Citotoxicidad del cadmio en hepatocitos de raton albino
y sus posibles implicaciones en ambientes tropicales
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Abstract. Cadmium citotoxicity in mice hepatocytes and impications on tropical environments. We ana-
lyzed phenotypic, structural and ultrastructural alterations induced by Cd+2 in hepatocytes extracted from Swiss
Albino mice. Cadmium was given orally in watery solution of CdCI2 during 100 days at concentrations of 50
ppm, 100 ppm and 150 ppm. In controls, distilled water alone was used. The samples were processed with the
paraffin inclusion and hematoxilin-eosin coloration techniques for light microscopy. For transmission electron
microscopy we used the conventional technique. We found phenotypic (size and weight differences) and physi-
ologic changes (muscular weakness, unrest); at the structural level we noticed loss of trabecular disposition
and of lobulillar architecture, lymphocyte agglomeration, vacuolization, dilatation of sinusoid and central vein,
among others. The ultrastructural study evidenced alterations coincident with those seen with light microscopy,
which were accentuated with the increase of metal concentration: nucleolus with a high number of fibrillar
centers (50 ppm); voluminous lipidic drops in the cytoplasm, loose endoplasmic rough reticulum, citoplasmatic
vacuolization, altered lisosomes and peroxisomes (100 ppm); contracted nuclei with condensed cromatine, dila-
tation of intracellular space and mitochondria, and loss of fibrillar areas (150 ppm). Cadmium produces a toxic
effect in the hepatic cells; the effect is more severe at higher concentration, leading to cellular necrosis. Rev.

Biol. Trop. 54(2): 257-263. Epub 2006 Jun 01.
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El uso del cadmio se ha extendido rapi-
damente y su eliminacion se ha convertido en
un problema de salud (Benin 1999), que se ha
venido generalizando en los paises latinoa-
mericanos y esta teniendo un impacto en los
ecosistemas tropicales (Garcia-Céspedes et al.
2004, Salazar et al. 2004, Cordero et al. 2005).
Este se obtiene como un subproducto de la fun-
dicion del cobre, plomo y cinge, y es utilizado
en la industria de la galvanoplastia, en la fabri-
cacion de baterias y ceramicas, como pigmento
en pinturas, como estabilizador de plasticos y
en la elaboracion de plaguicidas y fertilizantes
(Doli 1993). Al ser facilmente absorbido y
acumulado en los tejidos por periodos largos,

Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 54 (2): 257-263, June 2006

el cadmio causa dafios en diversos organos
(Swiergoz et al. 1998).

En los animales superiores el cadmio se
acumula principalmente en higado y rifién (Doli
1993), pudiendo llegar a concentraciones supe-
riores a lo permisible segin la Administracion
de Salud y Seguridad Ocupacional (OSHA
1992). En el organismo se une a la metalotio-
neina (Hamada et al. 1996, Conto et al. 1997)
y cuando su concentracion sobrepasa la sinte-
sis de esta proteina, induce alteraciones tales
como: neuropatia, nefropatia, osteopatia y can-
cer (Allison et al. 1996, Orlowski et al. 1998,
Croute et al. 2000). En invertebrados, como
crustaceos y moluscos, gran parte del cadmio
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se une a la metalotioneina o bien a proteinas
similares y se acumula en el hepatopancreas
en forma de complejos metalotioneina-cadmio
(Rengel et al. 1993, Fernandez et al. 2000).

Existen informes del efecto que produce
el cadmio en organismos vivos; por ejemplo,
en peces induce alteraciones del crecimiento
y reproduccion (Rengel et al. 1997, Bouche
et al. 2000), en el cangrejo marino Mitrax
verrucosus origina un significativo retardo en
el desarrollo de las larvas (Rengel ef al. 1993).
También se ha establecido el efecto genotdxico
y clastogénico tanto en tejido vegetal (Zhang y
Yang 1994, Marcano et al. 1998) como en teji-
do animal (Sanchez-Galan et al. 2001) y en cul-
tivos celulares (Azzouzi et al. 1994, Tsangaris
y Tzortzatou-Stahopoulou 1998).

En el presente trabajo se realizo el estudio
de las alteraciones histologicas y ultraestruc-
turales en hepatocitos de ratones albino suizo
(Mus musculus), expuestos experimentalmente
al cloruro de cadmio (CdCl,).

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 82 ratones hembras, desteta-
dos, de 22 dias de nacidos, con una talla y peso
promedio de 6.41+0.53 cm y 22.34%2.3 g, los
cuales recibieron una dieta estandar basada en
un alimento comercial (ratarina-purina), man-
tenidos y tratados de acuerdo a las “Normas de
bioética y bioseguridad para la investigacion
con organismos vivos, ambiente y bioterios”,
establecidas por el Ministerio de Ciencia y
Tecnologia y el Fondo Nacional de Ciencia,
Tecnologia e Innovacion (Venezuela), para el
uso de animales de experimentacion.

Los animales fueron distribuidos en tres
grupos: Grupo A.- 16 ratones control, someti-
dos a ingesta at libitum con agua destilada por
un periodo de 100 dias. Grupos B, C y D, cons-
tituidos por 22 ratones cada uno, a los cuales se
les sustituyo el agua destilada por solucion de
CdCl, a concentraciones de 50 ppm, 100 ppm
y 150 ppm respectivamente.

Finalizada la fase experimental, los anima-
les fueron anestesiados con éter, sacrificados y
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extraido su higado, que fue cortado en seccio-
nes sagitales y transversales, para ser procesa-
do por microscopia Optica y electronica.

Procesamiento para microscopia optica.
Las muestras se fijaron en formaldehido al 40%
tamponado con amortiguador fosfato 0.1 M pH
7.6 durante 3 dias, luego deshidratadas en con-
centraciones crecientes de etanol, infiltradas
e incluidas en parafina para la realizacion de
cortes de 2 a 3 n y su posterior tincion con la
técnica de hematoxilina-eosina y observacion
en un fotomicroscopio, modelo Carl Zeiss.

Procesamiento para microscopia electro-
nica. Se fijaron las muestras en glutaraldehido
al 2% en amortiguador cacodilato 0.1 M pH 7.2
por 2 hr a temperatura ambiente y post-fijadas
en tetradxido de osmio al 1% en el mismo buffer
por 1 hr. Posteriormente se deshidraté con etanol
y 6xido de propileno e infiltré en resina poliester
Araldita 502, realizandose cortes de 200 a 400
A, que fueron tefiidos por la técnica de acetato
de uranilo y citrato de plomo, para ser observa-
dos en un microscopio electronico de transmi-
sion (Hitachi H-500) a 100 KV.

RESULTADOS

Cambios fenotipicos y/o fisiolégicos.
Posterior a los 30 dias de iniciado el ensayo,
todos los animales expuestos al toxico comen-
zaron a presentar cambios, no observados en
los controles, los cuales se acentuaron a medida
que la concentracion de CdCl, y el tiempo de
exposicion se incremento, entre estos cambios se
observo: pigmentacion y caida del pelo, oscure-
cimiento de los ojos, debilidad muscular e intran-
quilidad. También se observaron diferencias en
la talla y el peso con respecto a los controles al
aplicar la prueba t de student (Cuadro 1).

Alteraciones histologicas. En la Fig. | se
presenta un corte histologico del lobulo hepati-
co control, mostrando la disposicion trabecular,
arquitectura lobulillar, luz de vena central y
capilares sinosoides con patrones normales.
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CUADRO 1
Peso y talla promedio de ratones control y expuestos a intoxicacion con cloruro
de cadmio durante 100 dias

TABLE 1
Weigh and size of swiss albino mouse controls and exposed to intoxication with chloride of cadmium by 100 days

Concentracion Talla (cm) Peso (gr)

Inicial Final Inicial Final
Control 7.16 = 0.50 9.41 = 1.14 24.90 = 2.67 31.05 =341
50 ppm 6.25 = 0.81 9.10 = 0.69* 21.30 = 1.82 29.54 = 1.67*
100 ppm 6.25+0.34 9.0 = 0.70* 21.00 = 2.82 24.98 + 0.05*
150 ppm 6.77 = 0.50 8.96 = 0.47* 2277 £2.10 29.64 + 3.38%*
Promedio 6.60 = 0.66 9.11 = 0.75* 22.49 +2.35 28.80 = 2.12%*
*=p<0.05.

Fig. 1. Caracteristicas histologicas usuales del lobulo
hepatico control: Obsérvese la disposicion trabecular (—),
arquitectura lobulillar, luz de vena central (VC) y capilares
sinosoides (*). 450 X.

El resultado del analisis de los ratones
expuestos reveld diversas alteraciones histo-
logicas en todos los animales sometidos a
intoxicacion con cloruro de cadmio (Cuadro
2). A 50 ppm (Fig. 2), se muestra pérdida de la
disposicion trabecular y de la arquitectura lobu-
lillar, vacuolizacion citoplasmatica, infiltracion
linfocitaria y vena central con luz discreta-
mente dilatada. La Fig. 3. muestra los cambios
histolégicos ocasionados por la exposicion a
100 ppm. Se observd vacuolizacion citoplas-
matica muy acentuada, heteropignosis nuclear,
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Fig. 2. Cambios histologicos por exposicion a 50 ppm
de CdClzz Se muestra una gran variedad de lesiones
tales como: pérdida de la disposicion trabecular y de la
arquitectura lobulillar, vacuolizacion citoplasmatica (—),
infiltracion linfocitaria () y vena central con luz discreta-
mente dilatada (VC). 650 X.

dilatacion de vasos sinosoides asi como de la
vena central, e infiltracion linfocitaria infrapa-
renquimatosa; se observa ademas la presencia
de células binucleadas. La Fig. 4 muestra las
alteraciones en los hepatocitos de animales
expuestos a 150 ppm, obsérvese el tejido con
pérdida total de su arquitectura, vacuolizacion
citoplasmatica, atipicidad celular con focos de
necrosis e infiltracion linfocitaria.
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CUADRO 2
Porcentaje de alteraciones histologicas en tejido hepatico de ratones expuestos a intoxicacion

con cloruro de cadmio por 100 dias

TABLE 2
Percentage of histological alterations in hepatic tissue of swiss mouse albino exposed to intoxication
with chloride of cadmium during 100 days

Alteraciones expresadas en %

¥ Pérdida Pérdida Vacuolizacion Infiltracion Heteropignosis
Concentracion  gigposicion  arquitectura . L. P P& Dilatacion de VS
. citoplasmatica linfocitaria nuclear
trabecular lobulillar
50 ppm 50 40 50 60 - 26
100 ppm 82 80 100 100 10 50
150 ppm 100 100 44.4 66.7 58 *

VS: Vasos sanguineos.
*: No se determind por el deterioro del tejido.

Fig. 3. Cambios histolégicos por exposicién a 100 ppm:
Se observa vacuolizacion citoplasmatica muy acentuada
(¥), heteropignosis nuclear (¥), dilatacion tanto de vasos
sinosoides (*) como de la luz de la vena central (VC), e
infiltracion linfocitaria infraparenquimatosa (§). 500 X.

Alteraciones ultraestructurales. El ana-
lisis ultraestructural refleja cambios en los
organelos que se relacionan con un aumento
de la actividad metabdlica. A concentracion
de 50 ppm, se evidencid un aparente incre-
mento en el tamafio de las gotas de lipidos;
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) abun-
dante y distendido, rodeando frecuentemente a
las mitocondrias (Fig. 5); también se observo
un nucleolo caracterizado por la presencia de
numerosos centros fibrilares (Fig. 6). A 100
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Fig. 4. Cambios histologicos por exposicion a 150 ppm:
Obsérvese el tejido con pérdida total de su arquitectura,
vacuolizacion citoplasmatica (|), atipicidad celular con
focos de necrosis (W) e infiltracion linfocitaria. (J).
500 X.

ppm (Fig. 7), se presentan gotas de lipidos,
vacuolizacion citoplasmatica, en algunos casos
abiertas al espacio extracelular y la presencia
de lisosomas y peroxisomas alterados con un
nucleoide pleomorfico en su interior. Cuando
se aumenta la concentracion hasta 150 ppm, los
cambios observados fueron mas drasticos, los
nucleos se presentan contraidos con la cromatina
condensada, existiendo dilatacion en el espa-
cio intercelular, vacuolizacion citoplasmatica y
areas de pérdida mitocondrial y fibrilar (Fig. 8).
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Fig. 5. Ultraestructura de hepatocito expuesto a 50 ppm:
Se evidencia un incremento en el tamafio de las gotas de
lipidos (*); RER abundante y distendido, rodeando fre-
cuentemente a las mitocondrias (| ). 24.000 X.

Fig. 6. Ultraestructura del nucléolo expuesto a 50 ppm: Se
muestra la presencia de numerosos centros fibrilares (»).
20.000 X.

DISCUSION

Los resultados obtenidos por microsco-
pia optica, reflejan la citotoxicidad del metal
posiblemente como consecuencia del efecto
inhibitorio sobre las enzimas responsables del
mantenimiento de la integridad celular, tal
como lo sefialan Vaglio et al. 1999. Korotkov
et al. 1998 sugieren que el cadmio altera la
estructura de la membrana celular y mitocon-
drial por su efecto inhibitorio sobre la actividad
de las enzimas glutation reductasa, glutation
peroxidasa y catalasa; reportando ademas cam-
bios de permeabilidad de la membrana interna
mitocondrial, instaurando un incremento de la
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Fig. 7. Ultraestructura de hepatocito expuesto a 100 ppm: Se
presentan gotas de lipido (*), vacuolizacion citoplasmatica,
en algunos casos abiertas al espacio extracelular ({), y la
presencia de lisosomas y peroxisomas alterados con un
nucleoide pleomorfico en su interior (¥). 16.000 X.

Fig. 8. Ultraestructura de hepatocito expuesto a 150 ppm:
Los ntccleos se presentan contraidos con la cromatina con-
densada, dilatacion en el espacio intercelular (), vacuol-
izacion citoplasmatica (|) y areas de pérdida mitocondrial

y fibrilar (Q). 14.000 X.

permeabilidad al K2 y al H™2. Koizumi et al.
1996 establecen que el cadmio produce inhibi-
cion de la ATPasa Na'? — K*2, originando un
incremento del sodio intracelular lo cual oca-
siona retencion de agua e histolisis celular. Las
manifestaciones reportadas en esta investiga-
cioén son compatible con una hepatitis cronica
inespecifica (Cotran 1992, Doli 1993).

La presencia de células binucleadas obser-
vadas, podrian ser consecuencia de la despo-
limerizacion de la actina, proteina requerida
para la citoquinesis en células animales (Wanz
y Templeton 1996) y como consecuencia del
papel antagonico del cadmio con el calcio
(Koizumi et al. 1996, Carfagna et al. 1996).
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La distension, proliferacion y disposicion
del RER alrededor de las mitocondrias, obser-
vadas en el analisis ultraestructural, pueden ser
el resultado de reacciones del hepatocito ante
el agente toxico, probablemente producto del
aumento en la sintesis de proteinas, evidenciada
por la cantidad de centros fibrilares encontrados,
ya que son considerados como organizadores
nucleolares en fase activa o transcripcional
(Scheers et al. 1994, Marcano et al. 2002). El
incremento de gotas de lipidos y las variaciones
en los peroxisomas, se relaciona con una altera-
cion en el metabolismo de los lipidos tal y como
lo describen Koizumi et al. 1996.

Las alteraciones observadas a 150 ppm son
compatibles con una necrosis celular inducida
por el toxico, tal y como ha sido reportado por
otros autores (Doli 1993, Orlowski ef al. 1998).

Los resultados coinciden con los obteni-
dos utilizando este y otros metales en diversos
sistemas biologicos (Cotran 1992, Rengel et
al. 1997, Pulido et al. 1998, Benin et al. 1999,
Marcano et al. 2001, 2002).

Los resultados permiten sugerir que el
cadmio ejerce un efecto citotoxico en los hepa-
tocitos de animales sometidos a intoxicacion
cronica, probablemente como consecuencia del
estrés oxidativo y manifestado con alteraciones
en la actividad biosintética y en el metabolismo
de lipidos, el cual se hizo mas severo con el
aumento de la concentracion, pudiendo conlle-
var a una necrosis celular.
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RESUMEN

Se realiz6 un analisis de las alteraciones feno-
tipicas, estructurales y ultraestructurales inducidas por
Cd'? en hepatocitos de raton albino suizo. El metal fue

262

suministrado via oral en solucién acuosa de CdCl, durante
100 dias a concentraciones de 50 ppm, 100 ppm y 150 ppm,
en los controles la solucion de cadmio fue sustituida por
agua destilada. Las muestras fueron procesadas utilizando
la técnica de inclusion en parafina y tefiidas con hema-
toxilina-eosina para microscopia optica y por la técnica
convencional para microscopia electronica de transmision.
Identificamos cambios fenotipicos (diferencias entre talla y
peso) y fisiologicos (debilidad muscular e intranquilidad);
a nivel histologico, pérdida de la disposicion trabecular y
de la arquitectura lobulillar, focos de aglomerados linfoci-
ticos, vacuolizacion, dilatacion de sinosoides y de la vena
central. El estudio ultraestructural sefiala diversas altera-
ciones tales como: nucléolo con un elevado niimero de
centros fibrilares (50 ppm); voluminosas gotas de lipidos
en el citoplasma, reticulo endoplasmatico rugoso distendi-
do, vacuolizacion citoplasmatica, lisosomas y peroxisomas
alterados (100 ppm); nucleos contraidos con cromatina
condensada, dilatacion en el espacio intracelular y areas de
pérdida mitocondrial y fibrilar (150 ppm). Sugerimos que
el cadmio ejerce un efecto toxico en las células hepaticas
el cual se hace mas severo con el aumento de la concentra-
cion, llevando a la necrosis celular.

Palabras clave: cadmio, citotoxicidad, hepatocitos, histo-
logia, ultraestructura.
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