 

Hectenberg, 1997; Hidalgo y col. 2001). En el promotor del gen Jos diferentes elementos 

metalorreguladores donde se unen proteínas responden a diferentes iones metálicps y 

pueden funcionar como mecanismos reguladores de manera positiva o negativa del gen 

de Ja metalotioneina (Palmitier, 1994). 

PROMOTOR DEL GEN 

Elementos Elementos responsivos Factores de GEN 
Metaloreguladores a glucocorticoides Transcripción 

Fig.5.- Esquema del promotor del gen de la metalotlonelna incluyendo todos los elementos 

reguladores (Tomado de Beyersmann y Hechtenberg, 1997). 
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La distribución de la cantidad y el tipo de metalotioneina en el cerebro no es uniforme, 

hay diferencias dependiendo de las etapas de desarrollo y de la isoterma de la que se 

trate. La cuantificación de los niveles constitutivos de ARNm de la MT-1, -11 y -111 

(expresada como fmol de RNAm MT/µg total de RNA) en el cerebro de ratón fue de MT-1 

_ (D.04)>MT-lll(0.028)>MT-ll(0.019) (Choudhuri y col. 1993). El ARNm de las 3 isoformas 

de MT en cerebro fue determinado por Choudhuri y col (1995) observando que la 

expresión mas elevada de las 3 isoformas se presento en el bulbo olfatorio; mientras que 

para el cerebelo la expresión más elevada fue para la MT-1 y -11 y la menos expresada fue 

la MT-111. No se encontraron diferencias significativas en la expresión de las e isoformas 

en corteza, caudado, hipocampo, talamo y ojo. La diferencia entre los niveles altos y bajos 

de expresión las 3 isoformas fue de 2 y 2.5 veces. (Choudhuri y col. 1995). Se reporto 

que existe una corelación entre el ARNm de la MT-111 y la presencia de altas 

concentraciones de zinc, tales como el hipocampo, corteza piriforme y amígdala (Palmitier 

1994; Masters y col. 1994). Hidalgo y col. (1994) y Aschner (1996), observaron que la MT-

1 se encuentra poco en la población neuronal del hipocampo y giro dentado; pero al 

mismo tiempo la MT-1 -11 que normalmente se asocia a células gliales, se encuentra 

también presente en las neuronas CA3 del hipocampo. In vivo las MT-1 y MT-11 son 

abundantes en astrocitos protoplásmicos y fibrosos pero ausentes en microglia y 

oligodendrocitos (Hidalgo, y col. 1994). Las formas MT-1 y MT-11 también se pueden 

encontrar en células ependimarias, aracnoides y células endoteliales de capilares 

cerebrales; en contraste la MT-111 se expresa predominantemente en las neuronas, 

especialmente aquellas que contienen altas cantidades de zinc en las vesículas sinápticas 

así como también es abundante en las células de plexos coroideos (Choudhuri y col, 

1994; Masters y col. 1994; Nishuimura y col, 1992). 

La cantidad de la metalotioneina en el cerebro puede aumentar por la acción de 

diferentes factores tales como la edad (Choudhuri y col. 1996), la dieta o el estrés ya que 

estos factores inducen la expresión de la MT, aunque un factor relevante en la 

concentración de la MT esta directamente asociada con los niveles de zinc citosólico 

(Gastull, y col. 1994). La concentración citosólica de zinc varia en las 'diferentes regiones 

cerebrales (hipocampo 7.58, corteza parietal 6.32, estriado 6.31, hipotalamo 4.78 y 

cerebelo 3.58 todos los valores expresados en µg zinc/g peso de tejido) y estos niveles 

de zinc se correlacionan con los niveles de MT encontrados en estas mismas regiones por 

lo que se postula un posible papel regulador del zinc para la expresión de la MT (Gastull y 
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col, 1994). Penkowa y col. (1999) analizaron la distribución de la metalotioneina en 

diferentes etapas de desarrollo del cerebro en las rata encontrando una correlación entre 

la cantidad de vesículas de zinc y la expresión de MT-1 y MT-11, cuando se comparo el 

patrón de desarrollo de las vesículas de zinc se observó que conforme avanza la edad 

postanatal cuando las fibras de proyección conteniendo zinc del cerebro medio fueron 

mas visibles, los astrocitos con imunorrectividad para MT-1, -11 fueron mas evidentes en 

los campos terminales de estas proyecciones. La misma situación se observo en la región 

CA3 del hipocampo donde hubo un aumento en el zinc similar al aumento de astrocitos 

.con MT-1, -11, lo mismo fue observado en n~ocorteza, cerebelo, fimbria y tallo cerebral 

(Hidalgo y col. 1994; Aschner, 1996). Por otro lado Hao y col. (1994) mostraron resultados 

similares pero en cerebro de rata adulta, observando que la MT-1 se encontraba en altas 

concentraciones en astrocitos en hipocampo, cerebelo, caudado putamen, núcleos 

talámicos paraventriculares. El zinc sirve como cofactor de alrededor de 300 enzimas que 

funcionan manteniendo la homeostasis celular (Vallee y Auld, 1990; Valle 1995). El zinc 

se une a residuos de cisteína e histidina en ciertas proteínas, confiriéndoles un complejo 

de estructura terciaria el cual tiene afinidad para pequeñas regiones del promotor del 

ADN, estas configuraciones son conocidas como dedos de zinc (Ebadi y col. 1995). Otra 

posibilidad para la regulación de la concentracione de metalotioneina en el cerebro son 

los glucocorticoides en el citoplasma. Los receptores tipo 1 y 11 para corticosteroides están 

asociados con un complejo multiproteínico (Heat Shock Proteins, HSP); este complejo 

mantiene libre a los receptores de corticosteroides y accesibles para un ligando. La unión 

de un ligando causa una disociación de receptores de las proteínas HSP seguida de una 

translocación de los receptores activos al núcleo; en el núcleo estos receptores unidos al 

corticosteroide se unen a los elementos responsivos de glucocorticoides del promotor del 

gen (Eberwine, 1999) de esta forma las hormonas inducen la transcripción de la 

metalotioneina (Beyersmann y Hatchenberg, 1997). Un esteroide probado como inductor 

de la metalotioneina es la dexametasona, y se reporto que cuando es administrado los 

niveles de metalotioneina en todas las regiones del cerebro se ven significativamente 

incrementados (Palmitier y col. 1992; Gasull y col. 1994). 

A la metalotioneina se le han asignado diferentes funciones: almacenamiento y 

distribución de iones metálicos tales como el cobre y el zinc; regulación de la biosíntesis y 

actividad de las metaloenzimas; citoprotección contra el daño producido por radicales 

libres; citoprotección contra el daño ocasionado por metales pesados; 
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compartamentalización del zinc, enzimas zinc-dependientes y factores de transcripción 

entre astrocitos y neuronas; detoxificación de los metales pesados del liquido 

cefalorraquídeo, del espacio extracelular por medio del epitelio coroideo, células 

ependimales y astrocitos y neuromodulación de la transmisión de glutamato y 

GABAérgica particularmente zinc-érgica y la expresión de MT-111 en neuronas. (Aschner, 

1996). 

Los radicales libres son frecuentemente producidos en el sistema nervioso central. En 

contra de ellos existen diferentes sistemas de defensa celular entre los cuales se incluyen 

una variedad de antioxidantes tales como: catalasa para el peróxido de hidrógeno, 

superóxido dismutasa para el superóxido, glutatión peroxidasa para el peroxido de 

hidrógeno y peroxilípidos y antioxidantes no específicos como: glutatión reducido, 

ceruloplasmina y transferrina (Sato y Bremner, 1993). Recientemente se ha incluido a la 

metalotioneina como un atrapador de radicales libres debido a su capacidad para 

mantener un grupo sulfhidrilo esencial, esto previene una formación intramolecular de 

disulfuro (Ebadi, y col.1996). Otros han sugerido que los residuos de cisteina de la 

metalotioneina sirven como sitios blanco para los radicales libres (Sato y Bremner, 1993; 

Lazo y col. 1995). 

Se sabe que la metalotioneina forma un grupo tiol de alta afinidad con muchos metales 

pesados, lo cual reduce la posibilidad de que estos metales puedan reaccionar con otras 

biomoléculas, este ciclo puede mantenerse con metales pesados en forma inactiva y no 

tóxica para la célula (por ejemplo el astrocito), protegiéndose a sí mismo y a las neuronas, 

de la citotoxicidad de los metales pesados (Aschner, 1997). Las metalotioneinas pueden 

servir como amortiguadores de metales o atenuar indirectamente su toxicidad y proteger a 

los grupos sulfhidrilos de los astrocitos vulnerables tales como los acarreadores de 

glutamato (Aschner, 1996). 

4.10 Histopatotogía y cadmio 

El primer estudio sobre las alteraciones morfológicas del cadmio en el sistema nervioso 

central fue realizado por Gabbiani y col. (1967), en donde después .de exponer a ratas 

albinas y conejos de diversas edades a intoxicación con cloruro de cadmio de 1mg/100g 

22 



de peso corporal y 2mg/100g respectivamente, se encontró en los adultos, hemorragias 

en cerebro y cerebelo, mientras que en los animales recién nacidos los cambios 

cerebrales y cerebelares fueron más intensos; hemorragias, núcleos picnóticos e 

hipercromáticos, fibras destruidas y células de neuroglia con núcleos picnóticos. En 

cerebelo, las células de Purkinje se observaron masivamente desintegradas, 

estableciendo que la encefalopatía producida por metales son más severas en niños que 

en adultos. Wong y Klaassen (1982) observaron lesiones en diferentes áreas del encéfalo 

(corteza parietal, cerebelo, cuerpo calloso y caudado-putamen) en ratas recién nacidas, 

mostrando áreas de necrosis, hemorragias, reacción de gliosis; los capilares cercanos a 

las áreas de necrosis se observaron con paredes intactas, pero por ellas hubo infiltración 

de macrófagos y linfocitos, sin embargo, los capilares de la corteza parietal distante a las 

áreas dañadas o del foco de gliosis en el caudado y en las meninges estaban normales. 

En ratas adultas no se observaron daños de ningún tipo; los cambios menores que se 

observaron en los capilares de las áreas de necrosis pueden ser secundarios al daño que 

causa la necrosis por sí misma. Previas y col.(1994) reportaron el caso de un niño que 

murió por una intoxicación aguda por cadmio; la autopsia mostró que había edema 

cerebral, y resultados obtenidos por espectofotometría de absorción atómica revelaron 

elevad.os niveles intracelulares de cadmio estos resultados sugirieron alteraciones en la 

barrera hematoencefálica del niño. 

No obstante el hecho de que la inducción de cambios morfológicos en el cerebro en 

animales adultos está restringido a altas dosis de cadmio, las concentraciones bajas 

ejercen efectos tóxicos a nivel celular. En otros órganos cultivos celulares de la línea 

LLC-PK1 (células epiteliales renales) expuestas a concentraciones micromolares de 

cadmio, mostraron que las uniones adherentes entre célula y célula se separan 15 min. 

después de exposición y a las 6 horas, la separación es total; el análisis ultraestructural 

mostró el desarreglo inicial en la unión adherente entre célula y célula coincidiendo con un 

decremento en la densidad de las placas asociadas con las uniones adherentes. Lo 

anterior evidencia la capacidad del cadmio para incrementar la permeabilidad (a iones) de 

varios epitelios y endotelios, asi como su capacidad de dañar estas uniones puede 

incrementar la permeabilidad del lecho vascular en una variedad de tejidos, lo que 

eventualmente lleva a un cambio necrótico secundario (Nolan y Shaikn, 1986; Niewenhuis 

y col. 1997). 
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Las mitocondrias son los órganelos celulares de forma oval en donde se lleva acabo la 

fosforilación oxidativa, el ciclo del ácido cítri70 y la oxidación de los ácidos grasos. Las 

mitocondrias poseen dos sistemas membranosos: una membrana externa y una interna. 

La membrana interna esta doblada originando una serie de pliegues denominados 

crestas; de aqui que existan dos compartimentos en la mitocondria: el espacio 

intermembranoso entre las membranas externa e interna y la matriz que esta limitada por 

la membrana interna. La membrana externa se compone aproximadamente de un 50% de 

lípidos, incluyendo colesterol y numerosas enzimas que participan en los procesos de 

oxidación. La membrana interna posee una proporción proteínica/lípidica muy alta 

(aproximadamente 4:1 por unidad de peso, lo cual corresponde a una molécula de 

proteína por cada 15 fosfolípidos), a pesar de sus diferencias a nivel de microscopía 

electrónica la estructura es semejante. Por sus características de composición de 

membranas, las mitocondrias pueden ser susceptibles al daño por radicales libres ya que 

su alto contenido de lípidos lo hace un blanco para la peroxidación de lípidos (Halliwell y 

Gatteridge, 1985). En el nervio óptico periférico tratado con cadmio se observaron 

alteraciones ultraestructurales en las mitocondrias que presentaron vacuolización y 

destrucción de las crestas mitocondriales; en muchos axones los microtúbulos del 

citoesqueleto fueron destruidos mientras que la mielina presentó sólo vacuolización de 

manera ocasional, asociada a una alteración en la velocidad de la conducción nerviosa en 

el nervio óptico. (Fern, y col. 1996). Similares resultados con mitocondrias alteradas y 

vacuoladas en neuronas de ganglio espinal de ratas expuestas a acetona fueron 

observados por Chang (1993). 
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5.HIPÓTESIS 

Si el cadmio es capaz de inducir cambios morfológicos cerebrales en asociación con los 

incrementos en la peroxidación de lípidos, entonces estos cambios pueden ser revertidos 

por un efecto protector de la metalotioneina cuando es inducida exógenamente por la 

dexametasona. 

6. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto toxico del cadmio en el encéfalo de ratas en desarrollo y evaluar el 

posible efecto protector de la metalotioneina cuando es inducida por la dexametasona. 

6. 1 Objetivos particulares 

Determinar las concentraciones de cadmio en sangre y regiones encefálicas de 

ratas en desarrollo que fueron expuestas a Cd. 

Evaluar las alteraciones morfológicas y ultraestructurales en corteza parietal, 

estriado, hipocampo y cerebelo de ratas que fueron expuestas a Cd. 

Localización y expresión de la MT en corteza parietal, estriado, hipocampo y 

cerebelo mediante inmunohistoquimica 

Cuantificar la concentración MT en las diferentes regiones del encéfalo de ratas 

expuestas a Cd y Dx por espectofotometria de absorción atómica .. 

Determinar los niveles de peroxidación de lípidos en regiones cerebrales de ratas 

expuestas a Cd y Dx . 
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7. MATERIALES Y METODOS. 

7. 1 Animales. 

Se utilizaron ratas Wistar machos y hembras de 13 días de edad (a esta edad las 

hormonas no juegan papel determinante para las respuesta de los animales a los 

tratamientos experimentales), de la cepa del Bioterio del Instituto Nacional de Neurología 

y Neurocirugía Manuel Velasco Súarez. Las ratas se dejaron lactar ad libitum y se 

mantuvieron en cajas de polipropileno con una temperatura aproximada de 22ºC, ciclos 

de luz-obscuridad de 12h y una humedad ambiental relativa de 40%. 

Las ratas Wistar preñadas se mantuvieron en cajas individuales y fueron alimentadas 

con Purina Chow y agua ad /ibitum. Las ratas se evaluaron a diario para determinar el 

día del parto. El dia de nacimiento de las ratas fue definido como el día uno postnatal. Un 

día después del nacimiento el número de crías se redujo a 8 sin importar el sexo, 

eliminándose el exceso de ratas al azar. Las crías que fueron seleccionadas se quedaron 

con sus madres durante todo el experimento. Cuando las crías cumplieron los 13 días de 

edad se iniciaron los tratamientos. 

A partir de una camada se obtuvo un bloque experimental constituido por 8 animales a los 

que se les administró al azar uno de los tratamientos. Este procedimiento se repitió de 8 a 

12 veces. 

7.2 Tratamientos experimenta/es. 

A las ratas se les administro intraperitonealmente (i.p.) con los siguientes compuestos: 

Grupo Control.- Sólo solución salina al 0.9% 

Grupo Cd.- Cd1mg/kg/día +solución salina al 0.9% 

Grupo Dx.- Dx 2mg/kg/día +solución salina al 0.9% 

Grupo Cd+Dx.- Cd 1mg/kg/día + Dx 2mg/kg/día al 0.9% 
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Las ratas se pesaron diariamente y luego de recibir el tratamiento se regresaron con sus 

madres. Al quinto y décimo quinto día de tratamiento las ratas fueron sacrificadas para 

obtener el cerebro o la sangre para los diferentes análisis y procedimientos {fig.6). 

Sol.Salina + 
Sol salina 

Ratas Wistar 
13 días de edad 

Sol. Salina+ 
Cd 1mg/kg 

Sol. Salina+ 
Dx2mg/kg 

Inyección durante 5 días 
Sacrificar a 18 y 28 días edad 

Análisis microscópico 
Análisis ultraestructural 

Espectofotometría Absorción Atómica 
Peroxidacón de lípidos 

Fig.6.- Esquema del diseño experimental 

Cd 1mg/kg + 
Dx2mg/kg 
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7.3 Determinación de Cd en Sangre 

Las muestras de sangre se obtubieron por punción cardíaca directa bajo anestesia con 

cloroformo y para determinar Cd en sangre se procedió de acuerdo a la técnica descrita 

por Peterson y col. (1991). Se colocaron 2 tubos (ya que la medición se hizó por 

duplicado) para cada muestra de sangre. A cada tubo se adicionó 1 mi de ácido nítrico 

0.8N, esto con el fin de precipitar las proteínas de la sangre. En los tubos etiquetados se 

transfirió 1ml de sangre adicionada con ácido, se agíto bien y se centrífugo durante 10 

minutos a 15,000 rpm en una ultracentrífuga refrigerada Beckman Modelo J-21C. El 

sobrenadante se guardo en un vial etiquetado y en refrigeración para su posterior 

medición. Se tomó del sobrenadante 100µ1 y se diluyeron con 400µ1 una solución de 

modificador de matriz (solución de tritón , fosfato dibásico de amonio y ácido nitrico) , y la 

mezcla se colocó en el automuestreador del espectofotómetro de absorción atómica con 

horno de gráfito Perkin-Elmer 311 O, con las siguientes condiciones: longitud de onda 

228.8; temperatura de secado 100ºC, temperatura de carbonización 400ºC y temperatura 

de atomización 2,500ºC. 

Estas condiciones se establecieron previamente utilizando un estandar de Cd (estandar 

de referencia de Cd N° 3108, obtenido del National Bureau of Standard, Gaithesburg, MD) 

para obtener las condiciones optimas de las lecturas. La concentración de Cd se 

determinó interpolando en una curva de calibración construida con un estandard de Cd, 

cuya concentración es de 1 Omg/ml. Se tomaron 5ml de la muestra y se disolvieron con 

100 mi de una solución de modificador de matriz, hasta obtener una concentración de 50 

ppm de Cd (50mg/ml), a partir de la cual se prepararon soluciones con concentraciones 

de 5ppb (5mg/L), 2.5 ppb . 1.25 ppb y 0.625 ppb por dilución con la misma solución 

modificadora. Los resultados se expresaron como mg Cd/dl (ppb). 

7.4 Determinación de Cd en regiones cerebrales. 

Las ratas se sacrificaron por decapitación, se obtuvo el encéfalo y se realizó la disección 

de las regiones cerebrales (corteza parietal, estriado, hipocampo y cerebelo) según 

Glowniski e !versen (1966). 
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Se l:¡iguió la técnica descrita por Christian (1969) y modificada por Eller (1977).Primero 

se pesaron los tubos vacíos, y después se volvieron a pesar con el tejido para obtener el 

peso del tejido total; se agregó al tejido 1 mi de ácido nítrico Suprapur. Una vez digeridas 

las muestras, se tomaron alícuotas de 100µ1 y se diluyeron 1 :50 con modificador. Las 

muestras y los estandares fueron colocados en el automuestreador d~I espectofotómetro 

de absorción atómica con horno de gráfito Perkin-Elmer 3110, con las mismas 

condiciones utilizadas para la detrminación de cadmio en sangre. Los resultados se 

expresaron en ng Cd/g de tejido húmedo. 

7.5 Análisis por microscopia óptica. 

Las ratas (25-30 g de peso) se anestesiaron con hidrato de cloral al una concentración 

de 0.124mg/kg por vía i.p. y se perfundieron por vía intracardíaca con 250ml de solución 

salina a 4ºC seguida de 400ml de solución de formol al 10% también a 4ºC con una 

presión de perfusión de 13.69 KPa. Los cerebros disectados, se fijaron en formol al 10% 

por 15 días. Las muestras de tejido se deshidrataron en alcoholes 60%, 70%, 80%, 96%, 

absoluto, absoluto-xilol, xilol cada uno de una hora y finalmente se infiltraron en parafina 2 

veces 1 hora posteriormente se incluyeron en bloques de parafina. El tiempo total del 

proceso fue de 9 horas. Ya obtenidos los bloques se hicieron cortes de 5µm de grosor con 

el micrótomo; estos cortes fueron adheridos a portaobjetos y después rehidratados para 

su posterior tinción con la técnica de hematoxilina-eosina (Heffes C, y Mullick F, 1992). 

También se realizaron las impregnaciones argénticas de Río-Hortega y la variante para 

fibras nerviosas de Barroso-Moguel (Estrada y col 1982). Los cortes fueron analizados y 

fotografiados con un fotomicroscopio Carl Zeiss FOMI 11. 

7.6 Análisis lnmunohistoquimico 

Para el análisis inmunohistoquímico se llevo a cabo el mismo procedimiento de sacrificio 

disección, fijación y deshidratación que para el apartado de estudio histopatológico 

(sección. 7.5). Los bloques de parafina se cortaron a 5µ de grosor y fueron adheridos al 

portaopbjetos previamente preparados con silano (que es un adhesivo para evitar 

desprendimiento de cortes) Las secciones de tejido se desparafinaron en xilol y se 

rehidrataron en alcohol absoluto, 96%, 80%, 70%, 60%, 40% y agua destilada eada 
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cadmbio fue de 3 minutos. Las peroxidasas endógenas fueron bloqueadas con peróxido 

de hidrógeno al 3% por 30 minutos a temperatura ambiente. Se aplicó el anticuerpo 

monoclonal contra Metalotioneína (MT-1 y MT-11) de DAKO, durante 24 hrs, en cámara 

húmeda a temperatura ambiente, se adicionó el anticuerpo conjugado biotinilado por 20 

minutos seguido del complejo estreptavidina conjugada con peroxidasa por 20 minutos a 

temperatura ambiente. Después de cada incubación las muestras fueron lavadas con PBS 

pH 7.6. Finalmente las inmunoreacciones se revelaron con di-amino-bencidina (DAB) por 

5 minutos, lavadas y contrateñidas con hematoxilina-carbonato de litio. Las laminillas 

fueron analizados y fotografiadas con un fotomicroscopio Carl Zeiss FOMI 11. 

7. 7 Análisis por microscopia electrónica. 

Las ratas fueron anestesiadas con hidrato de cloral al una concentración de 0.124mg/kg 

por vía i.p. y prefundidas por vía intracardíaca con 250 mi de solución salina seguido 

300ml de una solución fijadora (amortiguador de cacodilatos 3M, paraformaldehído 8% y 

glutaraldehído al 2.5%). Se realizó la disección de las regiones, los fragmentos fueron 

colocados en glutaraldehído 2.5% por 2 hrs. Se cambiaron a una solución amortiguadora 

de cacodilatos y se hicieron 2 lavados de 10 minutos cada uno y a temperatura ambiente. 

Los tejidos fueron postfijados en tetraoxido de osmio al 1 % durante1 :30 hrs. y se lavaron 

2 veces en amortiguador de cacodilatos durante 1 O minutos cada cambio. Se prosiguió 

con la deshidratación con solución de alcoholes porcentuales a las siguientes 

concentraciones: 70%, 80%, 90% y 100% de 1 O minutos cada uno, seguido de 2 cambios 

de 15 minutos con Oxido de propileno. Los tejidos fueron preincluidos con óxido de 

propileno-EPON 1 :1 por 24 hrs, para ser finalmente incluidos en Epon puro y 

polimerizados a 60ºC por 1 Bhrs (Heffes C, y Mullick F, 1992). 

Los cortes de los bloques fueron realizados en un ultramicrotomo Reicher-Jung Om U3 

con cuchilla de vidrio. Los cortes semifinos de 1 µ de grosor fueron teñidos con azul de 

toluidina para seleccionar el área a estudiar. Se realizaron los cortes finos que fueron 

adheridos a rejillas de cobre y contrastados con Acetato de Uranilo alcoholico al 3% pH 

4.5 por 15 minutos, lavados con agua destilada y Citrato de Plomo pH 9 por 10 minutos 

(Heffess C, y Mullick F, 1992). Los cortes fueron analizados con un Microscopio 

Electrónico Zeiss EM-10. Se estudiaron las 4 regiones obtenidas (corteza parietal, 
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estriado, hipocampo y cerebelo). Observamos principalmente mitocondrias cerca del 

núcleo y el la región sináptica de las neuronas , fueron elegidos 1 O campos al azar de 

cada rata por cada tratamiento. 

7.8 Determinación de metalotioneina 

Para determinar esta proteína se siguió la técnica de saturación con Ag, descrita 

inicialmente por Scheuhammer y Cherian (1986) con modificaciones mínimas. Este 

método hace uso de la afinidad de la MT por la Ag y de que esta proteína es 

termoestable, de tal manera que la cantidad de Ag soluble después de hervir una 

suspensión proteica enriquecida con este elemento, permite calcular la concentración de 

MT presente en el tejido. 

Las ratas se sacrificaron por decapitación y se realizó la disección de la regiones 

cerebrales como se describe en la sección 4.4 .El tejido se peso y homogenizó en 300µ1 

de una mezcla (1.5: 1 v/v) de buffer de fosfatos, 0.05 M y NaCI, 0.375 M. Al homogenado 

se le agregaron 400µ1 de solución amortiguadora de glicina, 0.5M y 250 µI del estandar de 

Ag, se mezclaron suavemente, dejándose reposar a temperatura ambiente durante 5 min, 

luego se le agregaron 100µ1 de hemolizado (su preparación se menciona en el siguiente 

parrafo), la mezcla se hirvió durante 2 minutos, se centrífugo a 10,000 rpm por 5 min., se 

tomo el sobrenadante, al que se le agregaron de nuevo 100µ1 del hemolizado, y la mezcla 

se hirvió nuevamente por un período de tiempo semejante, luego se centrífugo , se tomó 

el sobrenadante y se repitió el procedimiento una vez más. El sobrenadante final se 

resuspendio en HN03 al 3% en una proporción de 1:10 v/v y se determinó el total de Ag 

por espectofotometría de absorción atómica , el cual es proporcional a la cantidad de MT, 

las lecturas se hicieron bajo las siguientes condiciones: longitud de onda 328. 1 nm; 

temperatura de secado 85ºC; temperatura de carbonización 850ºC; temperatura de 

atomización 2,400ºC. Estas condiciones se establecieron previamente utilizando un 

estandar acuoso de Ag (Mallinckmdt Speciality Chemicals, Co, Paris, KY) para obtener las 

condiciones óptimas de lectura. La concentración se determinó por una curva acuosa 

construida con un estándar de Ag cuya concentración es 20 ppm, a partir del cual se 

preparan soluciones con concentraciones de 0.25, 0.125, 0.0625 y 0.03125 ppm. Los 

resultados se expresaron en mg MT/g húmedo de tejido. 
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Para la preparación del hemolizado: una vez obtenida la sangre de las ratas, se midió el 

volumen y por cada 10 mi se le agregaron 20ml de KCI; 1.15%, se agitó y se centrífugo a 

3,000 rpm por 5 min. el sedimento se resuspendió en 20ml de KCI, se agitó nuevamente y 

se centrífugo a 3,000 rpm por 5 min, se repitio este paso una vez más. Finalmente la 

pastilla se resu~pendió en 30 mi de bufer de TRIS 30mM, se dejo reposar durante 10 min, 

después se centrífugo a 10,000 rpm por 10 min. y el sobrenadante (hemolizado) se 

congelo a -70ºC. 

7.9 Determinación de perox/dación de lípidos. 

Se siguió la técnica descrita por Triggs y Willmore (1984), esta técnica se basa en la 

determinación de productos lípidicos de peroxidación que generan fluorescencia. Se 

sacrificaron a las ratas por decapitación y se disecaron las regiones cerebrales como se 

indica en el segmento 4.4 . El tejido se homogenizo en 3 mi de solución salina al 9% y a 

4ºC, se tomaron alícuotas de 1ml por duplicado (una alícuota de 1ml se guardo en 

congelación para la determinación de proteínas) y se les agregaron 4ml de una mezcla de 

cloroformo-metano!. Después de ser agitada durante 5 seg, la mezcla fue refrigerada por 

30 min, protegidas de la luz, para permitir la separación de fases. La fase acuosa (fase 

superior) se aspiró con una bomba de vació y se descartó; de la parte inferior se tomaron 

900 µI y se les agregaron 100 µI de metano!. La fluorescencia se determinó en esta fase 

usando un Espectrofotómetro de Luminiscencia Perkin Elmer LS 508, a longitudes de 

onda de 370 nm de excitación y 430nm de emisión. La sensibilidad del espectofotómetro 

fue calibrado a 140 unidades de fluorescencia con la solución estándar de quinina 

(O. 1 µg/ml de H2S04 0.5M). Para expresar los niveles de peroxidación/ µg cJe proteína se 

hizo la determinación de proteínas por medio del método de Lowry (1951). 

7.10 Determinación de Proteínas. 

Para la determinación de proteínas, se descongelo la alícuota (que se había guardado 

en el primer paso de la determinación de peroxidación de lipidos). De esta alícuota se 

tomaron 50µ1 y se le agregaron 950µ1 de agua desionizada. De esta dilución se tomó una 

alícuota de 400µ1 y se agregaron 2ml de NaOH 0.1 N más 0.5 mi de tartrato de Sodio y 

potasio al 2% más 0.5ml de CuS04 al 1 %. Todo esto se agitó por 5 seg y se dejo reposar 
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durante 10 min. A cada tubo se le agregaron 200µ1 del reactivo Folin-Fenol diluido 

previamente en agua en una porción de 1: 1. Se agitó por 5 seg y se dejó reposar por 

30min. La absorbancia del cromógeno azul se midió en el Espectofotómetro de 

Ultravioleta Visible Perkin-Elmer Lambda a una longitud de onda a 550nm. Para obtener 

la concentración de proteínas se interpolan los valores de una curva estándar construida 

por concentraciones de albúmina conocida. Las unidades son expresadas en nmoles de 

proteina/g de tejido. Todo se realizó por duplicado. 

7.11 Análisis estadístico 

Todos los datos generados fueron analizados estadísticamente empleando un análisis 

de varianza de bloques seguido de una prueba de Tukey. 
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8. RESULTADOS 

B.1 Concennclón de Cd en .. n11re 

La concentración de Cd encoc1trada en sangre se inaementó en los grupos tratados 

con Cd y Cd+Dx a los dos tiempos en que fueron sacrificados loa animales (fig. 7). El 

incremento en el grupo tratado con Cd fue de 43 y 23.4 veces a los .18 y 28 dlas 

respectivamente. Asl mismo el incremento de Cd en los grupos tratados con Cd+Dx fue 

de 25.3 y 21.5 veces a los 18 y 28 dlas. 

30 
a,b 

i 25 
:::::L ,, 
u 20 •Control CD ,, 

•Cd e: 15 a,b a,b -o 
ü DDx 
I!! 10 DCd+Dx -e 
CD 
u e: 5 o u 

o 
18 días 28 días 

Fig.7.- Concentraciones de Cd en sangre a los 18 y 28 dlas de edad en los diferentes grupos de 
tratamiento. Cadmio (Cd 1 mg/kgldia) Dexametasona (Dx 2mglkgldla). a diferente vs control; b 
diferente va Dx p<0.01. Prueba de Tukey. 
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8.2 Concentntclón de Cd en ntglones t::etflbl8les 

En las regiones cerebrales tambi6n se encontraron incntmentos en el contenido de Cd 

a las dos edades estudiadas en los grupos tratados con Cd y Cd+Dx. El contenido de 

Cd en corteza parietal a los 18 dias de edad en el grupo tratado solo con Cd, se 

Incrementó 58.3 veces, en estriado 9.4 veces, 18.3 en hipocampo y 11.4 veces en 

cerebelo (fig.8), mientras que a loa 28 diaa de edad los incrementos fueron de 6.6 en 

corteza , 5.8 en estriado, 22.3 en hipocampo y 11.3 en cerebelo veces respectivamente 

(Fig.9). En el grupo tratado con Cd+Dx , el incremento en el contenido de Cd en corteza 

parietal tue de 58.3 veces, estriado 6.3, hipocampo 11.5 y cerebelo 13.6 veces (fig.8) 

a los 18 días de edad; mientras que a loa 28 días de edad en las mismas regiones el 

incremento fue de 18.4 veces. 8.2, 13 y 11. 7 veces (fig.9) con ntapec:to al grupo control. 

Tanto a los 18 como a loa 28 diae de edad la concentnlción mas alta del metal fUe 

encontrada en el hipocampo seguida del estriado, corteza y cerebelo; estos resultados 

fUeron diferentes estadlsticamente con una p< 0.01. 

Cx Ea Hp. Ce 

acamai 
•Cd 
DDx 
DCd+Dx 

Fig.8.- Concentraciones de Cd en regiones encefálicas a los 18 días de edad. cadmio (Cd 
1 mg/kg/día) Dexametasona (Dx 2mg/kgfdia). a diferente vs control; b diferente vs Dx p<0.01. 
Prueba de Tukey. 
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Fig.9.- ConcentraciOneS de Cd en regiones encefélicas a loa 28 dlas de edad. cadmio (Cd 
1 mg/kg/dla) Dexametasona (Dx 2mglkg(dla). a diferente vs control; b diferente vs Dx p<0.01. 
Prueba de Tukey. 

La peroxidación de llpidos también se vio inaementada en las ratas tratadas con Cd y 

Cd+Dx. La pemxídación de lipidos. ae incremento a loa 18 dias en el grupo tratado con 

Cd en corteza parietal 2.7, estriadÓ 2.4 y cerebelo 1.5 veces de fonna significativa con 

respecto al control, mientras que en el hipocampo el aumento fue de 1.3 veces sin tener 

significancia estadfstica (fig.10). La peroxídación de llpidos en corteza parietal fue 1.7 

incrementada con respecto al grupo tratado solo con Ox. 

El grupo de ratas tratado con Dx tambi6n mostró un incremento en la peroxidación en 

las mismas regiones que el grupo anterior: corteza parietal 1.9, estriado 1.6 y cerebelo 

1.3 veces con respecto al grupo control; el hipocampo se mantuvo sin diferencias 

(fig.10) asf mismo tambi6n estriado fue diferente con respecto al grupo tratado solo con 

Cd. El grupo tratado con Cd+Dx siguió la misma tendencia de incrementar la 

lipoperoxidación en las misma regiones: corteza 1.7, estriado 1.6 y cerebelo 1.4 veces; 
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Flg. 10.- Peroxidación de lfpidos en regiones cerebrales a los 18 días de edad; a diferente vs. 
control p< 0.05; b diferente vs Cd p< 0.05 ; e diferente vs Cd+Dx p< 0.05. Prueba de Tukey. 

mientras que el hipocampo 1.1 veces no mostró ningún incremento significativo, estos 

incrementos fueron con ~ al control, en este mismo grupo también estriado y 

corteza fueron diferentes con respecto al grupo tratado solo con Cd (fig.10). 

A los 28 dias de edad en la pemxidación de llpidoa no se observaron cambios 

marcados. En el grupo tratado con Cd la peroxidación de lipidos se incrementó 1.5 

veces en el estriado, corteza parietal, C8f9belo e hipocampo no mostraron cambios en 

este mismo grupo (fig.11). En estliado y corteza el grupo tratado con Dx mostró un 

tendencia a disminuir los niveles de peroxidación con respecto al control; no aal en 

cerebelo e hipocampo (fig.11) que se mantuvieron sin diferencia con respecto al control. 

Por último el grupo tratado con Cd+Dx mostró una tendencia muy similar en las cuatro 

regiones estudiadas, con respecto al control no se mostraron cambios significativos. La 
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única diferencia en este grupo se vio con respecto el grupo tratado con Cd solo en et 

estriado en donde la diferencia fue de 0.72 veces menos que en ese grupo (fig.11 ). 
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Fig. 11.- Peroxidación de lfpldos en regiones cerebrales a los 28 dfas de edad, a diferente vs 
control: b diferente vs.Dx; e difanlnte vs Cd+Ox ; • difeleute vs loe 3 grupos con una p< 0.05. 
Prueba de Tukey 

Las concentraciones de metalotioneina se incnHnentaron en los grupos tratados con 

Dx y Cd+Dx en las diferentes regiones. A los 18 dias de edad, en el grupo tratado soto 
con Cd el incremento no fue significativo en ninguna reglón (fig.12) con respecto al 

control. Mientras que en el grupo tratadO con Dx los niveles de metalotioneina se 

elevaron de manera significativa: en corteza 2.1, estriado 3.8, hipocampo 1.9 y en 

cerebelo 6.8 veces con respecto al grupo control, asi mismo en el grupo tratado con 

Cd+Dx los niveles de metalotioneina tambi6n se incrementaron en corteza 2.49, en 

estriado 4.15, en hipocampo 2.19 y en cerebelo 9.5 veces siendo el hipocampo la región 

que presento los niveles mas altos de protelna seguido de corteza estriado y cerebelo 

(fig.12) en ambos grupos. 
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A los 28 días de edad el incremento en los niveles de metalotioneina con respecto al 

grupo control en las 4 regiones centbralH fuen>n los siguientes; en el grupo tratado con 

Cd en corteza 0.8, estriado 0.5, hipocampo 0.9 y cerebelo 1.5 veces (flg.13). En el 

grupo tratado solo con Ox la corteza aumento 1.9, estriado 4.1, hipocampo 3.6 y en 

cerebelo 4.2 veces, siendo todas ... ntgione8 estadísticamente diferentes con respecto 
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Fig. 12.- Niveles de metalotioneina en regiones cerebrales a los 18 dfas de edad; a diferente vs 
control; b diferente vs Cd p<0.01. 

al control. El último grupo, el tratado con Cd+Dx tambi6n mostró niveles elevados de 

metalotioneina que fueron significativos para las 4 regiones con respecto al control 

(fig.13). En donde no hubo diferancias significativas fue en los grupos batados solo con 

Dx y el grupo tratado con Cd+Dx excepto en estriado en donde el incremento fue de 1.1 

veces con respecto al grupo tratado con Dx. Los valorea de metalotioneina en las dos 

edades cuantifieadas presentan la misma tendencia aunque es mas evidente a los 18 

dias de edad. 
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Fig.-13.- Niveles de metalotioneina en regiones cerebrales a los 28 días de edad; a diferente va 
control; b diferente vs Cd p< 0.05. 

8.5 lnmunohlstoqulmica de la metalotloneln• en reglones cerebrales 

El estudio inmunohistoquimico con el anticuerpo contra Metalotioneina 1-11 nos permitió 

observar la distribución de la proteina en las difefentes regiones estucfl&das a los 18 

dias de edad. En la figura 14, observamos la corteza parietal con los cuatro 

tratamientos; en el control (fig. 14A), no se obseNa la inmunoreactividad del anticuerpo 

en ninguna célula de esta área, en el grupo tratado sólo con Cd (fig.148) se muestra el 

marcaje del anticuerpo (en tono café) en las ~ de gia entre las neuronas, en el 

grupo solo con Dx (fig.14C) ae observa marcaje similar al grupc1 anterior, el marcaje del 

anticuerpo en les células de glia entre las neuronas es con mayor fuerza. En el grupo 

tratado con Cd+Dx (fig.140) se observa fuerte marcaje del anticuerpo (color café) en 

las células de glia, asi como también se pueden apreciar parte de las prolongaciones 

de las células, y también reaoci6n del anticuerpo muy cerca de la aracnoides. 
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Fig.· 14 lnmunolocalización de la MT en corteza parietal (A,B,C.D) y estriado (E,F,G,H) a los 16 días de edad. Rata 
control (A.E), Cd (B,F), Dx (C,G) y Cd+Dx (D.H). La mayor inmunoreactividad se observó en las células gliales (~) 
(A,B,C,E,F,G). Las células gliales de las ratas tratadas con Cd+Dx fueron las más inmunoreactivas(D,H). Barra= 50µm. 
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En la misma figura 14, se observa también el estriado en los 4 grupos; el estriado del 

grupo control (fig.14E) muestra muy poca reactividad al anticuerpo, solo algunas células 

gliales con ligera marca, no así en la misma región del animal tratado con Cd en donde 

el marcaje del anticuerpo es mas evidente sobre todo en el neuropilo y algunas células 

de glia_ inmunoreactivas (fig.14F). En el grupo tratado con Dx (fig.14G) la 

inmunoreactividad fue mas intensa en las células de la glia y cerca de los vasos 

capilares. En el grupo tratado con Cd+Dx (fig.14H) la reactividad con el anticuerpo fue 

mas evidente en las células gliales en el neuropilo y entre las fibras. 

En la figura 15 se presenta al hipocampo de los animales bajo los 4 distintos 

tratamientos y a los 18 días de edad. El hipocampo del grupo control (fig.15 A) muestra 

ligera marca del anticuerpo pero bien definida, en las células gliales que están entre las 

células piramidales del hipocampo en la capa CA2. En el grupo tratado con Cd (fig.15 B) 

y Dx (fig.15C) se observa la marca del anticuerpo en las células gliales que están entre 

las células piramidales del hipocampo. En el hipocampo del grupo tratado con Cd+Dx 

(fig.150) se observa mucho mas fuerte la marca del anticuerpo de las células gliales, 

entre las células piramidales de la capa CA2, también en algunas de ellas se alcanzan a 

ver las prolongaciones de las células en un tono color café, típico del cromógeno 

evidenciando la reactividad del anticuerpo. 

Por ultimo en la misma figura 15, se muestra al cerebelo en los 4 grupos 

experimentales en donde se muestra el marcaje del anticuerpo contra metalotioneina a 

los 18 días de edad. En la figura 15E tenemos al cerebelo control, en donde no se 

observa marca del anticuerpo. En el cerebelo tratado con Cd (fig. 15F) se visualiza que 

la marca del anticuerpo se encuentra en el neuropilo de la capa molecular así como en 

las células gliales muy cercanas a las células de Purkijne. En el grupo tratado con Dx 

(fig. 15G) el marcaje fue más intenso y se ve claramente que este se encuentra en todo 

el neuropilo de la capa molecular, en las células gliales adjuntas a las células de 

Purkinje y una muy ligera marca en algunas células de la capa granulosa. En el cuarto 

grupo el tratado con Cd+Dx (fig.15H) la marca del anticuerpo tiene la misma intensidad 

que la observada en el grupo tratado con Dx pero ahora también se encuentra en 

muchas células de la capa granulosa. De manera evidente se observo que en ninguno 

de los 4 grupos tratados hubo inmunoreactividad para la metalotioneina en células de 

Purkinje. 
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Fig.-15 lnmunolocalización de la MT en hipocampo (A,B,C,D) y cerebelo (E,F,G,H) a los 16 días de edad. Rata control 
(A,E). Cd (8,F), Dx (C.G) y Cd+Dx (D,H). Las células gliales que están entre las células piramidales del hipocampo 
presentaron mayor inmunoreactividad (.ti.) (B,C,D). En las células gliales y'neuropilo de la capa granular del cerebelo se 
observa una marcada inmunoreactividad (.ti.) (F,G,H). Nótese que ninguna neurona de Purkinje fue inmunoreactiva. 
Barra= 25µm. 



8.6 Análisis de las lesiones por microscopia óptica 

En general, el análisis microscópico mostró Ja existencia de destrucción celular en las 

regiones cerebrales de las ratas tratadas con Cd y que estas alteraciones se ven 

disminuidas en las ratas tratadas con Cd+bx. Para hacer este análisis se utilizaron dos · 

técnicas de tinción: Ja tinción de rutina de Hematoxilina-Eosina y Ja Doble impregnación 

de plata de Río-Hortega modificada para parafina, de esta manera se reforzaron Jos 

resultados de rutina con una técnica especial para el sistema nervioso. A Jos 18 días de 

edad en las figuras 16A y 17A, Ja corteza parietal mostró apariencia normal, no hay 

células dañadas y el neuropilo se observa sin alteración. En Ja corteza del grupo tratado 

con Cd (figs.168 y 178) se observaron numerosas células hipercromaticas con necrosis 

y un ligero edema intersticial. En Ja corteza de las ratas tratadas solo con Dx (figs. 16C 

y 17C) se observaron células picnóticas con edema intersticial. En el grupo tratado con 

Cd+Dx (figs. 160 y 170) se observa el tejido casi con apariencia normal, algunas 

células hipercromaticas y ligero edema intersticial. A Jos 28 días de edad en las figuras 

16 y 17 se observa Ja corteza parietal con aspecto normal, numerosas neuronas con 

núcleos y nucléolos bien definidos y un neuropilo compacto (figs. 16E y 17E). En el 

grupo tratado con Cd (figs.16F y 17F) se observan células con picnosis, el tejido de Ja 

corteza con zonas de necrosis y severo edema intersticial en el neuropilo. En Ja corteza 

de las ratas tratadas con Dx (figs.16G y 17G) se observa el tejido con apariencia normal 

tanto en las neuronas bien definidas como en el neuropilo compacto. En las mismas 

figuras 16 y 17 el grupo tratado con Cd+Dx (figs.16H y 17H) mostraron pocas células 

hipercromaticas con un neuropilo normal así como Ja mayoría de las neuronas que 

mostraron un núcleo y nucléolos bien definidos. 

En las figuras 18 y 19, se observa el estriado a Jos 18 días de edad, en el grupo 

control (figs.1 BA y 19A) se muestra el tejido completamente normal con numerosas 

células gliales mezcladas con neuronas bien definidas con núcleos y nucleolos y haces 

de fibras entre estas células. Las ratas tratadas con Cd (figs.188 y 198) mostraron 

algunas células con retracción somática y ligero edema entre las fibras, así como Ja 

presencia de numerosos vasos con presencia aparente de trombos. Tanto las ratas 
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Fig.- 16 Fotomicrografias de corteza parietal a los 18 (A,B,C,D) y los 28 (E,F,G,H) días de edad. Rata Control (A.E), Cd 
(B,F) ; Dx (C,G) y Cd+Dx (D,H). Las ratas control mostraron tejido con aspecto normal (A,E). En B y F se observaron 
células picnoticas ( T).edema intersticial e inicio de necrosis. En C "y G se observó ligero edema intersticial y células 
hipercromaticas. En D y H se observaron células hipercromaticas con edema intersticial principalmente a los 1 B días 
(D.H). Tinción de H-E. Barra~ 25µm 





Fig.-18 Fotomicrografias de estriado a los 18 (A,B,C,D) y los 28 (E,F,G,H) días de edad. Rata Control (A.E), Cd (B,F); Dx 
(C,G) y Cd+Dx (D,H). Aspecto normal de neuronas y fibras nerviosas (A,E). El estriado presento células hipercromaticas 
("), edema intersticial en el neuropilo (A) y entre las fibras (B,F). En C,G y H se observó el tejido con ligero edema 
intersticial (C,D,G,H) Tinción H-E. Barra= 50 µm. 





tratadas con Ox sola (figs.18C y 19C) como las tratadas con Cd+Dx (figs.180 y 190) 

mostraron una aparencia semejante con solo pocas células hipercromaticas y fibras 

nerviosas normales, pero no se observo edema intersticial. A los 28 días de edad, 

figuras 18 y 19, las ratas del grupo control (figs.18E y 19E) mostraron tejido con 

estructura normal, numerosas neuronas y células gliales con núcleo y nucléolo bien 

definidos y fibras nerviosas entremezcladas. El estriado de las ratas en el grupo tratado 

con Cd (figs. 1 BF y 19F) se observó con aspecto casi normal sólo con algunas células 

hipercromaticas y la presencia de algunos trombos aparentes. En los grupos tratados 

con Ox figuras 18G y 19G y el grupo tratado con Cd+Dx figuras 18H y 19H, se observa 

el tejido con aspecto casi normal, con escasas células hipercromaticas así como un 

ligero edema intersticial. 

En el hipocampo, el grupo que presentó las alteraciones rnas evidentes fue el tratado 

con Cd tanto a los 18 como a los 28 días de edad. En las figuras 20 y 21 , observamos 

el hipocampo a los 18 días de edad en donde los grupos control (figs. 20A y 21A), solo 

Ox (figs.20C y 21C) y Cd+Ox (figs.200 y 21 D) muestran el tejido con apariencia normal, 

las células piramidales orientadas en empalizada con citoplasma núcleo y nucléolo bien 

definido así como un neuropilo bien conservado. Mientras en el grupo tratado con Cd 

(figs.208 y 21 B) se observan escasas células hipercromaticas pero el neuropilo bien 

conservado. A los 28 días de edad los grupos control (figs.20E y 21 E), solo con Dx (figs. 

20G y 21G) muestran tejido bien conservado con las neuronas piramidales normales. 

En el grupo tratado con Cd (figs.20F y 21 F) se observa que algunas células piramidales 

están hipercromaticas provocando inicio de necrosis con ligero edema intersticial. El 

grupo tratado con Cd+Dx (figs. 20H y 21 H) muestra el tejido bien conservado con 

escasas células alteradas por hipercromacia. 

En el cerebelo se observo claramente el daño celular en el grupo tratado con Cd a las 2 

edades, el daño es menor en las ratas tratadas con Cd y Cd+Dx a los18 y 28 días de 

edad. El cerebelo a los 18 días de edad en las figuras 22 y 23 en los grupos control 

(paneles A) se observan las tres principales capas del cerebelo: molecular, células de 

Purkinje y granulosa. En el grupo tratado con Cd (figs.228 y 23 8) se observan las 

capas molecular y granulosa con apariencia normal, pero las células de Purkinje están 

hipercromáticas y retraídas provocando espacios alrededor. En el grupo tratado con Ox 

(figs.22C y 23C) tanto la capa molecular como la granulosa tienen un aspecto normal 
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Fig.-20 Fotomicrograrias de hipocampo a los 18 (A,8,C,D) y los 28 (E,F,G,H) días de edad. Rata Control (A.E), Cd (8,F), 
Dx (C.G) y Cd+Dx (D,H). El tejido se observó con apariencia normal y células piramidales bien definidas (A,C,D, E,G). 
Algunas células piramidales mostraron hipercromacia (t) (8) o picnosis ( .l) (F). Tinción de H-E. 8arra=SOµm. 
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Fig.- 22 Fotomicrografias del cerebelo a 18 (A,B,C,D) y 28 (E,F,G,H) días de edad. Rata Control (A,E), Cd (B,F) ; Dx 
(C,G) y Cd+Dx (D,H). Las tres principales capas del cerebelo se observarorTcon una apariencia normal (A,E,G). En B,D y 
F las neuronas de Purkinje presentaron picnosis (i). Algunas de las neuronas de Purkije mostraron hipercromacia (•) 
(C) Las neuronas de Purkinje se observan picnoticas, en tanto que las capas molecular y granulosa con apariencia 
normal (H). Tinción de H-E. Barra= 25µm 



....... _ .. 
Fig.- 23 Fotomicrografias de cerebelo a 18 (A,B,C,D) y 28 (E,F,G,H) dias de edad. Rata Control (A,E), Cd (B,F); bx (C,G) 
y Cd+Dx (D,H). Cerebelo con aspecto normal del tejido en grupo control (A,E). Condensación de la cromatina, células de 
Purkin¡e con picnosis (") y edema intersticial en la capa molecular fue también observado (/\, B,F). Se observo ligero 
edema intersticial en las capas molecular y granular (tG,H). Condensación de la cromatina en las células de Purkinje y 
retracción de las mismas fue también observado. Doble impregnación de Río-Hortega. Barra= 25µm 
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mientras que algunas de las células de Purkinje presentan hipercromacia. En el grupo 

tratado con Cd+Dx (figs.220 y 230) las capas molecular y granulosa se encuentran con 

apariencia normal mientras que pocas células de Purkinje muestran hipercromacia con 

retracción somática. A los 28 días de edad el cerebelo presentó en el grupo control 

(figs.22E y 23E) y solo Dx (figs.22G y 23G) aspecto normal en las tres capas del 

cerebelo, mientras que el grupo tratado con Cd (figs.22F y 23F) mostró a las células de 

Purkinje hipercromáticas con ligero edema intersticial en la capa molecular así como 

una disminución celular en la capa granulosa. En el grupo tratado con Cd+Dx (figs.22H 

y 23H) el cerebelo se observo con aspecto normal y solo con pocas células de Purkinje 

hipercromáticas y con retracción somática. 

B. 7 Análisis u/traestructural de /as lesiones 

El análisis ultraestructural nos mostró que en las ratas tratadas con Cd las mitocondrias 

se encontraban alteradas ya que presentaban destrucción de las crestas mitocondriales 

observandose hinchamiento mitocondrial con amplios huecos (fig. 248). En las ratas 

control mostraron ultraestructura normal, bien definida con la doble membrana y las 

crestas mitocondriales bien definida (fig.24A). En el grupo de ratas tratadas con Dx las 

mitocondrias presentaron hinchamiento el algunas mitocondrias mientras que otras 

mostraron estructura normal (fig.24C). En las ratas tratadas con Cd+Ox se observaron 

mitocondrias con destrucción de la membrana, así como de las crestas mitocondriales, 

y otras vacuoladas; también numerosas mitocondrias con aspecto y ultraestructura 

normal (fig.240). En las 4 ár&as del cerebro que estudiamos los resultados fueron 

similares para los 4 grupos de ratas tratadas. 
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Fig.24 Fotomicrografías electrónicas de mitocondrias a los 18 días de edad. A) Aspecto normal de la mitocondria en el 
grupo control. B} Grupo tratado con Cd, mitocondria (A} con hincamiento y crestas mitocondriales destruidas. C) Grupo 
tratado con Dx, mitocondrias con hinchamiento , conservando todavía la doble membrana, entre algunas normales ( f ). E} 
Grupo tratado con Cd+Dx, mitocondrias con ligeras alteraciones y presencia de algunos lisosomas.32000X. 



9. DISCUSION 

Muchos metales tienen efectos neurotóxicos conocidos provocando el deterioro de 

algunas funciones del sistema nervioso central, el cadmio es uno de ellos. En este 

trabajo estudiamos el efecto neurotoxico del cadmio así como ~I papel neuroprotector 

de la metalotioneina cuando es inducida por la dexametasona. Se ha reportado que en 

las regiones encefálicas con funciones tales como el aprendizaje, la actividad 

locomotora y la memoria en humanos expuestos al cadmio se encuentran disminuidos 

(Hart, y col. 1989). Los resultados del presente estudio mostraron un aumento en las 

concentraciones de cadmio en sangre y en las diferentes regiones cerebrales de las 

ratas tratadas con Cd y Cd+Dx (figs. 7,8,9) , las concentraciones de cadmio 

encontradas en el encéfalo indican que el metal puede atravesar la barrera 

hematoencefalica con facilidad, debido a que la barrera hematoencefalica en los niños 

y/o en los animales en desarrollo no esta todavía completa (Gabbiani, 1967; Wong y 

Klaassen 1990; Shukla y col. 1996; Choudhuri y col, 1996) lo que hace que los 

humanos o animales en desarrollo sean mas susceptibles a la exposición del metal. 

Esta facilidad para atravesar la barrera hematoencefalica va desapareciendo conforme 

el animal madura (Gupta y Shukla, 1996) hasta que en los adultos el cadmio no 

atraviesa la barrera hematoencefalica (Pal y col. 1993). Aunque existen mecanismos 

celulares de destoxificación de metales en el cerebro como la metalotioneina (que es 

capaz de atrapar hasta 7 mol de Cd por mol/proteína), estos son muy lentos, ya que 

esta proteína captura e inactiva al metal por quelación sin eliminarlo del tejido por lo que 

los niveles de Cd en cerebro se pueden mantener por mucho tiempo (ACAN y Tezcan, 

1995). Conforme la célula va removiendo el cadmio, este se va liberando hacia los 

plexos coroideos los cuales secuestran los metales pesados, entre ellos cadmio, y poco 

a poco se va liberando hacia el líquido cefalorraquideo (Zheng, y col. 1991) el cual se 

encarga de llevarlo fuera del cerebro hacia la sangre para ser eliminado por el riñón. 

Los niveles de cadmio en las distintas regiones cerebrales estudiadas son diferentes, 

esto puede deberse a que el cadmio se une a la metalotioneina y dependiendo de 

donde haya más proteína es donde va haber mayor concentración de cadmio ya que la 

metalotioneina va a atrapar 7 mol. de Cd. La concentración y distribución diferencial de 

la metalotioneina en el cerebro, ha sido reportada Y. determinada por numerosos 

autores (Gasull y col. 1994; Hao y col. 1994; Gasull y col. 1994; Zheng y col. 1995; 

Ebadi y col, 1996; Penkowa y col. 1999) mostrando que en regiones como estriado, 

56 



cerebelo, corteza e hipocampo hay una mayor cantidad de la proteína presente. Gasull 

y col. (1994) observaron concentraciones muy altas de cadmio en cada una de las 

mismas regiones analizadas. La mayor concentración de metalotioneina en el cerebro 

se encuentra en el hipocampo y se ha visto además que esta correlacionada con la 

concentración de zinc en estas mismas regiones (a mayor concentración de zinc mayor 

concentración de metalotioneina) recordando que una de las principales funciones de la 

metalotioneina es mantener la homeostasis del zinc a nivel intracelular (Gasull y col. 

1994). El hipocampo es una estructura que contiene altos niveles de zinc, además de 

que estos se van a incrementar conforme avanza el desarrollo del animal, entre mas 

avanzada sea la etapa del desarrollo mas alto el contenido de zinc intracelular y por 

tanto mayor contenido de metalotioneina principalmente las isoformas MT-1 y MT-11 

(Penkowa y col. 1999). Los niveles de cadmio también se incrementaron en los grupos 

tratados con cadmio y dexametasona aunque no se observaron diferencias 

estadísticamente significativas entre el grupo solo tratado con cadmio y el combinado, la 

tendencia es a incrementar el contenido de cadmio en todos las regiones, esto es 

debido a se utilizó la dexametasona como un inductor de la metalotioneina y al haber 

mas metalotioneina en el cerebro la captación y el contenido de cadmio se vieron 

también incrementados, pero el cadmio en un estado inactivo por estar unido a la 

proteína. 

Se determinó la localización de la metalotioneina (MT-1 y MT-11) con estudios 

inmunohistoquímicos que mostraron la inmunoreactividad del anticuerpo contra 

metalotioneina; en las 4 regiones estudiadas se observó una inmunoreactividad basal 

pero cuando estros grupos fueron tratados con cadmio, dexametasona o 

cadmio+dexametasona esta reactividad se intensificó siendo el cerebelo la región 

cerebral que mas reactividad mostró (fig.15). Nishimura y col. (1992), Palmitier y col. 

(1994), Masters y col (1994) y Zheng y col. (1995) demostraron que el cerebelo es una 

de las regiones con abundantes transcritos de RNAm para los isomeros MT-1 y MT-11 

aunque presenta baja concentración de transcritos para MT-111; con nuestros resultados 

corroboramos la elevada presencia de metalotioneina en el cerebelo y que esta intensa 

reactividad se incrementaron en los grupos tratados con dexametasona, 

cadmio+dexametasona evidenciando que tanto la dexametasona como el cadmio 

funcionaron como inductores de la proteína. La proteína se localizó principalmente en 

células gliales ya que ninguna de las células de Purkinje ni de las células piramidales 
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del hipocampo mostraron reactividad contra este anticuerpo, esto esta de acuero con 

los reportes que mencionan que las isoformas de la metalotioneina MT-1 y MT-11 se 

encuentran principalmente en astrocitos protoplásmicos y fibrosos, células 

ependirnarias, plexos coroideos, aracnoides y células endoteliales (Young y col, 

1991; Nishirnura y col. 1992). 

La peroxidación de lípidos corno ya mencionamos es la destrucción oxidativa de los 

ácidos grasos poliinsaturados de los fosfolípidos de la membrana producidos por la 

exposición a radicales libres u otros agentes oxidantes y sirve como un indicador de 

daño celular ya que se postula que a mayor peroxidación de lípidos mayor daño celular 

se puede encontrar. Nosotros estudiamos la peroxidación de lípidos como un indicador 

de estrés oxidativo; observando en el grupo tratado con cadmio un incremento de ella 

en estriado, corteza y cerebelo siendo estadísticamente significativa con respecto al 

control y esta se vio disminuida cuando las ratas se trataron con cadmio+ 

dexametasona. Diversos autores han reportado que aunque no se sabe a ciencia cierta 

cuales son los mecanismos del cadmio para generar los radicales libres el incremento 

en la peroxidación de lípidos puede darse en diferentes órganos incluyendo el cerebro 

(Manca y col. 1991; Kumar y col. 1996) y que esto puede deberse a que los sistemas de 

defensa tales corno la catalasa, superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y glutation 

reductasa se ven inhibidos con el cadmio impidiendo que los sistemas de 

destoxificación contra los radicales libres no funcionen bien y los niveles de 

peroxidación de lipidos se incrementen (Acan y Tezcan, 1995; Gupta y col, 1995 y 

1996). 

Los diferentes valores de peroxidación encontrados entre las regiones no habían sido 

reportados antes con estas diferencias aunque era de esperarse ya que tanto la 

funcionalidad como los sistemas de defensa incluida a la rnetalotioneina tienen diferente 

distribución en el cerebro y hay regiones mas susceptibles al daño que otras (Ebadi y 

col. 1996; Penkowa y col. 1999). Este es el caso del hipocampo en donde se encontró 

que los niveles de peroxidación de lípidos en los cuatro grupos experimentales no 

mostraron diferencias entre los distintos tratamientos, esto se debió a que el hipocampo 

es muy rico en contenido de metalotioneina y esta sirve corno atrapador de metales y 

de radicales libres (Sato y Bremner, 1993), al atrapar el cadmio e inactivarlo no origina 

radicales libres que puedan generar un aumento en la peroxidación de lípidos y por lo 
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tanto no puedan dañar a la célula (Gutierrez-Reyes y col, 1998). También se analizaron 

las concentraciones de metalotioneina en el cerebro encontrando que concuerdan con 

los reportado por otros autores (Gasull y col. 1994;Hao y col. 1994; Gasull y col. 1994; 

Zheng y col. 1995; Ebadi y col, 1996; Penkowa y col. 1999) en cuanto a que uno de los 

lugares con mas cantidad de la proteína es el hipocampo seguido del estriado y el 

cerebelo, estas concentraciones se mantuvieron en las dos edades estudiadas en los 

grupos control. En cuanto a los grupos tratados con cadmio la metalotioneina aumento 

de manera significativa, lo mismo que los grupos con dexametasona y el efecto fue aún 

mayor cuando el grupo fue tratado con cadmio+dexametasona. Es bien conocido que 

uno de los principales inductores de la metalotioneina es el cadmio (Beyersmann y 

Hectenberg, 1997) pero es la dexametasona la que mayor capacidad de inducción 

tiene sobre esta proteína. Palmitier y col. (1994) fueron de los primeros en detenninar 

que la dexametasona junto con los lipolisacaridos son los mejores inductores de la 

metalotioneina en el cerebro pero solo de las isoformas MT-1 y MT-11 ya que la isofonna 

MT-111 es poco o nada inducible, mientras que el cadmio es el mejor inductor de la 

proteína en el hígado y el riñón en los mamíferos (Beyersmann y Hectenberg,1997). En 

el presente estudio, observamos que cuando hay mayor contenido de metalotioneina en 

las regiones cerebrales existe un menor nivel de peroxidación de lípidos, por lo que 

podemos postular que la dexametasona esta protegiendo al cerebro de los efectos del 

cadmio por medio de la inducción de la metalotioneina como un mecanismo de defensa 

celular. 

La dexametasona es un corticosteroide exógeno capaz por si mismo de ocasionar 

alteraciones en la morfología celular dependiendo de la dosis y la etapa del desarrollo 

en la cual se administre al organismo (Uno, y col. 1994). El cerebro tiene cierta 

vulnerabilidad al aumento de corticosteroides (este aumento puede ser endogéno o 

exógeno) y si esté es mantenido el daño cerebral puede ser irreversible. La acción de 

los glucocorticoides es mediada por receptores a glucocorticoides tipo 1 o 11 y la 

dexametasona actua sobre el receptor tipo 11. Los receptores a glucocorticoides están 

distribuidos en el cerebro de manera difererenciada, en el hipocampo, giro dentado y 

cerebro medio se localiza una cantidad elevada de receptores (McEwen,1999). Un 

constante estrés fisiológico o aumento en los niveles de corticosteroides en primates o 

roedores puede causar cambios patológicos incluso pérdida neuronal en el hipocampo . 
cuando han sido expuestos en etapas embrionarias (Uno, y col. 1994), además, se ha 
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reportado que con estos cambios en los niveles de glucocorticoides endogenos sobre 

todo en las etapas del desarrollo postnatal, puede originar que las células sean capaces 

de tolerar estos cambios de concentraciones de glucocorticoides; durante este tiempo 

los receptores son capaces de adaptarse a estos cambios proporcionando a la célula 

plasticidad, esta plasticidad se ve disminuid.a durante la etapa de maduración (Cameron 

y Gould, 1996; McEwen, 1999). En nuestro estudio el grupo de ratas tratado con 

dexametasona mostró en corteza parietal y cerebelo células hipercromaticas, picnoticas 

y severo edema intersticial, en estriado sólo ligero edema (con algunas mitocondrias 

hinchadas a nivel ultraestructural) y en hipocampo no se observaron alteraciones 

morfológicas evidentes. Esta diferencia en cuanto a localización de las alteraciones 

morfológicas en este grupo pudo deberse a que la concentración de receptores a los 

glucocorticoides es diferente, sobre todo tomando en cuenta que el organismo esta 

todavía en desarrollo. Probablemente en corteza y cerebelo las células fueron más 

susceptibles al incremento en la concentración de los glucocorticoides viendose más 

afectadas; en tanto que el hipocampo y en el estriado las células resistieron mejor el 

incremento en la concentración de los glucocorticopides debido a la plasticidad que 

tienen las células en esta etapa del desarrollo. Los receptores juegan un doble papel en 

el funcionamiento cerebral; bajo circunstancias adecuadas los receptores pueden 

actuar de manera "normal" con respecto a las señales hormonales que se reciban, pero 

aun con las mismas señales en situaciones de estrés celular pueden promover daño e 

incluso pérdida neuronal (McEwen y col. 1995), cabe mencionar que esto no sucede de 

la misma manera en los organismos en etapa embrionaria o adulta, experimentalmente 

se observó que con una administración elevada y crónica de dexametsona tanto en 

animales como en humanos se incremento la actividad locomotora y en los niveles de 

ácido homovanillico (HVA), .en algunos casos humanos produjo psicosis por esteroides 

(Wolkowitz, 1994). 

Morfológicamente el grupo tratado con cadmio mostró alteraciones como hipercromacia, 

edema, fibras destruidas y en algunos casos células destruidas (figs.16 a 23) en tanto 

que en grupo de ratas tratadas con cadmio y dexametasona las alteraciones 

encontradas fueron menos evidentes que en el grupo solo con cadmio. Gabiani y col 

(1967) ya había reportado que en los animales en desarrollo a una concentración de 

1 mg/kg de cadmio se producían alteraciones histopatológicas como: hemorragias, 

vacuolización, destrucción de fibras y necrosis del tejido, algo similar fue corroborado 
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por Wong y Klaassen (1982). En el presente estudio se observó, que el hipocampo no 

muestra alteraciones evidentes ya que en todos los grupos la estructura mostró una 

apariencia normal, esto se puede correlacionar con los resultados de peroxidación de 

lípidos en donde no se observaron cambios en los niveles de peroxidación en esta 

región probablemente debido al funcionamiento de sus sistemas de defensa como es 

el alto contenido basal de MT. Por otro lado observamos que en el cerebelo 

mortológicamente las células mas afectadas fueron las células de Purkinje, mientras 

que la capas molecular y granulosa mantuvieron su apariencia normal, nosotros 

pensamos que estas células son las mas sensibles ya que se ha reportado que estas 

células no contienen MT-1 y MT-11, (observado en el análisis inmunohistoquimico figuras 

14 y 15) y solo sintetizan MT-111, disminuyendo la cantidad de proteína que pueda 

proteger funcionando contra el cadmio o atrapando radicales libres (Hao y col. 1994; 

Sato y Bremner, 1993). Tanto en la corteza como en el núcleo estriado se mostró lo 

mismo en las ratas tratadas con cadmio. 

La destrucción celular observada en las ratas tratadas con cadmio puede también estar 

ocurriendo acompañada de modificaciones en la molécula de ADN, ya que sabemos 

que el cadmio afecta a esta molécula por dos caminos, uno produciendo radicales libres 

que alteran a la molécula y por otro lado con alteraciones directas a la ADNpolimerasa 

impidiendo que se lleve a cabo el mecanismo de reparación de ADN (Hartwig, 

1994.1995, 1998). Estas alteraciones en las moléculas pueden llevar a alteraciones en 

el funcionamiento celular produciendo una necrosis o apoptosis, que aunque no esta 

reportada, esta última en neuronas, si se han reportado en otros tipos celulares 

(Hamada y col. 1996; Calvero y col, 1998; Hart y col. 1999). 

El mecanismo probable del efecto neurotóxico del cadmio implica un aumento en los 

niveles de peroxidación de lípidos en regiones cerebrales (corteza, estriado, hipocampo 

y cerebelo) como se demostró en este trabajo, una disminución de los niveles de 

glutatión reducido (que es un mecanismo de defensa antioxidante) inhibiéndose 

también la glutatión reductasa (Acan y Tezcan, 1995; Gupta y col. 1995; Kumar y col. 

1996) llevando de esta manera a un aumento en la producción de radicales libres que a 

su vez van a ocasionar un aumento en la peroxidación de lípidos de las membranas 

plasmática y mitocondrias produciendo daños morfológicos (Fern y col. 1996). La 

membrana plasmática modifica su fluidez por efecto de la peroxidación de lípidos 
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permitiendo la entrada de otros iones como el ca2+ al interior de la célula (Fasitsas y col. 

1991, Viarengo y Nicotera, 1991 ). En tanto que la membrana de la mitocondña asl como 

en las crestas mitocondrialea se pueden destruir alterando la foaforilación oxidatlva 

(Fem, y col. 1996). El aumento de la peroxidación de llpidos (como pudimos observar 

en nuestros resultados) a su vez producen maa radie alea liblm que pueden afectar los 

sistemas de reparación del ADN provocando efec:los ger.atóxiccle, ademés det efecto 

que tiene por si solo el cadmio sobre la ADNpollmerase (Hartwlg 1995; DaHy y Hartwig, 

1997) lo que puede llevar a la c61ula a alleradones graves en la regulación celular. La 

metalotioneina va a funcionar como alrapadora de cadmio y de radicales ibres (Vale, 

1995; Choudhuri y col, 1996; Sato y Bremner, 1993) jugando un doble papel para la 

defensa de la célula. Cuando la metalotloneina es inducida, la célula tiene mayor 

Cd 

Fig. 25.- Esquema del posible mecanismo neurotóxico del cadmio. DA- dopamina; Na/K.- bomba 

Na/K; LPO.- lipoperoxidación; GSH.- glutatión redueido; Mí.- metalolioneina; Ca++.- calcio; Vil.E.

vitamina E; Cd.- cadmio. 

TESIS CON 
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capacidad de protegerse debido al incremento de esta proteína. Entre otros 

mecanismos involucrados en la acción tóxica del cadmio en el sistema nervioso central, 

esta el hecho de que el cadmio también puede bloquear la síntesis del transportador de 

dopamina e incremer:itar la liberación de la dopamina en el cerebro (Gutierrez-Reyes y 

col. 1998) y disminuir los niveles de serotonina en ratas en crecimiento (Gupta y col, 

1990) provocando alteraciones conductuales importantes como hiperactividad en los 

animales en desarrollo (fig.25). 

En este estudio encontramos que el cadmio mostró un efecto neurotóxico en el 

cerebro de las ratas en desarrollo tratadas con el metal, así mismo observamos que tal 

efecto disminuyó cuando las ratas fueron tratadas con dexametasona, lo cual se 

observó a las dos edades estudiadas. 

El estudio de la neurotoxicidad del cadmio nos lleva al entendimiento de algunos de sus 

mecanismos de acción así como la probable inclusión del estudio en un proceso 

determinado Valoración de Riesgo. Dentro de la valoración de riesgo el primer paso es 

determinar la toxicidad de las substancias o metales que se estén estudiando, 

comúnmente esto se lleva a cabo en un laboratorio o en el campo, lo que nos permite 

determinar los tipos de efectos tóxicos que puede ocasionar el metal y estimar la 

relación entre la dosis o concentración ambiental y la incidencia o severidad de los 

efectos (INE, 1997). La posibilidad de que ocurra un efecto adverso en una persona o 

grupo de personas expuestos al metal a una concentración determinada se puede 

determinar como riesgo. Este estudio de la toxicidad del cadmio ha demostrado que a 

concentraciones de 1 mg/kg/día en animales en desarrollo se encuentran efectos 

adversos en la salud del animal mostrando las dosis en las que hay un efecto adverso 

(Méndez-Armenta y col. 2001). Los estudios de evaluación y caracterización de riesgo 

son importantes ya que es la primera parte de todo un proceso para entender como se 

encuentra y determina la toxicidad de un metal o substancia para después determinar 

el procedimiento para poder evitar que las elevadas exposiciones al metal puedan dañar 

a la salud. 
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1 O. CONCLUSIONES 

1.- Como era de esperarse la administración de cadmio durante 5 días en animales en 

desarrollo aumenta significativamente las concentraciones del metal en sangre así 

como en las 4 regiones cerebrales estudiadas. 

2.- El cadmio aumento la peroxidación de lípidos en las áreas estudiadas, este efecto 

fue disminuido en los grupos tratados con dexametasona por inducción de la 

metalotioneina, indicando que el cadmio es un elemento generador de estres oxidativo 

en su forma de metal libre. 

3.- El hipocampo fue la región con menor nivel de peroxidación de lípidos, el aumento 

de metalotioneina fue significativo en esta región cerebral y fue la región con menos 

alteraciones morfológicas asociadas al Cd. 

4.- El cerebelo presento incremento en los niveles de peroxidación que se vio 

disminuida en el grupo tratado con dexametasona, así mismo se incremento el nivel de 

metalotioneina, pero las alteraciones morfológicas que se observaron fueron en las 

células de Purkinje probablemente debido a que estas células contiene solo 

metalotioneina-111 la cual no es inducible. 

5.-EI cadmio produce hipercromacia, edema y picnosis en las áreas estudiadas a las 2 

edades y a nivel ultraestructural el cadmio produce vacuolización y destrucción de las 

mitocondrias y lisosomas. 

7.- La dexametasona por si sola produce alteraciones morfológicas en corteza y 

cerebelo, así como mínimas alteraciones en estrriado. Un incremento significativo en la 

peroxidación de lípidos con respecto a su control en estas mismas áreas tambíen fue 

observado. 
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8.- Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que la exposición a cadmio a 

bajas dosis es capaz de inducir incrementos en la peroxidación de lípidos asociados a 

lesiones cerebrales a las dos edades estudiadas, los cuales fueron revertidos por la 

participación de la metalotioneina inducida por la dexametasona sugiriendo con esto un 

mecanismo protector sobre la neurotoxicidad inducida por el cadmio. 
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12. GLOSARIO 

Edema.- acumulación excesiva de líquido subcutáneo Y. espacio intersticial en el tejido 

celular, debido a diversas causas: disminución de la presión osmótica del plasma por 

reducción de las proteínas; aumento de la presión hidrostatica de los capilares; mayor 

permeabilidad de la pared de los capilares. 

Hipercromasia.- forma de degeneración del núcleo celular en la que éste se llena de 

partículas pigementarias. 

Necrosis neuronal.- muerte neuronal que puede ser reconocida o cambios nucleares 

tales como condensación de cromatina nuclear con citoplasma eosinofilo puede ser 

también referido como células picnóticas. 

Picnosis.- condensación, espesura, especialmente degeneración celular en la que el 

protoplasma se hace más denso y el tamaño de la célula disminuye// Coloración 

uniforme intensa del núcleo celular en la que no se distingue la red de cromatina 

atribuida a la muerte del núcleo. 

Retracción .- encogimiento, contracción de una parte resultando en deformidad. 

Vacuolización celular.- resultado de la acumulación excesiva de agua en el citoplasma 

de la célula capaz de distender o alargar la célula. Es uno de los más comunes y 

rápidos cambios en la morfología de la célula dañada 
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Abstruct 

Industrial and environmental exposure to cadmium (Cd) is well known to produce multiorgan toxicity in humans. 
Metallothionein (MT) is a cellular ligand for Cd. MT has been shown to protect against Cd-induced toxicity in many 
organs, including brain. In this study, we described the histopathological alterations in parietal cortex, striatum. 
hippocampus and cerebellum of rats following perinatal combined exposure to cadmium and dexamcthasone (Dx). a 
drug known to induce MT synthesis in brain. \Vistar rats of 13 days of age were treated for 5 days, as follows: ( 1) 
saline solution, (2) CdCl2 1 mg/kg per day, (3) Dx 2 mg/kg per day, (4) CdCI~ 1 mg/kg per day + Dx 2 mg/kg/day. 
Rats were killed on either 18 or 28 days of age. The content of Cd in parietal cortex. striatum, hippocampus and 
cerebellum at 18 days old age increased 58.3-. 9.4-, 18.3- and 11.3-fold, while at 28 days of age in the same rcgions 
thc increases wcre 6.6-, 5.8-, 25.3- and 11.3-fold in the Cd treated rats. respcctively. No lesions were obscrved in the 
brain of control rats. Rats treated with Dx at 28 days of age showed interstitial edema in the four regions. Cd-treated 
rats at 28 days of age showed lesions in the four studied rcgions. In general, Dx treatment attcnuated ali Cd-induced 
lcsions. © 2001 Elsevier Science lreland Ltd. Ali rights rescrved. 

• Corresponding uuthor. Tel.: + 525-606-3822: fax: + 525· 
528-0095. . .:"'. . ) . . . . . 
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1. lntroduction 

Cadmium (Cd) is an important industrial and 
environmental pollutant that has been shown to 
cause damage in severa! organs, including lung. 
liver, kidney, testis and placenta (Morselt, 1991: 

0300-483X/Ol¡S - scc front.ínaucr © 20Ó1 Elscvicr Scicncc lrcland Ltd. AIJ rights rcscr\'cd. 
Pll: S0300-483X(O 1 )00349~.3 .. · . 
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ATSDR, I993)~;/Cd also< produces neurotoxicity 
with a con1pÍ_eX: p~tl1ology, which indudés neuro~ 
logical d)'sfunctioll (Shúkla · and Singllal, 1984; 
Hart et al., ,1989a), cÍlanges in brain neurochem
istry (Gupta étal.~. 1990, 1993; Gutierrez-Reyes et 
al., 1998) and · behavioral alterations (Wong and 
Klaassen, 1?82;. Holloway and Thor, 1988). Ex
periméntal stÚdii:s; have 'shown extensive histo
pathological \ialTlage in .the cerebral and cerebellar 
cortiCés'frÓmde\í'eloping.rats and rabbits, as com
pared with adults after identical Cd exposure 
(Gabbiani et al., 1967) and according to those 
autliors, the. CNS Iesions produced by Cd are 
located pdmarily in the white matter (Gabbiani et 
al., l 967b). The ultrastructure of optic nerves 
exposed to Cd was characterized by swollen mito
chondria with disrupted cristae, dissolution of 
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microtubule and axonal swelling (Fern et al., 
1996), moreover, Cd induced alterations in the 
endothelial cell of the fetal brain after prenatal 
exposure to the metal (Rorher et al., 1978). Ali 
these studies have suggested that age of the ani- . 
mals is very important to make them susceptible 
to the neurotoxic effects of Cd due to the immatu..: 
rity of the blood-brain barrier (Shukla et al., 
1996). On the other hand, metalliothionein (MT) • 
is a cystein-rich protein able to reduce the toxicity · 
of heavy metals such as Cd by binding them. The 
MT-mediated protection against Cd is thought to 
líe in its ability to sequester Cd in cytosol, thus, it'' 
is considered to have a role in detoxification of 
toxic metals (Nishimura et al., 1992). Metalloth-; 
ionein synthesis can be induced by metals, 
steroids and other factors (Hidalgo et al., 1988), 
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Fig. l. Brain regional cadmium conccntrations al 18 days of ugc. Valucs are thc mean± S.E.M. of duplicatc analysis far euch 
animal. /1 = 8 pcr group. • Diíl'crcnl from control group and Dcxamcthasonc. P <O.O I, block-dcsign unalysis of variance followed 
by Tukcy's test. 
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Fig. 2. Brain regional cadmium conccntrations at 28 days of age. Values are the mean± S.E.M. of duplicate analysis for each 
animal. /1 = 8 per group. •, Different from control group and Dexamethasone; **different from group Cd, P < 0.01, block-design 
analysis of variance followed by Tukey's test. 

including the administration of Dexamethasone 
(Dx) the best inducer of MT synthesis in brain 
(Palmitier et al., 1992). In the present work, we 
studied the morphological alterations in the brain 
of developing rats exposed to Cd and Dx in order 
to search for a protective efTect of Dx-induced 
MT on Cd neurotoxicity. The concentrations of 
Cd in brain regions were also measured to relate 
the different Cd treatments with histopathological 
findings. 

2. Matcrials and methods 

2. J. Chemicals 

CdCl2 was from J.T.Baker de México, México. 
AgN03, Absolute Alcohol, 39'X, Formaldehyde, 

were all from E.Merck, México. Cd standard 
(Reference material 3108, National Bureau of 
Standart. Gaithesburg, MD), and all other 
reagents of analytical grade were purchased. 
Glassware and plastic material were immersed for 
24 h in 3% v/v HN03/H20, thoroughly rinsed 
with deionized water and dried in a stove before 
use. 

2.2. Animals 

We used 13 days old Wistat rats bred in-house. 
O day old being the day of birth, and with initial 
weight of 15-20 g. We choose this age to take 
advantage of the immaturity of the rat blood
brain barrier. The newborn rats were allowed to 
remain with their dams throughout the experi
ment. Rats were kept at 21 ºC and 40% relative 

t9 



192 ,\/. ,\f<~11,fl·=-An11e111a et al. Toxicu/og.r /6/ (2001) 189 199 

Fig. :1. J>hntn111i.:1-.1graphs '""''·ing thc parietal c<•rtcx at 18 (1\. ll. C and Dl and 28 CE. 1:. CI and 111 dais ofagc. Cllntrol ntl (A 
ami El. Cd alonl· CI! a1HI I'). lh :tlolll' ce ami CI) ami Cd + Dx (I> and 11). Normal appcar:incc ofccll hodics and ncun1pil CA and 
EJ. Nudcar l.0 n1Hlc11satio11 ol"chro111:11i11 in ct.!JJ.., (*'). lihcrs destrovcd (A) and intcrstitial cdL"ma CT> \\.._•re.: oh,crvcd (B and í-'). Slig.ht 
interstitial 1.'lh.~111;1 lf) ;ind fcw hypcn..To111:11ic cdls wcrc ohsL'J"\'ClÍ 1*1 (C.G.D and llJ. Silvcr ... 1ain. Rin llortcga"s 111cthnd. 80X and 
IOOX 
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humidity :With_a)2-h light: l 2~h dark cycle starting 
at 01:0~.1~~;.5~::~J~!J:Z:::@L?}'?: < -,, ,., ·-

.-; -.::;,·,~,/~~·J(y~~~:§~:y>·~ -.--.. ' 

2.3; TrecÍtmeúí.~'' ·. ~._ '.:·. 
., ... - -;'..:-'-,'.----' ~ .- '' 

:~.- \' ·;-\\;~\;"~-.. ~\~::.~:_-~-~~~;_::~,-~./: .. -'.:. 
. fü1ch:;é','p<frií11ental block consisted of eight 

pups: frbrl1 :the,·same litter, injected intra peri
toíiéálly;i'(L'p.) .'~t day 13 of age with either; ( 1) 
C_dCGi(i'mg.Cd/kg) dissolved in 0.5 mi of saline 
(O.?'Y.1•'.NaCI w/v), (2) Dx(2 mg/kg) dissolved in 
0.5nil ofsalh1e, (3) CdCl2 ( 1 mg of Cd/kg) and Dx 
(2 n1g/kg) euch dissolved in saline, and (4) saline 
o,5''ri1l;volume of injection was approximately 0.5 
1-i1l for eách animal. Ali treatments were adminis
tered d~lily for 5 consecutive days. For histological 
examination, eight rats per group and for Cd 
déterÍ-nination additional eight rats per group 
w~re killed at either 18 or 28 days old age. 

2.4: Bmin cad111i11111 determinations 
- . 

The 6~ain regions were dissected out in parietal 
cortex (Cx). striatum (St), hippocampus (Hp) and 
cerebellum (Ce) (Glowinski and 1 versen, 1966), 
the Cd content was determined taking the precau
tions described by Christian, 1969; Stoeppler and 
Brandt, 1980 and using the conditions described 
by Eller and Haartz ( 1977). Analyses were per
formed by graphite furnace atomic absorption 
spectrophotometry, using a Perkin-Elmer 3110 
spectophotometer equippcd with an HGA-600 
fumace and AS-60 auto sampler. Regional brain 
Cd concentrations were expressed as ng of Cd/g 
wet brain weight. 

2.5. His1opatlio/ogica/ sfllc(1• 

For the light microscope study, rats were anes
thetized with 0.3 mi of 3.5'Y,, chloral hydrate i.p. 
and then perfused through the heart with cold 
salinc solution, followed by 10% w/v formaldc
hyde solution at 4ºC. Brains were dissected out 

and kept in the sume fixative for 15 days. Tissue 
smnples were processed separately in Histokinette 
2000 (Reichert Jung) with a program specific for 
brain. Brains were paraffin-embedded and scc
tioned to 5- 7~1111 thin slices. We applied hema
toxylin-eosin, and Río-Hortega's argentoauric 
impregnation (Luna, 1960; Barroso-Moguel and 
Costero, 1962) techniques. Scctions were then ex
amined with a Zeiss light photomicroscope. 

2.6. Statistical a11a/ysis 

The experiment was conducted as a block de
sign in order to control variability from one set of 
conditions (eight rats from the same litter were 
used in parallel) to another. Therefore, results of 
Cd brain regions were analyzed using block-de
sign analysis of variance followed by the Tukey's 
test for multiple comparisons, after checking for 
homogeneity of variances (Steel and Torrie, 1969). 

3. Results 

3.1. Cad111i11m co11ce11tration in brain regions 

The content of Cd in parietal cortex, striatum, 
hippocampus and ccrebellum at 18 days old age 
were increased 58.3-, 9.4-, 18.3- and 11.4-fold, 
whilc at 28 days of age in thc sume regions the 
increases were 6.6-, 5.8-, 25.3- and 11.3-fold in the 
Cd treated rats, respectively, as compared with 
the control group values (Fig. 1). In the group 
treated with Cd + Dx, the content of Cd in pari
etal cortex, striatum, hippocampus and cerebel
lum at 18 days old age were increased 58.3-, 6.3-, 
11.5-. 13.6-fold while rats at 28 days old age in the 
same regions the increase was 18.4-, 8.2-, 13- and 
11.7-fold (Fig. 2). 

3.2. Histo/ogical eva/11atio11 

Light microscope examination showed no les-

Fig. 4. Pholomicrographs of thc strialum at 18 (A. B. C ami DJ and 28 (E. F. G and HJ days of agc. Control rat (A and E). Cd 
alone (B and F>. Dx alonc (C and G) and Cd + Dx (0 and 1-1). Normal aspccl (N) of striatum in control group (A and E). Rals 
trcatcd· with Cd showing initial congestion in capillarics (Ca) and interslitial edema bctween fibers (f. B and F). Slighl interstitial 
edema <T· C.G.D nad 1-1). Silver Sillín. Rio-Horlcga's mclhod. 80X. 
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sions in parietal cortcx, striatum. hipp~campus 
and cerebellum in control rats of 18 and 28 days 
old (Fig. 3A and E: Fig. 4A and E. Fig. SA and 
E. Fig. 6A ami E). In thc 18 days old rats trcated 
with five daily doses of Cd, parietal cortcx showed 
hyperchromatic cells with slight interstitial edema 
in the cerebral parenchima (Fig. 4B). whereas at 
28 days old. the paricÚ1l cortex showed severa( 
hypercromatic cells with necrosis and intense in
terstitial edema (Fig. 3F). At 18 and 28 days of 
age. with the same treatment, the striatum showed 
congcstion of capillaries with slight interstitial 
edema (Fig. 48 and F). The hippocampus pyrami
dal cells are normal in appearance at 18 days old 
agc (Fig. 58), however. at 28 days of age they 
show severa! hypen:hromatic soma with edema 
(Fig. 5F). In the same group treated with Cd at 18 
days of age. the cerebellum showed shrunken and 
hyperchromatic Purkinjc cells with intense odema 
in the molecular layer ( Fig. 6BJ and at 28 days of 
age the samc lesions wcrc prescnt with higher 
intcnsity (Fig. 6F). At 18 old days with Dx treat
ment minor lesions (slight edema interstitial or 
between fibers and fcw hypcrcromatic cells) were 
found in parietal cortex (Fig. 3C), striatum (Fig. 
4C). hippocampus ( Fig. 5C) ami cerebellum ( Fig. 
6C). At 28 days of age the sume type of slight 
alterations were found in rats treatcd with Dx 
(Fig. 3G, Fig. 4G. Fig. 5G and Fig. 6G). The 
group treated with Cd + Ox showed less intense 
histopathological lesions than that observed in the 
group treated with Cd alone. At 18 und 28 days of 
age parietal cortex and striatum show few hyper
cromatic cells and slight edema between fibers 
( Fig. 30 and 1-1. Fig. 40 and H ). no lesions wcre 
found in hippocampus (Fig. 50 and 1-1). and 
ccrebellum was found with few hyperchromatic 
Purkinje cells (Fig. 6D ami H). 

4. Discussion 

This study shows that Cd ·and Cd + Ox peri na
tal treatment of rats for 5 days was able to 
increase the concentration of Cd in brain 1:egions 
of two different ages. High Cd content in striatum 
and hippocl~mpus were also significantly increased 
by Cd treatment in a similar extent as reportee! 
earlier (Gutierrez-Reyes et al., 1998). Among the 
b;·!tin regions assayed, hippocampus resulted with 
thc highest Cd accumulation in the absence of Dx 
treatment, probably as a result of the high content 
of ,MT. in this region (Ebadi et al.. 1995: 
Aschnei·. 1996) and this high concentration Mis 
niáintafüed Úntil 28 days of age ( Fig. 2). We also 
fo'und light microscope lesions in the four brain 
regions of rats perinatally exposed to Cd. which 
induded pyknosis. interstitial edema. destroyed 
fibers and alteration of Purkinje cells. This is in 
agreement with findings of Gabbiani et al. ( 1967), 
who reported damage in the brain and cerebellar 
cortices from developing rats and rabbits with 
high concentration of Cd, as compared with 
adults after identical Cd exposure, showing that 
Cd penetrates the developing blood-brain barricr 
more easily than in adult rats (Guptlt and Shukla, 
1996). 

lt is interesting to remake a lack of correlation 
between the intensity of the regional lesion with 
the region Cd content. In hippocampus. only 
slight lesions were observed in spite of the high 
Cd content. this effect might be due to the high 
concentrations of MT in hippocampus (Aschner 
1996). which is able to sequestrer scven atoms of 
Cd per iúole of protein (Ebadi et al., 1995). MT 
migh(be involved in the homcostasis of various 
metals as well as the chelation and detoxification 
on1eavy metals (Hidalgo et al., 1988). The parí-

Fig. 5. Photomicrograrhs ol' the hippocampus al 18 (A. B. C and D) ami 28 (E. F. G and H) days of agc. Control rnt (A ami E). 
Cd alonc (B and F). Dx :1lo11e CC ami OJ and Cd + Dx (D and 1-1 ). Control rat showing normal appearance (f) of ryramidal cclls 
(A and E). Normal aspcct of pyramidal cclls wcre ohscrved (f. B. C. D ami G) nuclear condcnsation of chromatin in se\'cral 
pyramidal cells t•i ami int,•rstitial edema wcrc obscrved '". F ami 1-1). 
Fig. 6. l'hotomicrogruphs of thc ccrehcllum at 18 (A. B. C' ami Dl :md ::!8 (E. F. G and H) days of age. Control rat (A ami E). Cd 
alune (B and Fl. Dx al<>iw tC ami G> and Cd + D.x (0 :md Hl. Nornrnl asrects wcrc obscncd in control rat CA allll E). Nudc:1r 
condcnsation ol'chromatin. shrunken l'urkinjc cclls e•) ami intcrstitial edema in molecular laycr wcrc obscrvcd ( ". B und F). Slight 
intcrstitiul edema was obscr\'cd in granular and molecular laycrs (T. G and 11 J. Nuclear condensaJion or chromatin Purkinjc cclls 
wcrc aJso ohscrvcd (•. [) and f-1) 
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etal cortex:ií1'<l ~cei'~iie11Jú'{'J1~6~;fti;'é'!ni({/~'severe· 
Iesions.and'the .. fowési éóiibéi1fraÜ~ns'or·cd')Jrob~ 
ability by the: Iow. con~e11fraiiói1. of M.T in the 
tissue stri~úal shows"aíí i1Úe'r111ediate dámage and 
Cd co11te11t;' It:;hí;irrl¡:}Ó'l't'iuit· to note that main 

. i1eurotoxic} Mrebt~':,of}Cd l ex pos u re observed in 
these stuciies',we're diÍilin'ish by Dx, a well known 
bi·aitl MT·i11CiJ8er'(Pálmitier et al., 1992) and their 
higher',capách§tor MT to chelate Cd and to 
inactivaie it, Íi1dicating that these lesions could be 
11iediáted by;'cadmium not bound to MT. 
. Rece'nt studies have shown that metals as Cd 

depléts glutiithione and protein-bound sulfllydryl 
groi.tps; resulting in the production of reactive 
oxygen species that determine oxidative DNA 
damage (Stohs and Bagchi, 1995). Cd is able to 
generate DNA strand breaks and to interfere with 
the repair of oxidative DNA damage that could 
explain the stage neurotoxicity of Cd (Calevro et 
al., 1998). This damage might induce cellular 
death as a response to the toxicity of the metal 
and to produce severe tissue damage. Studies in 
others organs such as kidney and liver show that 
Cd might produce biochemical and morphological 
changes which are characteristic of apoptosis 
(Habeebu et al., 1998; lshido et al., 1998). How
ever, our results are not sufficient to show the 
kind of neuronal death, if any, after Cd 
administration. 

In summary, the results presented in this work 
showed that Cd exposure at a relatively Iow dose 
is able to induce lesions in brain regions at two 
times after Cd administration and that the partic
ipation of MT as a protective mechanism against 
cadmium-induced neurotoxicity is suggested. Fur
ther studies are needed to investigate whether or 
not cadmium-induced free radicals generation and 
apoptosis can lead to altcrations in differcnt brain 
regions and the possible mechanism involved. 
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