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1. RESUMEN

El cadmio (Cd) es un metal téxico, no esencial, que tiene efectos nocivos sobre la salud.
El Cd administrado en forma aguda o crénica se acumula en tejidos como: higado, bazo,
rinén, pancreas, testiculo y cerebro. El Cd produce cambios neuropatolégicos que
incluyen hemorragias en cerebro y cerebelo de ratas y conejos recién nacidos, asi como
hiperactividad, alteraciones bioquimicas y en la conducta operante. El cadmio produce
estrés oxidativo ya que incrementa la peroxidacion de lipidos como resultado de la
formacién de radicales libres. Por otro lado, la metalotioneina es una proteina 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 destoxificacién. La sintesis de esta proteina puede
ser inducida por metales o compuestos organicos tales como la dexametasona. El
objetivo de este estudio fue evaluar el efecto téxico del cadmio en ratas en desarrolio y
evaluar el papel protector de la metalotioneina cuando es inducida por dexametasona . Se
utilizaron ratas cepa Wistar de 13 dias de edad las cuales se dividieron en 4 grupos : a)
sol. salina; b) sol. salina + Cd (1mg/kg/dia); c) sol. salina+ Dx (2mg/kg/dia); d) Cd
(1mg/kg/dia)+Dx (2mg/kg/dia). Las ratas fueron inyectadas diariamente por via i.p.
durante 5 dias y se sacrificaron a los 18 y 28 dias de edad. Se estudiaron 4 regiones
cerebrales: corteza parietal, estriado, hipocampo y cerebelo. Se hicieron determinaciones
de cadmio en sangre y en regiones cerebrales; analisis microscépico, inmunochistoquimico
y ultraestructural asi como determinacién de niveles de peroxidacion de lipidos 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 peroxidacion de lipidos también
se incremento en todas las regiones (menos el hipocampo) en los grupos tratados con Cd
y Cd+Dx; asi 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 analisis
inmunihistoquimico mostro que la localizacion de la metalotioneina fue evidente en células
gliales y el cerebelo en los grupos tratados con Cd+Dx y Dx. Se observaron alteraciones
morfolégicas como células hipercromaticas, edema intersticial, fibras destruidas y células
de Purkinje picndticas en el grupo tratado con Cd en ambas edades, las lesiones
disminuyeron en el grupo tratado con Cd+Dx. La regién con menos lesiones fue el
hipocampo. Estos resultados sugieren que el Cd produce efecto neurotoxico por un
incremento en los niveles de peroxidacion de lipidos, alteraciones morfologicas y
ultraestructurales. Es importante notar que los efectos neurotéxicos por exposicion al
cadmio se disminuyeron por dexametasona.




2. ABSTRACT

Cadmium (Cd) is a toxic metal, with not biological importance, with toxic effects in the
heaith. 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(1mg/kg/day); c) saline+dexamethasone (2mg/kg/day); d) Cd(1mg/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 cellis
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. It is
important to note that the main neurotoxic effects of Cd exposure observed in these
studies were diminsished by dexamethasone.




3. INTRODUCCION

El Cadmio (Cd) es un metal de color plateado, sin importancia biolégica, distribuido en la
corteza terrestre, en una concentracion de 0.1 a 0.22 ppm; tiene una estructura hexagonal
compacta, es insoluble en agua, se oxida lentamente al contacto con el aire, presenta
diferente reactividad frente a los acidos y no reacciona con los alcalis. No existe en
estado puro, sino asociado con otros metales, tales como plomo, cobre o zinc, por lo que
la extraccion y el procesamiento de estos tltimos, propicia la contaminaciéon 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 extraccion de este metal se da
en los estados de Zacatecas y Chihuahua; en 1995 se exportaron 674121 toneladas
anuales del metal (/nstituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informdtica, INEGI
1995). EI Cd como la mayoria de los metales pesados se presenta en concentraciones del
orden de pg/l 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 téxico
importante (/nstituto Nacional de Ecologia, INE,1997).

La obtencion industrial primaria de Cd es dependiente de la produccion de zinc; la .
contaminacion ambiental por Cd se debe a las actividades mineras y metalurgicas
principalmente, asi como su utilizacién para galvanizar, como cloruro de polivinilo y
plasticos, en baterias recargables de niquel y cadmio, asi como catalizador y conservador
en la industria del plastico. El Cd también se utiliza en muchas aleaciones, colorantes de
Cd y otros productos de uso artistico que contienen pigmentos con sales de Cd (INE,
1997). La exposicidon laboral varia segun las actividades que se realicen (Tabla I).

La OMS (1987) menciona que en las grandes ciudades en donde hay actividades
industriales importantes, se reportaron concentraciones de 0.04 a 30 ug/m’ en el aire. En
las regiones donde hay contaminacion en el agua se han identificado niveles de 0.001mg/|
hasta 0.015 mg/l. En areas no industrializadas, se reporto la presencia de Cd en el suelo
en concentraciones de hasta 16mg/kg, derivada del deposito de particulas del aire o agua
movilizadas a largas distancias desde lugares donde se realizan actividades industriales.
La poblacion 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



fundamentalmente en los rifiones, causando hipertension arterial (Frieberg et al. 1974).
La absorcion pulmonar es mayor que la intestinal , por lo que el riesgo de exposicion es
mayor cuando el Cd es aspirado (ATSDR 1993). La concentracion critica 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 poblacion en general, es aproximadamente de
200mg/kg y se alcanza con una ingestion alimentaria diaria de unos 175ug por persona
durante 30 anos. Partiendo de una tasa de absorcion de Cd via alimentaria de 5% y de
una tasa diaria de excreciéon del 0.005% de la carga corporal, el Comité Mixto FAO/OMS
de Expertos en Aditivos Alimentarios llegé a la conclusién de que, para que las
concentraciones de Cd en corteza renal no sobrepasen 50mg/kg, la ingestion total de este
elemento no debe de ser superior a 1ug diario /kg de peso corporal. Por lo tanto se
establecioé un nivel de ingestion semanal tolerable provisional de 7ug/kg (OMS, 1995).

Tabla I.- Ocupaciones con exposicién potencial a Cadmio

EXPOSICION ALTA (actividades de alto riesgo)

Soldadores y aleaciones de cadmio

Fundidores de cadmio

Trabajadores de cadmio

Limpiadores de bolsas para recoleccién de compuestos de cadmio
Manipuladores de bolsas para recoleccion de compuestos de cadmio,
Soldadores (con cadmio)

EXPOSICION MEDIANA (actividades con mediano riesgo)
Fabricantes de aleaciones de cadmio,

Fabricantes de baterias de cadmio-niquel

Galvanizadores de cadmio

Fabricantes de celdas fotoeléctricas

Aplicadores de funguicidas con cadmio

Fabricantes de lamparas de vapor de cadmio

Metalizadores

Fabricantes de soldaduras de cadmio

Refinadores de zinc

EXPOSICION 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 pequeiias




Las determinaciones hechas en algunos paises respecto a la cantidad de Cd que se
ingiere a través de los alimentos, mostraron que ésta puede serde 10-60 ug/dia para una
persona de 70kg. En algunos casos, se ha notificado la ingestion de hasta 150ug/dia. El
tabaco es una importante fuente de Cd por inhalacién (Elinder y col. 1983; Galvao y Corey
1987; Wagner, 1991). La planta del tabaco absorbe el Cd desde el suelo y lo acumula en
las hojas, las cuales son usadas para la fabricacién de cigarrillos, y por combustion se
transfiere Cd al humo y posteriormente es inhalado por el fumador (Gairola, 1991). Se
estima que cada cigarrillo contiene alrededor de 1 o 2ug de Cd; Saldivar y cols. (1991)
determinaron que en los cigarros mexicanos el contenido de Cd era de 2.8ug/cigarilio.
Una parte de esta cantidad se elimina con la combustion, pero se inhala de 0.1 a 0.2 ug
por cigarrilio, lo que puede causar una acumulacién de 15mg de Cd en el organismo al
cabo de 20 aiios de haber fumado 20 cigarrillos diarios (OMS, 1995).

4. ANTECEDENTES
4.1 Epidemiologia

El interés en el estudio del cadmio surgié cuando agua contaminada con el metal, se
utilizé para regar cultivos de arroz, con esto se produjo el surgimiento de una enfermedad
llamada ltai-Itai (Ay-Ay, debido a los fuertes dolores de huesos que se padecen), en
Japon. Estudios adicionales confirmaron la importancia del problema particularmente con
respecto a la extraccion y utilizacion del cadmio (Shigematsu y col. 1979) . Un estudio
epidemiolégico en tres ciudades de Rusia, determind los niveles de cadmio en orina y
cabello de trabajadores expuestos al metal en una fabrica de pilas, también se cuantificé
la concentracion de cadmio en orina y sangre en personas que viven cercanamente a la
fabrica, principalmente nifos. Los resultados obtenidos mostraron un incremento de los
niveles del metal tanto en adultos como en nifios en cabello y orina; algunos trabajadores
presentaron disfuncion renal correlacionado con un nivel elevado en la excrecion de beta-
2-microglobulina (Bustueva, y col. 1994). Resultados similares se han observado en
Alemania y Polonia (Minoia, y col. 1990), Japdn (Takagi, y col. 1987). En Meéxico
estudios recientes en el norte del pais (que es donde se encuentran la mayor cantidad de
fundidoras de metales) han mostrado que en ciudades como Torreén, Chihuahua y
Monterrey lugares cercanos a las refinerias o fundidoras de metales existe un alto indice
de contaminaciéon con los metales arsénico, cadmio y plomo. En las tres ciudades los
niveles de esos metales se encuentran elevados tomando en cuenta que entre mas



cercana a la refineria o fundidora se tome la muestra con altos indices de contaminacion
(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 encontrandose el plomo en primer lugar, seguido del mercurio y en ultimo el
cadmio, estos niveles sobrepasaron los niveles que establece la EPA (Enviromental
Protection Agency) (Wyatt y col. 1998). En la ciudad de México, se realizé 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 cordén umbilical; los resultados una elevacion
en los niveles de cadmio de las madres que tuvieron antecedentes de fumadoras. No se
observé una correlacion 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 cordén umbilical; por otro lado se correlacionaron
los niveles de cadmio observados en el cordén umbilical y la sangre del recién nacido;
estos resultados sugieren la presencia de una barrera placentaria en donde es detenido el
cadmio (Galicia-Garcia, 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
toxicologico. En el medio natural se encuentra junto con el zinc y el plomo y de este modo,
la extraccion y procesamiento de estos dos metales ocasiona contaminacién ambiental.
El elemento fue descubierto en 1817 y rara vez se utilizo hasta que hace unos 50 arios se
le encontraron aplicaciones al cadmio en la galvanoplastia, la galvanizacion, plasticos y
pinturas asi como su empleo en la fabricacion de baterias de niquel y cadmio donde su
importancia radica en su gran resistencia a la corrosion y propiedades electroquimicas
(Friberg y col. 1986). La vida media del cadmio en el ser humano es de 10 a 30 afios, en
consecuencia con exposiciones continuas, tiende a acumularse principalmente en higado
y rifién. La dosis letal media (DLs,) de CdCl; en ratas varia segun la via de administracion:
es de 255 mg/kg cuando la administracion es por via oral, 9mg/kg si es por via
subcutanea, 3.55mg/kg para la via intraperitoneal y de 3.35 mg/kg en administraciones
endovenosas (Kotsonis y Klaassen, 1977). El metal casi no se absorbe por via
gastrointestinal; estudios en animales de laboratorio sefialan 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 §% (Rahola y dol..



1972). La absorcion por via respiratoria parece ser mas 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 albumina, mientras
que una pequena fraccion de cadmio sanguineo puede ser transportado por la
metalotioneina. Los niveles sanguineos de cadmio en adultos con exposiciéon crénica son
usualmente menores a 1ug/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-Garcia y col. 1997).

Los efectos toxicos del Cd son variables y dependen de la via de absorcion, la cantidad
absorbida y el tiempo de exposicion del organismo. En los humanos la exposicion a Cd,
aguda o cronica puede causar toxicidad sistémica como: disfuncién renal caracterizada
por proteinuria frecuentemente por darno tubular, algunas veces acompanada de dafo
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 Intoxicacion aguda

La intoxicacién aguda por Cd en humanos suele ser la consecuencia de la inhalacion
de polvos y vapores de Cd (por lo comtin 6xidos de cadmio), y de la ingestion de las sales
de este metal. Los primeros efectos toxicos se deben a irritacion local, después de su
ingestion se producen nausea, vomito, diarrea y célicos abdominales; a corto plazo el Cd
es mas toxico si se inhala. Los signos y sintomas que aparecen en términos de horas
comprenden irritacion de vias respiratorias, neumonitis tempranas e intensas, dolores
retroesternales, nausea, mareo y diarrea. La toxicidad puede evolucionar hasta incluir
edema pulmonar mortal o enfisema residual con fibrosis peribronquial y perivascular
(Klaassen, 1996).




4.4 Intoxicacién crénica

Los efectos toxicos de la exposicion prolongada al Cd difieren un poco segun la via por
la que ésta se produzca. El rindn es afectado después de la exposicion pulmonar o
gastrointestinal. El cadmio produce daro renal y hapatico ya que el metal es captado por
el higado y se combina con el glutation 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 rifndn. Una concentracion de 200 ug/g es suficiente para lesionar
las células del glomerulo y producir proteinuria (Klaassen, 1996). La exposicion cronica
produce daifio glomerular, disminuye la filtraciobn y ocurre aminociduria, glicosuria y
proteinuria, aunque se desconoce en su totalidad los mecanismos molecularse del dafio
glomerular (Lauwerys y col. 1984) (Figura 1). Por otro lado tenemos que la excrecion de
B2-microglobulina en la orina parece ser un indice sensible, aunque inespecifico, de la
nefrotoxicosis inducida por cadmio (Jin y col, 1998; Kelley, 1999).

El sistema respiratorio también es afectado por la intoxicacion con Cd principalmente a
nivel de los pulmones, y como consecuencia el sintoma mas frecuente en individuos con
neumopatia inducida por Cd es la disnea. No se conoce en detalle la patogenia del
enfisema vy la fibrosis pulmonar inducidas por Cd (Davison et al, 1988); pero si se sabe
que la inhalacién 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 especifica, el cadmio inhibe la sintesis de a;- antitripsina
plasmatica (Choudhury y Louria, 1976) observandose una relacion entre la deficiencia
intensa de la antitripsina mencionada, de origen genético y el enfisema en el ser humano.

En la ciudad de Toyama en Japén, ocurrié un brote epidémico de intoxicacion ocasionado
por la ingestion de arroz contaminado con cadmio, el cual era irrigado con agua
contaminada. Las personas afectadas principalmente mujeres post-menopausicas,
sufrieron deformacion de los huesos, osteomalacia, acompanada de intenso dolor y
fracturas, ademas de proteinuria, glaucoma y se determino como Sindrome de ltai-itai.
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Fig. 1 Mecanismos hipotéticos de la toxicosis renal inducida por cadmio. El cadmio (Cd) captado
por el higado se combina con glutation (GSH) y se excreta en la bilis o se liga a la metalotioneina
(MT), y asi crea una forma de depdsito del metal. Parte de! complejo en cuestion, al ser captado
por las células renales penetra en Jos lisosomas; MT es degradada en sSus componentes
aminodcidos (aa); se libera el cadmio de tales estructuras y pasa al citosol. En concentraciones de
200ug/g o mayores, el cadmio dafia el tefido renal y ocasiona proteinuria. Albumina (Alb). Tomado
de Klaassen CD, Metales pesados y sus antagonistas, En: Las Bases Farmacoldgicas de la
Terapeutica Eds. Goodman & Gilman, 1996.

Uno de los signos caracteristicos del Sindrome de itaifai fue la osteomalacia; que es un
sintoma que indica una deficiencia de calcio en los huesos (Scott et al, 1980); asi mismo
se ha observado que en sujetos expuestos al cadmio en su trabajo, disminuyen las
reseivas corporales de calcio; este se debe a una interferencia con la regulacién de!
equilibrio de calcio y fosfato por los rifiones. (Scott y col. 1980)

4.5 Neurotoxicidad del cadmio

En relacion con la neurotoxicidad, son pocas las investigaciones relacionadas con las
manifestaciones de dafo neuroldgico, ya que la capacidad del cadmio para atravesar la
barrera hematoencefélica en aduitos 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 toxico y se acumula mas
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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 incomplieto de la barrera hematoencefalica y a
que estan en un periodo critico de crecimiento, siendo mas susceptibles a los efectos del
cadmio (Shukla y col, 1996, Choudhuri, y col. 1996). Esto adquiere importancia ya que
los nifos de igual manera no tienen completamente madura la barrera hematoencefdlica y
por lo tanto son mas susceptibles al dafio neurotdxico del cadmio u otros contaminantes
ambientales. LLos metales como el cadmio, plomo, talio o mercurio afectan el sistema
nervioso central de los niflos de manera diferente que el del aduito produciendo una
variedad de dafos neuroldgicos. Por ejemplo, el plomo produce vertigos, nauseas,
cefaleas, insomnio, irritabilidad y disminucion en el coeficiente intelectual en dosis de
alrededor de 100ug/dl; mientras que el mercurio provoca pérdida de la memoria,
inestabilidad emocional, insomnio e inapetencia (Goyer, 1991). El talio causa cefalea,
neuropatia progresiva, inapetencia, ansiedad, psicosis, depresion y agresividad (Galvan-

Arzate y Santamaria, 1998).

Los estudios clinicos indican que el cadmio afecta al sistema nervioso central, Hart y col.
(1989) encontraron que la exposicidn ocupacional al cadmio estaba asociada con una
disminucion en la atencién, la velocidad psicomotora, el aprendizaje asociativo y la
memoria. Otros estudios hechos en escolares se observdé una asociacion entre los altos
niveles de cadmio en el cabello y la dificultad en el aprendizaje, hiperactividad, cambios
conductuales y electrofisiologicos relacionados con la excitabilidad neuronal (Tatcher y
col, 1982, 1984; Bonithon-Kopp y col., 1986). Esto también se encontré6 en ratas que
mostraron hiperactividad (Wong y Klaassen, 1982; Smith y col., 1985), aumento en la
conducta agresiva (Arito y col, 1981), disminucién 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 Ca®
por la entrada de cadmio (Souza y col, 1993). Normalmente la regulacién de entrada y
salida de Ca®* en la célula se lleva a cabo por canales iénicos transmembranales (Hille,
1984); los cuales pueden son blogueados por metales tales como Ni?* y Cd?* (Sauer y
Watanabe, 1988); mientras que la homeostasis interna del Ca®** es mantenida por la
mitocondria y el reticulo endoplasmico. Un elevado nivel del Ca®' citosodlico libre esta



asociado con dafio celular por a una activaciéon irreversible de fosfolipasas,
endonucleasas, proteasas y a cambios del citoesqueleto debido a la defosforilacion de
tubulina y actina (Nicotera, y col. 1988). La observacion de que el Ca?* es un mediador de
citotoxicidad esta asociada con una alteracion de la relacién de los grupos tioles/disulfuro
de las proteinas los cuales se ven alterados cuando metales como el Hg**, Cd**, Cu*
interactuan con estos sitios en las proteinas en lugar del calcio (Viarengo y Nicotera,
1991). Procesos dependientes de Ca** tales como: liberacion de neurotransmisores como
la dopamina (Gutierrez-Reyes y col. 1998); disminucion en la actividad de la
adenosintrifosfatasa ATPasa Na+/K+ e inhibicion de la Ca,Mg-Mg-ATPasa (involucrada
en el transporte de Ca?") por la formacion de la enzima fosforilada, (Viarengo y Nicotera,
1991) y la inactivaciéon o activacion 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 cronicamente
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 disminucion 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 exposicion a cadmio
disminuye la recaptura de dopamina y serotonina en sinaptosomas de cerebro de ratas,
que al parecer es un fenémeno ocasionado por la peroxidacion de lipidos de la membrana
(Gutierrez-Reyes y col. 1998).

4.6 Genotoxicidad del cadmio

El ADN es ia molécula encargada de almacenar la informacion genética que codifica las
funciones celulares que se han dado durante el curso de la evolucidn por la seleccion
natural, los dafos al ADN son inducidos por una gran cantidad de agentes fisicos,
bioldégicos y quimicos (Rojas y col. 1993). Metales tales como el cadmio son conocidos
como carcinogénicos en humanos y en animales experimentales, induciendo tumores en
pulmén, testiculos y prostata (IARC, International Agency for Research on Cancer 1993).
Diversos estudios de células in vitro demostraron que a concentraciones de 1mM o mas
altas, el cadmio produce rompimiento de las hebras de DNA con aberraciones



cromosomicas (Beyersmann y Hechtenberg, 1997). Hartwit y col (1994, 1995, 1998) y
Calvero y col. (1998) demostraron ademas que el cadmio inhibe el mecanismo de
reparacién por escision de bases del ADN, eso porque el cadmio inhibe la ADN
polimerasa afectando la sintesis de ADN para reparacion o para replicacion; 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). Asi mismo se ha
observado que el cadmio también inhibe la funcién de la ARN polimerasa en células
aisladas de higado (Hidalgo y col, 1976). Otro mecanismo frecuentemente discutido es la
induccién de darno oxidativo al ADN, esto debido a la generacion de radicales libres por
cadmio, por la reacciéon de Fenton o por su interferencia con los sistemas antioxidantes
de defensa celular (Sugiyama, 1994; Kasprzak, 1995). Los dafos ocasionados por los
radicales libres sobre la molécula de ADN son: deaminacion, hidrélisis espontanea y
metilacion no-enzimatica de bases del ADN (Lindahl, 1993). Si los mecanismos de
defensa celulares que eliminan los radicales libres no son capaces de prevenir
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Fig.2.- Inhibicién del mecanismo de reparacién de escicién de bases por metales en células de
mamiferos; los sitios de accién propuestos (Tomado de Hartwig A. Biometals(1995), 8:3-11)

TESIS CON 12
TALLA DE ORIGEN




completamente el efecto, entonces el mecanismo de reparacion por escision de bases
del ADN se convierte en el mecanismo mas importante de reparacion de la molécula de
ADN (Hartwig, 1998), siempre y cuando éstos no sean afectados también por el dafno
oxidativo lo cual produciria una disminucién en la capacidad de reparacion, originando
lesiones del ADN no reparadas, teniendo como consecuencia mutaciones y errores en la
sintesis de proteinas (Calevro y col. 1998).

El cadmio también es capaz de modular la expresion de algunos genes; este efecto
regulatorio se observa como la capacidad para inducir la expresion de los genes que
expresan la sintesis de la metalotioneina y del glutation, asi como también a
concentraciones de pmol/l puede inducir proteinas de heat shock (Beyersmann y
Hechtenberg, 1997). Una tercera clase de genes que se inducen por concentraciones no
toxicas y micromolares de cadmio son algunos proto-oncogenes: c-jun, c-fos y c-myc. La
induccion de estos genes indica un mecanismo por €l cual el cadmio puede promover el
desarrolio de cancer. Recientemente, la induccién 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 éspecificos morfolégicos y bioquimicos. La
muerte celular controlada es esencial para el desarrollo de organismos multicelulares,
porque la apoptosis es un mecanismo de homeostasis, que probablemente regule a
proteinas inducibles o constitutivas (Kondo y col. 1997). Los cambios morfolégicos que se
observan por microscopia de luz en células apoptoticas incluyen: retraccién celular,
separacion de las células, condensacion de cromatina y fragmentacién del nlcleo en
multiples cuerpos de cromatina envueltos por la membrana nuclear (Hart y col. 1998); con
microscopia electronica se observan células en apoptosis con cromatina condensada,
membrana ondulada, cuerpos apoptéticos y fragmentacién nuclear (Hamada y col. 1996).
La apoptosis puede ser inducida por una variedad de factores en los cuales se incluyen
drogas anti-cancer, mutagenos, oxidantes, radiaciones, factores de crecimiento, oxido
nitrico y metales entre otros (Thompson, 1995). Algunos estudios mostraron que el
cadmio tiene efectos sobre el incremento de apoptosis en diferentes tipos celulares. Se
obaervé un incremento en la apoptosis en células de rifién humano 293 (Hamada y col.



1996), en células renales LLC-PK de rata (Ishido y col. 1998), en células de pulmén (Hart
y col. 1999) expuestas a diferentes concentraciones de Cd,Cl. Habeebu y col. (1998)
mostraron aumento en el indice apoptético en células de higado de ratén expuestas a
Cd;Cl sugiriendo que la apoptosis es el mejor modo de eliminacién de células dahadas
por la exposicion a cadmio cuando menos en células de higado de ratén.

4.8 Peroxidacion de lipidos y cadmio

Los radicales libres de oxigeno son generados durante diversos procesos bioquimicos
normales en tejidos vivos. Los electrones no pareados hacen que estos componentes
sean altamente reactivos y que puedan iniciar reacciones de peroxidacién con varios
substratos importantes para la sobrevivencia de la célula tales como proteinas, lipidos y
acidos nucleicos. Un sistema complejo de defensa el cual esta formado por superoxido
dismutasa, catalasa, y glutation peroxidasa principalmente, esta involucrado para proteger
el tejido celular de los radicales libres y minimizar el dafio que pueden causar. Las
neuronas son especialmente vulnerables al ataque de los radicales libres y una
exposicidn excesiva a radicales libres puede llevar a una muerte neuronal (Bonorden y
Pariza, 1994; Jesberger, 1991).

La quimica de los radicales involucra tres pasos: iniciacion, propagacion y terminacién.
El paso de iniciacion se dinicia cuando una especie con un electrén desapareado es
generado, frecuentemente por camino de la transferencia reductiva de un electron. La
propagacion es la reaccion de un radical con un substrato para producir un segundo
radical por donacion o abstraccion de un electrén. La unién de dos radicales para formar
un especie no-radical produce la terminacion (fig.3). Entonces un radical formado in vivo,
en la propagacién puede llevar a un incremento en los niveles de dafio hasta el paso final
de terminacion (Robb-Gaspers y Connor,1997). En situaciones de estrés oxidativo se
forman substancias reactivas al oxigeno (Reactive Oxidative Substances, ROS), que
incluyen radicales y no-radicales derivados del oxigeno. El peréxido de hidrégeno (H,03)
es un ejemplo de una ROS que no es radical, mientras que el superéxido («O5) y el
radical hidroxilo (*OH) son radicales libres, potencialmente mas dafninos. Cuando el H,0;
es generado in vivo, este atraviesa las membranas facilmente (Halliwell y Gutteridge,
1989) y a través de una reaccion de reduccion con transferencia de un electréon puede
llevar a la generaciéon de ~OH el cual a su vez puede causar peroxidacion de lipidos y
dano al ADN.
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Fig.3. Iniciacién y propagacién de la peroxidacion de lipidos. (Tomado de Haliwell B. And
Gutteridge JMC. 1985; Free radicals in biology and medicine. Claredon Press, Oxford.

El cerebro es mas vulnerable que otros dérganos al estrés oxidativo, ya que tiene un
elevado consumo de oxigeno, es rico en lipidos y relativamente bajo en antioxidantes. El
cerebro contiene diversos tipos celulares que varian en su consumo de oxigeno,
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 neurologico normal. Las neuronas y las
celulas gliales contienen mecanismos protectores para combatir el estrés oxidativo,
incluyendo mecanismos de defensa (superoxido dismutasa, catalasa, glutatién) contra las
especies reactivas del oxigeno (Robb-Gaspers y Conno, 1997). Sin embargo estos
sistemas no estan igualmente distribuidos en el cerebro, sugiriendo que las células
pueden tener diferente susceptibilidad al dafo oxidativo (Robb-Gaspers y Connor, 1997).
La catalasa por ejemplo se encuentra predominantemente en oligodendrocitos (McKenna
y col, 1976) mientras que el glutation se encuentra preferentemente en astrocitos (Raps y
col. 1989).
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La peroxidaciéon de lipidos que es la destruccion oxidativa de las acidos grasos
poliinsaturados de los fosfolipidos de membrana producidos por la exposicion a radicales
libres u otros agentes oxidantes, esta relacionada con la capacidad del ién Fe para quelar
o catalizar la formacion de especies reactivas al oxigeno y estimular esta peroxidacion de
lipidos. Diversas evidencias indican que el Fe actia como un catalizador en la reaccion de
Fenton, facilitando la conversion del anion superéxido y peroxido de hidrégeno a radical
hidroxilo, como especies frecuentemente iniciadoras de la lipoperoxidacion (Halliwell y
Gutteridge, 1989):

Fe(lll) + «Ox"—Fe (ll) + O
Fe (ll) + H,O2; — Fe (lll) + «OH + OH-

La mitocondria tiene los tres componentes necesarios para llevar a cabo la reaccion de
Fenton: cuando el «OH es generado en la mitocondria, es capaz de reaccionar con lipidos
en el interior de la membrana mitocondrial causando peroxidacion de lipidos y pérdida del
gradiente de protones. En situaciones en las que la integridad de la membrana se pierde,
la mitocondria desacopla la fosforilacién oxidativa y no puede llegar a formar ATP (Robb-
Gaspers y Connor, 1997).

Los electrones son desapareados durante la respiracion mitocondrial normal, las
especies reactivas del oxigeno incluyen +O y H,O, (Halliwell y Gutteridge, 1989). Los
equivalentes son usados para pasar electrones de bajo a alto potencial por los cuatro
complejos proteinicos de la cadena respiratoria en la mitocondria. La cadena puede ser
desacoplada llevando a una reduccidon de electrones de oxigeno di-atémico a <O
(Halliwell y Gutteridge, 1989). Dos O~ son unidos por la superéxido dismutasa para
producir H,O.. El peréxido producido es inactivado por la accién de la catalasa y la
glutation peroxidasa, llevando a la produccién de agua y oxigeno di-atémico que no son
reactivos. Estos sistemas de defensa son eficientes para mantener el balance
electroquimico intercelular, el cual es aiterado como resultado del estrés oxidativo al que
se sometid a la célula. Los astrocitos son bajos en catalasa y puedeﬁ primariamente
defender con la glutatién peroxidasa para la detoxificacion de H,O, (Sato y Bremner,
1993).
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Aunque no se sabe con certeza cuales son los mecanismos de formacion de radicales
libres en la intoxicaciéon por cadmio, si se conoce que el cadmio aumenta de manera
significativa los niveles de lipoperoxidacién. Manca y col. (1991); demostraron que la
exposicion de ratas a dosis bajas y moderadas de cadmio por via intraperitoneal, el nivel
de lipoperoxidacion se incremento de manera significativa en higado, rifidén, pulmén,
corazon, testiculo y cerebro. En regiones cerebrales de ratas en desarrollo expuestas
périnatalmente a Cd, el estriado es la regidon que mas incremento su nivel de
lipoperoxidacion (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 generacion de radicales libres lo cual lleva a una
alteracién significativa en la fluidez de la membrana, la concentracién intracelular de calcio
y la composicion de fosfolipidos (Kumar y col, 1996). Otro factor importante por lo cual se
incrementa la peroxidacién de lipidos es la inhibicion por cadmio de los sistemas de
defensa: la glutation reductasa (Acan y Tezcan, 1995), la glutation peroxidasa y la
superoxido dismutasa (Shukla y col, 1996).

Un factor determinante en la neurotoxicidad del cadmio es la edad; los animales en
desarrollo son mas vulnerables al dafo del metal debido a que el cadmio penetra la
barrera hematoencefalica con mayor facilidad cuando ésta todavia 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 penetracion y distribucion del cadmio es
menor que en los animales en desarrollo (Gupta y col, 1990; Shukla y col., 1996; Antonio
y col, 1999). La barrera hematoencefalica es un sistema formado por un complejo de
células endoteliales, astrocitos, pericitos, macrofagos perivasculares y lamina basal
(Jolliet-Riant y Tillement, 1999). El dafo del cadmio sobre la barrera hematoencefdlica se
basa principalmente en un aumento en la peroxidacion de lipidos y en un disminuciéon en
la funcién de los sistemas de defensa contra los radicales libres, ya que la actividad de las
enzimas antioxidantes (glutation peroxidasa, superoxido dismutasa y catalasa) de las
células endoteliales se inhiben en animales en desarrollo o de 21 dias de edad con
exposicion al cadmio (Shukla y col, 1996). En ratas expuestas perinatalmente a cadmio,
se observé disminucion en el funcionamiento de los sistemas de defensa celular y
aumento en la peroxidacion de lipidos durante el desarrollo (Gupta y col,. 1995), ademas
de una significativa reduccion en el contenido de lipidos cerebrales (los cuales son
importantes en la etapa de mielinizacion),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 Ia metalotioneina en la intoxicaciéon por cadmio

La metalotioneina es un proteina 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 proteina se distribuye filogenéticamente con expresién celular en las
bacterias, hongos, plantas y eucariontes (Aschner, 1996).La familia de las metalotioneinas
en mamiferos consta de 4 isoformas similares y designadas como MT-1, MT-Il, MT-lll y
MT-IV (Palmitier y col. 1992; Kille y col. 1994; Ebadi, y col.1995). Las isoformas MT-l y
MT-il- se encuentran en el cerebro y en tejidos periféricos; la isoforma MT-lll se expresa
principaimente en el cerebro y muy poco en pancreas y la isoforma MT-IV se encuentra
en tejidos con células epitefiales estratificadas escamosas (Ebadi y col, 1996). Las
metalotioneinas son proteinas que contiener de 61 a 62 residuos de aminoécidos no
arométicos con aproximadamente de 25-30% de cisteinas (fig.4), sin puentes disulfuro, a
la cual se le unen 5-7 &tomos de zinc, 12 de cobre o 7 &tomos de cadmio por mol de
proteina (Ebadi y col. 1986; Aschner, 1996).

- [ 1]

Fig. 4 Estructura de la metalotioneina- Il humana. (Tomado de Sato y Bremner, 1993, Free Radical
Biology & Medicine 14: 325-337)
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Las diferencias estructurales entre MT-l y MT-Il son aparentes, con el isémero de MT-IlI
que contiene 2 aminoacidos adicionales y una sola treonina en la posiciéon 5 y 6; la
presencia de 8 residuos de glutamato confiere propiedades acidas a la MT-lil mientras
que las isoformas convencionales MT-1 y MT-ll son de naturaleza basica (Aschner, 1996).
Los genes que codifican cada isoforma estan en el cromosoma 8 del ratén y en el
cromosoma 16 del humano con una estructura de intron/exén (Palmitier y col, 1993 ). El
promotor del gen de las metalotioneinas esta compuesto por una region promotora con
diversos elementos: elementos metalorreguladores que consisten en una secuencia
especifica de bases; elementos responsivos a glucocorticoides que consiste en una
secuencia palindromica de 20 pares de bases (TGGTACAAATGTTCT) también llamado
elementos potenciadores porque generalmente funcionan para potenciar la transcripcion y
los factores de transcripcion (en este caso factor metal regulador 1) los cuales son
escenciales para la expresion basal e induccion por metales unidos a los otros elementos
del promotor; los elementos multiples metalorreguladores en los promotores de las
metalotioneinas no son idénticos y por ello no responden uniformemente (Beyersmanny
Hectenberg, 1997; Hidalgo y col. 2001). En el promotor del gen los diferentes elementos
metalorreguladores donde se unen proteinas responden a diferentes iones metalicos y
pueden funcionar como mecanismos reguladores de manera positiva o negativa del gen
de la metalotioneina (Palmitier, 1994).

PROMOTOR DEL GEN

Elementos Elementos responsivos| Factores de G EN
Metaloreguladores a glucocorticoides Transcripcion

Fig.5.- Esquema del promotor del gen de la metalotioneina incluyendo todos los elementos
reguladores (Tomado de Beyersmann y Hechtenberg, 1997).



La distribucién 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 isoforma de la que se
trate. La cuantificacion de los niveles constitutivos de ARNm de la MT-l, -ll y -l '
(expresada como fmol de RNAmM MT/ug total de RNA) en el cerebro de raton fue de MT-|

. (0.04)>MT-I11i(0.028)>MT-1l(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
expresion mas elevada de las 3 isoformas se presento en el bulbo olfatorio; mientras que
para el cerebelo la expresién mas elevada fue para la MT-1 y —ll y la menos expresada fue
la MT-lll. No se encontraron diferencias significativas en la expresion de las e isoformas
en corteza, caudado, hipocampo, talamo y ojo. La diferencia entre los niveles altos y bajos
de expresion las 3 isoformas fue de 2 y 2.5 veces. (Choudhuri y col. 1995). Se reporto
que existe una corelacién entre el ARNm de la MT-lll y la presencia de altas
concentraciones de zinc, tales como el hipocampo, corteza piriforme y amigdala (Palmitier
1994; Masters y col. 1994). Hidalgo y col. (1994) y Aschner (1996), observaron que la MT-
| se encuentra poco en la poblacidon neuronal del hipocampo y giro dentado; pero al
mismo tiempo la MT-l —ll que normalmente se asocia a células gliales, se encuentra
también presente en las neuronas CA3 del hipocampo. /n vivo las MT-1 y MT-ll son
abundantes en astrocitos protoplasmicos y fibrosos pero ausentes en microglia y
oligodendrocitos (Hidalgo, y col. 1994). Las formas MT-l y MT-Il también se pueden
encontrar en células ependimarias, aracnoides y células endoteliales de capilares
cerebrales; en contraste la MT-lll se expresa predominantemente en las neuronas,
especialmente aquellas que contienen altas cantidades de zinc en las vesiculas sinapticas
asi 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 accion de
diferentes factores tales como la edad (Choudhuri y col. 1996), la dieta o el estrés ya que
estos factores inducen la expresion de la MT, aunque un factor relevante en |la
concentracion de la MT esta directamente asociada con los niveles de zinc citosélico
(Gastull, y col. 1994). La concentracién citosdlica de zinc varia en las diferentes regiones
cerebrales (hipocampo 7.58, corteza parietal 6.32, estriado 6.31, hipotaiamo 4.78 y
cerebelo 3.58 todos los valores expresados en ug 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 expresion de la MT (Gastull y



col, 1994). Penkowa y col. (1999) analizaron la distribucion de la metalotioneina en
diferentes etapas de desarrolio del cerebro en las rata encontrando una correlacién entre
la cantidad de vesiculas de zinc y la expresion de MT-| y MT-ll, cuando se comparo el
patron de desarrolio de las vesiculas de zinc se observo que conforme avanza la edad
postanatal cuando las fibras de proyeccion conteniendo zinc del cerebro medio fueron
mas visibles, los astrocitos con imunorrectividad para MT-|, -ll fueron mas evidentes en
los campos terminales de estas proyecciones. La misma situacién se observo en la region
CA3 del hipocampo donde hubo un aumento en el zinc similar al aumento de astrocitos
.con MT-I, -ll, lo mismo fue observado en neocorteza, 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-I se encontraba en altas
concentraciones en astrocitos en hipocampo, cerebelo, caudado putamen, nucleos
talamicos paraventriculares. El zinc sirve como cofactor de alrededor de 300 enzimas que
funcionan manteniendo la homeostasis celular (Vallee y Auld, 1990; Valle 1995). Ei zinc
se une a residuos de cisteina e histidina en ciertas proteinas, confiriéndoles un complejo
de estructura terciaria el cual tiene afinidad para pequenas regiones del promotor del
ADN, estas configuraciones son conocidas como dedos de zinc (Ebadi y col. 1995). Otra
posibilidad para la regulacion de la concentracione de metalotioneina en el cerebro son
los glucocorticoides en el citoplasma. L.os receptores tipo | y Il para corticosteroides estan
asociados con un complejo multiproteinico (Heat Shock Proteins, HSP); este complejo
mantiene libre a los receptores de corticosteroides y accesibles para un ligando. La unién
de un ligando causa una disociacion de receptores de las proteinas HSP seguida de una
translocacion de los receptores activos al nicleo; en el nicleo 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 transcripcion 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
distribucion de iones metalicos tales como el cobre y el zinc; regulacion de la biosintesis y
actividad de las metaloenzimas; citoproteccion contra el daiio producido por radicales
libres; citoprotecciobn contra el dafo ocasionado por metales pesados;
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compartamentalizacion del zinc, enzimas zinc-dependientes y factores de transcripcion
entre astrocitos y neuronas; detoxificacion de los metales pesados del liquido
cefalorraquideo, del espacio extracelular por medio del epitelio coroideo, células
ependimales y astrocitos y neuromodulacion de la transmisién de glutamato y
GABAérgica particularmente zinc-érgica y la expresion de MT-Ill en neuronas. (Aschner,
1996).

L.os 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 peroxido de hidrégeno,
superoxido dismutasa para el superoxido, glutation peroxidasa para el peroxido de
hidrogeno y peroxilipidos y antioxidantes no especificos como: glutation 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 formacion intramolecular de
disuifuro (Ebadi, y co0l.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 inactivay no
tdxica para la célula (por ejemplo el astrocito), protegiéndose a si 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 suifhidrilos de los astrocitos vulnerables tales como los acarreadores de
glutamato (Aschner, 1996).

4.10 Histopatologia y cadmio
El primer estudio sobre las alteraciones morfoldgicas 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 intoxicacion con cloruro de cadmio de 1mg/100g
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de peso corporal y 2mg/100g respectivamente, se encontré en los adultos, hemorragias
en cerebro y cerebelo, mientras que en los animales recién nacidos los cambios
cerebrales y cerebelares fueron mas intensos; hemorragias, nucleos picnéticos e
hipercromaticos, fibras destruidas y células de neuroglia con nucleos picnéticos. En
cerebelo, las células de Purkinje se observaron masivamente desintegradas,
estableciendo que la encefalopatia producida por metales son mas severas en nifios que
en adultos. Wong y Klaassen (1982) observaron lesiones en diferentes areas del encéfalo
(corteza parietal, cerebelo, cuerpo calioso y caudado-putamen) en ratas recién nacidas,
mostrando areas de necrosis, hemorragias, reaccion de gliosis; los capilares cercanos a
las areas de necrosis se observaron con paredes intactas, pero por ellas hubo infiltracion
de macrofagos y linfocitos, sin embargo, los capilares de la corteza parietal distante a las
areas dafiadas o del foco de gliosis en el caudado y en las meninges estaban normales.
En ratas adultas no se observaron dafos de ningtin tipo; los cambios menores que se
observaron en los capilares de las areas de necrosis pueden ser secundarios al dafio que
causa la necrosis por si misma. Provias y col.(1994) reportaron el caso de un nifio que
murié por una intoxicacién aguda por cadmio; la autopsia mostr6 que habia edema
cerebral, y resultados obtenidos por espectofoton{etria de absorcion atémica revelaron
elevados niveles intracelulares de cadmio estos resultados sugirieron alteraciones en la

barrera hematoencefalica del nifio.

No obstante el hecho de que la induccién de cambios morfolégicos en el cerebro en
animales aduitos esta restringido a altas dosis de cadmio, las concentraciones bajas
ejercen efectos toxicos a nivel celular. En otros érganos cultivos celulares de la linea
LLC-PK; (células epiteliales renales) expuestas a concentraciones micromolares de
cadmio, mostraron que las uniones adherentes entre célula y célula se separan 15 min.
después de exposicidn y a las 6 horas, la separacion es total; el analisis ultraestructural
mostrd el desarreglo inicial en la union 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 dafar estas uniones puede
incrementar la permeabilidad del lecho vascular en una variedad de tejidos, lo que
eventualmente lleva a un cambio necrético secundario (Nolan y Shaikn, 1986; Niewenhuis
y col. 1997).
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Las mitocondrias son los érganelos celulares de forma oval en donde se lleva acabo la
fosforilacion oxidativa, el ciclo del acido citrig:o y la oxidacion de los acidos 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
lipidos, incluyendo colesterol y numerosas enzimas que participan en los procesos de
oxidacion. La membrana interna posee una proporcién proteinica/lipidica muy alta
(aproximadamente 4:1 por unidad de peso, lo cual corresponde a una molécula de
proteina por cada 15 fosfolipidos), a pesar de sus diferencias a nivel de microscopia
electronica la estructura es semejante. Por sus caracteristicas de composicion de
membranas, las mitocondrias pueden ser susceptibles al dafio por radicales libres ya que
su alto contenido de lipidos lo hace un blanco para la peroxidacion de lipidos (Halliwell y
Gatteridge, 1985). En el nervio dptico periférico tratado con cadmio se observaron
alteraciones ultraestructurales en las mitocondrias que presentaron vacuolizacion y
destruccion de las crestas mitocondriales; en muchos axones los microtibulos del
citoesqueleto fueron destruidos mientras que la mielina presentd solo vacuolizacién de
manera ocasional, asociada a una alteracion en la velocidad de la conduccion nerviosa en
el nervio Optico. (Fern, y col. 1996). Similares resultados con mitocondrias alteradas y
vacuoladas en neuronas de gangiio espinal de ratas expuestas a acetona fueron

observados por Chang (1993).
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5 HIPOTESIS

Si el cadmio es capaz de inducir cambios morfologicos cerebrales en asociacién con los
incrementos en la peroxidacién de lipidos, entonces estos cambios pueden ser revertidos
por un efecto protector de la metalotioneina cuando es inducida exdgenamente 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 encefalicas de
ratas en desarrollo que fueron expuestas a Cd.

- Evaluar las alteraciones morfolégicas y ultraestructurales en corteza parietal,
estriado, hipocampo y cerebelo de ratas que fueron expuestas a Cd.

- Localizacién y expresion de la MT en corteza parietal, estriado, hipocampo y
cerebelo mediante inmunochistoquimica

- Cuantificar la concentracién MT en las diferentes regiones del encéfalo de ratas
expuestas a Cd y Dx por espectofotometria de absorcion atéomica..

- Determinar los niveles de peroxidacion de lipidos en regiones cerebrales de ratas

expuestas a Cdy Dx.
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7. MATERIALES Y METODOS.

7.1 Animales.

Se utilizaron ratas Wistar machos y hembras de 13 dias 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 Neurologia
y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez. Las ratas se dejaron lactar ad /ibitum y se
mantuvieron en cajas de polipropileno con una temperatura aproximada de 22°C, ciclos
de luz-obscuridad de 12h y una humedad ambiental relativa de 40%.

Las ratas Wistar prefadas se mantuvieron en cajas individuales y fueron alimentadas
con Purina Chow y agua ad /ibitum. Las ratas se evaluaron a diario para determinar el
dia de! parto. El dia de nacimiento de las ratas fue definido como el dia uno postnatal. Un
dia después del nacimiento el nimero de crias se redujo a 8 sin importar el sexo,
eliminandose el exceso de ratas al azar. Las crias que fueron seleccionadas se quedaron
con sus madres durante todo el experimento. Cuando las crias cumplieron los 13 dias 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 administré al azar uno de los tratamientos. Este procedimiento se repitié de 8 a

12 veces.

7.2 Tratamientos experimentales.

A las ratas se les administro intraperitonealmente (i.p.) con los siguientes compuestos:
Grupo Control.- Sélo solucién salina al 0.9%

Grupo Cd.- Cd1mg/kg/dia + solucion salina al 0.9%

Grupo Dx.- Dx2mg/kg/dia + solucidn salina al 0.9%
Grupo Cd+Dx.- Cd 1mg/kg/dia + Dx 2mg/kg/dia 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 dia de tratamiento las ratas fueron sacrificadas para

obtener el cerebro o la sangre para los diferentes analisis y procedimientos (fig.6).

Ratas Wistar
13 dias de edad

—

TN

Sol.Salina + Sol. Salina +

Sol. Salina +
Dx 2mg/kg

Cd 1mg/kg +
Dx 2mg/kg

Sol salina Cd 1mg/kg

Inyeccion durante 5 dias
Sacrificar a 18 y 28 dias edad

11l

Analisis microscopico
Andlisis ultraestructural
Espectofotometria Absorcion Atomica
Peroxidacon de lipidos

Fig.6.- Esquema del disefio experimental
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7.3 Determinacion de Cd en Sangre

Las muestras de sangre se obtubieron por puncién cardiaca directa bajo anestesia con
cloroformo y para determinar Cd en sangre se procedio de acuerdo a la técnica descrita
por Peterson y col. (1991). Se colocaron 2 tubos (ya que la medicion se hizé por
duplicado) para cada muestra de sangre. A cada tubo se adicioné 1 m! de acido nitrico
0.8N, esto con el fin de precipitar las proteinas de la sangre. En los tubos etiquetados se
transfirid 1ml de sangre adicionada con acido, se agito bien y se centrifugo durante 10
minutos a 15,000 rpm en una ultracentrifuga refrigerada Beckman Modelo J-21C. EI
sobrenadante se guardo en un vial etiquetado y en refrigeracion para su posterior
medicion. Se tomé del sobrenadante 100pl y se diluyeron con 400ul una soluciéon de
modificador de matriz (solucién de tritén , fosfato dibasico de amonio y acido nitrico) , y la
mezcla se colocod en el automuestreador del espectofotémetro de absorcion atémica con
horno de grafito Perkin-Elmer 3110, con las siguientes condiciones: longitud de onda
228.8; temperatura de secado 100°C, temperatura de carbonizacion 400°C y temperatura

de atomizacion 2,500°C.

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 concentracion de Cd se
determiné interpolando en una curva de calibracion construida con un estandard de Cd,
cuya concentracion es de 10mg/ml. Se tomaron 5ml de la muestra y se disolvieron con
100 mil de una solucion de modificador de matriz, hasta obtener una concentracion de 50
ppm de Cd (50mg/mi), 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 dilucion con la misma solucion
modificadora. Los resultados se expresaron como mg Cd/dl (ppb).

7.4 Determinacién de Cd en regiones cerebrales.
Las ratas se sacrificaron por decapitacion, se obtuvo el encéfalo y se realizo la diseccién

de las regiones cerebrales (corteza parietal, estriado, hipocampo y cerebelo) segun
Glowniski e lversen (1966).
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Se siguiod la técnica descrita por Christian (1969) y modificada por Eller (1977).Primero
se pesaron los tubos vacios, y después se volvieron a pesar con el tejido para obtener el
peso del tejido total, se agregé al tejido 1 ml de acido nitrico Suprapur. Una vez digeridas
las muestras, se tomaron alicuotas de 100ul y se diluyeron 1:50 con modificador. Las
muestras y los estandares fueron colocados en el automuestreador del espectofotémetro
de absorcion atomica con horno de grafito Perkin-Elmer 3110, con las mismas
condiciones utilizadas para la detrminacion de cadmio en sangre. Los resultados se

expresaron en ng Cd/g de tejido humedo.

7.5 Andlisis por microscopia 6ptica.

Las ratas (25-30 g de peso) se anestesiaron con hidrato de cloral al una concentracion
de 0.124mg/kg por via i.p. y se perfundieron por via intracardiaca con 250mi de solucion
salina a 4°C seguida de 400ml de solucion de formol at 10% también a 4°C con una
presion de perfusién de 13.69 KPa. Los cerebros disectados, se fijaron en formol al 10%
por 15 dias. 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 Sum de grosor con
el micrétomo; estos cortes fueron adheridos a portaobjetos y después rehidratados para
su posterior tincion con la técnica de hematoxilina-eosina (Heffes C, y Mullick F, 1992).
También se realizaron las impregnaciones argénticas de Rio-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 Il.

7.6 Analisis Inmunohistoquimico

Para el analisis inmunohistoquimico se llevo a cabo el mismo procedimiento de sacrificio
diseccion, fijacion y deshidratacion que para el apartado de estudio histopatolégico
(seccién. 7.5). Los bloques de parafina se cortaron a 5u 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 cada
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cadmbio fue de 3 minutos. Las peroxidasas endogenas fueron bloqueadas con peroxido
de hidrégeno al 3% por 30 minutos a temperatura ambiente. Se aplicé el anticuerpo
monoclonal contra Metalotioneina (MT-1 y MT-1l) de DAKO, durante 24 hrs, en camara
humeda a temperatura ambiente, se adicioné el anticuerpo conjugado biotinilado por 20
minutos seguido del complejo estreptavidina conjugada con peroxidasa por 20 minutos a
temperatura ambiente. Después de cada incubacion las muestras fueron lavadas con PBS
pH 7.6. Finalmente las inmunoreacciones se revelaron con di-amino-bencidina (DAB) por
5 minutos, lavadas y contratenidas con hematoxilina-carbonato de litio. Las laminillas

fueron analizados y fotografiadas con un fotomicroscopio Carl Zeiss FOMI .

7.7 Analisis por microscopia electrénica.

Las ratas fueron anestesiadas con hidrato de cloral al una concentracion de 0.124mg/kg
por via i.p. y prefundidas por via intracardiaca con 250 ml de solucién salina seguido
300mi de una solucion fijadora (amortiguador de cacodilatos 3M, paraformaldehido 8% y
giutaraldehido al 2.5%). Se realizo la diseccion de las regiones, los fragmentos fueron
colocados en glutaraldehido 2.5% por 2 hrs. Se cambiaron a una soluciéon 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 10 minutos cada cambio. Se prosiguié
con la deshidratacion con solucion de alcoholes porcentuales a las siguientes
concentraciones: 70%, 80%, 90% y 100% de 10 minutos cada uno, seguido de 2 cambios
de 15 minutos con Oxido de propileno. Los tejidos fueron preincluidos con o6xido de
propileno-EPON 1:1 por 24 hrs, para ser finalmente incluidos en Epon puro y
polimerizados a 60°C por 18hrs (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 1u de grosor fueron tenidos con azul de
toluidina para seleccionar el area 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
Electrénico Zeiss EM-10. Se estudiaron las 4 regiones obtenidas (corteza parietal,
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estriado, hipocampo y cerebelo). Observamos principalmente mitocondrias cerca del
nucleo y el la region sinaptica de las neuronas , fueron elegidos 10 campos al azar de

cada rata por cada tratamiento.
7.8 Determinacion de metalotioneina

Para determinar esta proteina se siguié la técnica de saturacion con Ag, descrita
inicialmente por Scheuhammer y Cherian (1986) con maodificaciones minimas. Este
método hace uso de la afinidad de la MT por la Ag y de que esta proteina es
termoestable, de tal manera que la cantidad de Ag soluble después de hervir una
suspension proteica enriquecida con este elemento, permite calcular la concentracion de

MT presente en el tejido.

Las ratas se sacrificaron por decapitacion y se realizo la diseccidon de la regiones
cerebrales como se describe en la seccion 4.4 .El tejido se peso y homogenizé en 300l
de una mezcla (1.5:1 v/v) de buffer de fosfatos, 0.05 M y NaCl, 0.375 M. Al homogenado
se le agregaron 400yl de solucion amortiguadora de glicina, 0.5M y 250 ul del estandar de
Ag, se mezclaron suavemente, dejandose reposar a temperatura ambiente durante 5 min,
luego se le agregaron 100pl de hemolizado (su preparacion se menciona en el siguiente
parrafo), 1a mezcla se hirvié durante 2 minutos, se centrifugo a 10,000 rpm por 5§ min., se
tomo el sobrenadante, al que se le agregaron de nuevo 100ul del hemolizado, y la mezcla
se hirvié nuevamente por un periodo de tiempo semejante, luego se centrifugo , se tomoé
el sobrenadante y se repitid el procedimiento una vez mas. El sobrenadante final se
resuspendio en HNO; al 3% en una proporcion de 1:10 v/iv y se determiné el total de Ag
por espectofotometria de absorcién atomica , 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 85°C; temperatura de carbonizacion 850°C; temperatura de
atomizacion 2,400°C. Estas condiciones se establecieron previamente utilizando un
estandar acuoso de Ag (Mallinckmdt Speciality Chemicals, Co, Paris, KY) para obtener las
condiciones 6ptimas de lectura. La concentracion se determind por una curva acuosa
construida con un estandar de Ag cuya concentracion 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 humedo de tejido.
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Para la preparacién del hemolizado: una vez obtenida la sangre de las ratas, se midio el
volumen y por cada 10 ml se le agregaron 20ml de KCI, 1.15%, se agito y se centrifugo a
3,000 rpm por 5 min. el sedimento se resuspendié en 20ml de KCI, se agitdo nuevamente y
se centrifugo a 3,000 rpm por 5 min, se repitio este paso una vez mas. Finalmente la
pastilla se resuspendio en 30 ml de bufer de TRIS 30mM, se dejo reposar durante 10 min,
después se centrifugo a 10,000 rpm por 10 min. y el sobrenadante (hemolizado) se

congelo a —70°C.

7.9 Determinacion de peroxidacién de lipidos.

Se siguid la técnica descrita por Triggs y Willmore (1984), esta técnica se basa en la
determinacion de productos lipidicos de peroxidacion que generan fluorescencia. Se
sacrificaron a las ratas por decapitacion y se disecaron las regiones cerebrales como se
indica en el segmento 4.4 . El tejido se homogenizo en 3 ml de solucién salina al 9% y a
4°C, se tomaron alicuotas de 1ml por duplicado (una alicuota de 1ml se guardo en
congelaciéon para la determinacion de proteinas) y se les agregaron 4ml de una mezcla de
cloroformo-metanol. Después de ser agitada durante 5 seg, la mezcla fue refrigerada por
30 min, protegidas de la luz, para permitir la separaciéon de fases. La fase acuosa (fase
superior) se aspiré con una bomba de vacié y se descarto; de la parte inferior se tomaron
900 pl y se les agregaron 100 i de metanol. La fluorescencia se determind en esta fase
usando un Espectrofotémetro de Luminiscencia Perkin Elmer LS 50B, a longitudes de
onda de 370 nm de excitacion y 430nm de emision. La sensibilidad del espectofotémetro
fue calibrado a 140 unidades de fluorescencia con la solucion estandar de quinina
(0.1ug/ml de H,SO, 0.5M). Para expresar los niveles de peroxidacion/ ug de proteina se
hizo la determinacion de proteinas por medio del método de Lowry (1951).

7.10 Determinacién de Proteinas.

Para la determinacion de proteinas, se descongelo |a alicuota (que se habia guardado
en el primer paso de la determinacién de peroxidacion de lipidos). De esta alicuota se
tomaron 50pl y se le agregaron 950l de agua desionizada. De esta dilucion se tomé una
alicuota de 400l y se agregaron 2ml de NaOH 0.1 N mas 0.5 ml de tartrato de Sodio y
potasio al 2% mas 0.5ml de CuSO, al 1%. Todo esto se agitdé por 5 seg y se dejo reposar
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durante 10 min. A cada tubo se le agregaron 200ul del reactivo Folin-Fenol diluido
previamente en agua en una porcion de 1:1. Se agitd por 5 seg y se dejo reposar por
30min. La absorbancia del cromégeno azul se midi6 en el Espectofotometro de
Ultravioleta Visible Perkin-Elmer Lambda a una longitud de onda a 550nm. Para obtener
la concentracion de proteinas se interpolan los valores de una curva estandar construida
por concentraciones de albumina conocida. Las unidades son expresadas en nmoles de
proteina/g de tejido. Todo se realizd por duplicado.

7.11 Andlisis estadistico

Todos los datos generados fueron analizados estadisticamente empleando un analisis
de varianza de bloques seguido de una prueba de Tukey.
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8. RESULTADOS

8.1 Concentracién de Cd en sangre

La concentracién de Cd encontrada en sangre se incrementd en los grupos tratados
con Cd y Cd+Dx a los dos tiempos en que fueron sacrificados los animales (fig.7). El
incremento en el grupo tratado con Cd fue de 43 y 234 veces a los 18 y 28 dias
respectivamente. Asi mismo el incremento de Cd en los grupos tratados con Cd+Dx fue
de 253 y 21.5 veces a los 18 y 28 dias.
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Fig.7.- Concentraciones de Cd en sangre a los 18 y 28 dias de edad en los diferentes grupos de
tratamiento. Cadmio (Cd 1mg/kg/dia) Dexametasona (Dx 2mg/kg/dia). a diferente vs control; b
diferente vs Dx p<0.01. Prueba de Tukey.
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8.2 Concentracién de Cd en regiones cerebrales

En las regiones cerebraies también se encontraron incrementos 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 18diasde_edadenelgrupotramdosolocon0d,se
incrementé 58.3 veces, en estriado 9.4 veces, 18.3 en hipocampo y 11.4 veces en
cerebelo (fig.8), mientras que a los 28 dias 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 fue de 58.3 veces, estriado 6.3, hipocampo 11.5 y cerebelo 13.6 veces (fig.8)
a los 18 dias de edad; mientras que a los 28 dias de edad en las mismas regiones el
incremento fue de 18.4 veces, 8.2, 13 y 11.7 veces (fig.9) con respecto al grupo control.
Tanto a los 18 como a los 28 dias de edad la concentraciéon mas alta del metal fue
encontrada en e hipocampo seguida del estriado, corteza y cerebelo; estos resultados
fueron diferentes estadisticamente con una p< 0.01.
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Fig.8.- Concentraciones de Cd en regiones encefdlicas a los 18 dias de edad. Cadmio (Cd
1mg/kg/dia) Dexametasona (Dx 2mg/kg/dia). 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 encefdlicas a los 28 dias de edad. Cadmio (Cd
1mg/kg/dia) Dexametasona (Dx 2mg/kg/dia). a diferente vs control; b diferente vs Dx p<0.01.
Prueba de Tukey.

8.3 Niveles de peroxidaciéon de lipidos en regiones cerebrales

La peroxidacion de lipidos también se vio incrementada en las ratas tratadas con Cd y
Cd+Dx. La peroxidacion de lipidos se incremento a los 18 dias en el grupo tratado con
Cd en corteza parietal 2.7, estriadd 2.4 y cerebelo 1.5 veces de forma significativa con
respecto al control, mientras que en el hipocampo el aumento fue de 1.3 veces sin tener
significancia estadistica (fig.10). La peroxidacién de lipidos en corteza parietal fue 1.7
incrementada con respecto al grupo tratado solo con Dx.

El grupo de ratas tratado con Dx también mostré un incremesnto en la peroxidacién en
las mismas regiones que el grupo anterior: corteza parietal 1.9, estriado 1.6 y cerebeio
1.3 veces con respecto al grupo control; el hipocampo se mantuvo sin diferencias
(fig.10) asi mismo también estriado fue diferente con respecto al grupo tratado solo con
Cd. El grupo tratado con Cd+Dx siguié la misma tendencia de incrementar la
lipoperoxidaciéon en las misma regiones: corteza 1.7, estriado 1.6 y cerebelo 1.4 veces;
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Fig. 10.- Peroxidacién de lipidos en regiones corebrales a los 18 dias de edad; a diferente vs.
control p< 0.05; b diferente vs Cd p< 0.05 ; c diferente vs Cd+Dx p< 0.05. Prueba de Tukey.

mientras que el hipocampo 1.1 veces no mostrd ningun incremento significativo, estos
incrementos fueron con respecto 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 peroxidacion de lipidos no se observaron cambios
marcados. En el grupo tratado con Cd la peroxidacion de lipidos se incrementd 1.5
veces en el estriado, corteza parietal, cerebelo e hipocampo no mostraron cambios en
este mismo grupo (fig.11). En estriado y corteza e grupo tratado con Dx mostré un
tendencia a disminuir los niveles de peroxidacién con respecto al control; no asi en
cerebelo e hipocampo (fig.11) que se mantuvieron sin diferencia con respecto al control.
Por dltimo e! grupo tratado con Cd+Dx mostré una tendencia muy similar en las cuatro
regiones estudiadas, con respecto al control no se mostraron cambios significativos. La
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unica diferencia en este grupo se vio con respecto al grupo tratado con Cd solo en el
estriado en donde la diferencia fue de 0.72 veces menos que en ese grupo (fig.11).
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Fig. 11.- Pemmdaaondolipidosenmmcaobralesaloszediasdeedad a diferente vs
control; b diferente vs.Dx; ¢ diferente vs Cd+Dx ; * diferente vs los 3 grupos con una p< 0.05.
Prueba de Tukey

8.4 Niveles de metalotioneina en regiones cerebrales

Las concentraciones de metajotioneina se incrementaron en los grupos tratados con
Dx y Cd+Dx en las diferentes regiones. A los 18 dias de edad, en el grupo tratado solo
con Cd el incremento no fue significativo en ninguna regiéon (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 también se incrementaron en corteza 2.49, en
estriado 4.15, en hipocampo 2.19 y en cerebelo 9.5 veces siendo el hipocampo la region
que presento los niveles mas altos de proteina seguido de corteza estriado y cerebelo
(fig.12) en ambos grupos.
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A los 28 dias de edad el incremento en los niveles de metalotioneina con respecto al
grupo control en las 4 regiones cerebrales fueron los siguientes; en el grupo tratado con
Cd en corteza 0.8, estriado 0.5, hipocampo 0.9 y cerebelo 1.5 veces (fig.13). En el
grupo tratado solo con Dx la corteza aumento 1.9, estriado 4.1, hipocampo 3.6 y en
cerebelo 4.2 veces, siendo todas las regiones estadisticamente diferentes con respecto
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Fig. 12.- Niveles de metalotioneina en regiones corebrales a los 18 dias de edad; a diferente vs
controf; b diferente vs Cd p<0.01.

al control. El Gltimo grupo, el tratado con Cd+Dx también mostré niveles elevados de
metalotioneina que fueron significativos para las 4 regiones con respecto al control
(fig.13). En donde no hubo diferencias significativas fue en los grupos tratados 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 valores de metalotioneina en las dos
edades cuantificadas 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 dias de edad; a diferente vs
control; b diferente vs Cd p< 0.05.

8.5 Inmunohistoquimica de la metalotioneina en regiones cerebrales

El estudio inmunohistoquimico con e anticuerpo contra Metalotioneina I-ll nos permitié
observar la distribucion de la proteina en las diferentes regiones estudiadas 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 observa la inmunoreactividad del anticuerpo
en ninguna eélula de esta area, en el grupo tratado sélo con Cd (fig.14B) se muestra el
marcaje del anticuerpo (en tono café) en las céiulas de gia entre las neuronas, en el
grupo solo con Dx (fig. 14C) se observa marcaje similar al grupo anterior, el marcaje del
anticuerpo en las céiulas de glia entre ias neuronas es con mayor fuerza. En el grupo
tratado con Cd+Dx (fig.14D) 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 reaccidon del anticuerpo muy cerca de la aracnoides.
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contro! (A,E), Cd (B,F), Dx (C,G) y Cd+Dx (D,H). La mayor inmunoreactividad se observd en las células gliales (A)
{A.B,C,E,F,G). Las células gliales de |as ratas tratadas con Cd+Dx fueron las mas inmunoreactivas{D,H). Barra= SOpm.
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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 asi en la misma regién 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 dias de edad. El hipocampo del grupo control (fig.15 A) muestra
ligera marca del anticuerpo pero bien definida, en las células gliales que estan 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 estan entre
las células piramidales del hipocampo. En el hipocampo del grupo tratado con Cd+Dx
(fig.15D) 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, tipico del cromadgeno

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 dias 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 asi como en
las células gliales muy cercanas a las células de Purkijne. En el grupo tratado con Dx
(fig.15G) el marcaje fue mas inteqso y se ve claramente que este se encuentra en todo
el neuropilo de la capa molecdlar, 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 Inmunolocalizacién de la MT en hipocampo (A,B,C,D) y cerebelo (E,F,G,H) a los 18 dias de edad. Rata contro!
(A.E). Cd (B,F), Dx (C.G) y Cd+Dx (D,H). Las células gliales que estan entre las células piramidales del hipocampo
presentaron mayor inmunoreactividad (A ) (8,C,D). En las células gliales y neuropilo de la capa granular del cerebelo se
cbserva una marcada inmunoreactividad (A) (F,G,H). Notese que ninguna neurona de Purkinje fue inmunoreactiva.

Barra= 25um.
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8.6 Andlisis de las lesiones por microscopia optica

En general, el analisis microscépico mostré la existencia de destruccion celular en las
regiones cerebrales de las ratas tratadas con Cd y que estas alteraciones se ven
disminuidas en las ratas tratadas con Cd+Dx. Para hacer este analisis se utilizaron dos -
técnicas de tincién: la tincién de rutina de Hematoxilina—Eosina y la Doble impregnacion
de plata de Rio—Hortega modificada para parafina, de esta manera se reforzaron los
resultados de rutina con una técnica especial para el sistema nervioso. A los 18 dias de
edad en las figuras 16A y 17A, la corteza parietal mostré apariencia normal, no hay
células dafiadas y el neuropilo se observa sin alteracion. En la corteza del grupo tratado
con Cd (figs.16B y 17B) se observaron numerosas células hipercromaticas con necrosis
y un ligero edema intersticial . En la corteza de las ratas tratadas solo con Dx (figs. 16C
y 17C) se observaron células picndticas con edema intersticial. En el grupo tratado con
Cd+Dx (figs. 16D y 17D) se observa el tejido casi con apariencia normal, algunas
células hipercromaticas y ligero edema intersticial. A los 28 dias de edad en las figuras
16 y 17 se observa la corteza parietal con aspecto normal, numerosas neuronas con
nucleos y nucleolos 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 la
corteza con zonas de necrosis y severo edema intersticial en el neuropilo. En la 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 asi como la mayoria de las neuronas que

mostraron un nucleo y nucléolos bien definidos.

En las figuras 18 y 19, se observa el estriado a los 18 dias de edad, en el grupo
control (figs.18A y 19A) se muestra el tejido completamente normal con numerosas
células gliales mezcladas con neuronas bien definidas con nicleos y nucleolos y haces
de fibras entre estas células. Las ratas tratadas con Cd (figs.18B y 19B) mostraron
algunas células con retraccion somatica y ligero edema entre las fibras, asi como la

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) dias de edad. Rata Control (AE), Cd
(B,F) ; Dx (C,G) y Cd+Dx (D,H). Las ratas control mastraron tejido con aspecto normal (A,E). En B y F se observaron
células picnoticas (1),edema interslicial e inicio de necrosis. En C 'y G s& observé ligero edema intersticial y células
hipercromaticas. En D y H se observaron células hipercromaticas con edema intersticial principalmente a los 18 dias
(D.H). Tincién de H-E. Barra= 25pum
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as de corteza parielal a los 18 (A,
(B,F) ; Dx {C,G) y Cd+Dx {D.H). Se observan cuerpos celutares y neuropilo con aspecto normal (AE). En B y F se

pRLh W
Fig.- 17 Fotomicrografi
observa condensacion nuclear de la cromatina en células (*), fibras destruidas (A) y edema intersticial (T). En C,G,D,H, se

obaerva igero edema intersticial (T) y algunas células hipercromaticas (*). Doble impregnacién de Rio-Hortega. Barra=

50pm.
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Fig.-18 Fotomicrografias de estriado a los 18 (A.B,C,D) y los 28 (E.F,G,H) dias de edad. Rata Control (A,E), Cd (8,F) ; Dx
(C,G) y Cd+Dx (D,H). Aspecto normal de neuronas vy 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 observd el tejido con ligero edema
intersticial (C,D,G ,H). Tincion H-E. Barra= 50 ym.
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Fig.- 19 Fotomicrografias de! estriado a l10os18 (A,B,C,D} y los 28 (E,F,G,H) dias de edad. Rata contro! (A,E), Cd (B,F), Dx
(C.G) y Cd+Dx (D,H). En el grupo control el tejido presenta aspecto normal (A,E). En el grupo tratado con Cd se observd
congestion inicial en capilares (Ca) ademas de edema entre las fibras (T, B,F). En C,G,D y H se observé ligero edema
intersticial (). Doble impregnacion de Rio-Hortega. Barra=50um.
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tratadas con Dx sola (figs.18C y 19C) como las tratadas con Cd+Dx (figs.18D y 19D)
mostraron una aparencia semejante con solo pocas células hipercromaticas y fibras
nerviosas normales, pero no se observo edema intersticial. A los 28 dias 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 ntcleo y nucléolo bien
definidos y fibras nerviosas entremezcladas. El estriado de las ratas en el grupo tratado
con Cd (figs.18F y 19F) se observé con aspecto casi normal sélo con algunas células
hipercromaticas y la presencia de algunos trombos aparentes. En los grupos tratados
con Dx 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 asi como un

ligero edema intersticial.

En el hipocampo, el grupo que presentd las alteraciones mas evidentes fue el tratado
con Cd tanto a los 18 como a los 28 dias de edad. En las figuras 20y 21, observamos
el hipocampo a los 18 dias de edad en donde los grupos control (figs. 20A y 21A), solo
Dx (figs.20C y 21C) y Cd+Dx (figs.20D y 21D) muestran el tejido con apariencia normal,
las células piramidales orientadas en empalizada con citoplasma nicleo y nucléolo bien
definido asi como un neuropilo bien conservado. Mientras en el grupo tratado con Cd
(figs.20B y 21B) se observan escasas células hipercromaticas pero el neuropilo bien
conservado. A los 28 dias de edad los grupos control (figs.20E y 21E), solo con Dx (figs.
206G y 21G) muestran tejido bien conservado con las neuronas piramidales normales.
En el grupo tratado con Cd (figs.20F y 21F) se observa que algunas células piramidales
estan hipercromaticas provocando inicio de necrosis con ligero edema intersticial. El
grupo tratado con Cd+Dx (figs. 20H y 21H) muestra el tejido bien conservado con

escasas células alteradas por hipercromacia.

En el cerebelo se observo claramente el dafio celular en el grupo tratado con Cd alas 2

edades, el dafic es menor en las ratas tratadas con Cd y Cd+Dx a los18 y 28 dias de
edad. El cerebelo a los 18 dias de edad en las figuras 22 y 23 en los grupos contro!
(paneles A) se observan las tres principales capas del cerebelo: molecular, células de
Purkinje y granulosa. En el grupo tratado con Cd (figs.22B y 23 B) se observan las
capas molecular y granulosa con apariencia normal, pero las células de Purkinje estan
hipercromaticas y retraidas provocando espacios alrededor. En el grupo tratado con Dx
(figs.22C y 23C) tanto la capa molecular como la granulosa tienen un aspecto normal
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Fig.-20 Fotom pocampo a los 18 (A,B,C,D) y los 28 (E,F,G,H) dias de edad. Rata Control (A,E), Cd (B.F),

Dx (C.G) y Cd+Dx (D.H). Eltejido se observé con apariencia normal y células piramidales bien definidas (A,C,D, E,G).
Algunas células piramidales mostraron hipercromacia (1) (B) o picnosis (4 ) (F). Tincién de H-E. Barra=50pm.
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Fig.- 22 Fotomicrografias del cerebelo a 18 (A,B,C,D) y 28 (E,F,G,H) dias de edad. Rata Control (A,E), Cd (B,F) ; Dx
(C.G) y Cd+Dx (D,H). Las tres principales capas del cerebelo se observarorr con una apariencia normal (A,E,G). En 8Dy
F las neuronas de Purkinje presentaron picnosis (T). 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

normat (H). Tincidn de H-E. Barra= 25pm
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mientras que algunas de las células de Purkinje presentan hipercromacia. En el grupo
tratado con Cd+Dx (figs.22D y 23D) las capas molecular y granulosa se encuentran con
apariencia normal mientras que pocas células de Purkinje muestran hipercromacia con
retraccion somatica. A los 28 dias de edad el cerebelo presentd 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) mostro a las células de
Purkinje hipercromaticas con ligero edema intersticial en la capa molecular asi como
una disminucion 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

hipercromaticas y con retraccion somatica.

8.7 Anélisis ultraestructural de las lesiones

El andlisis ultraestructural nos mostré que en las ratas tratadas con Cd las mitocondrias
se encontraban alteradas ya que presentaban destruccién de las crestas mitocondriales
observandose hinchamiento mitocondrial con amplios huecos (fig. 24B). 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+Dx se observaron
mitocondrias con destruccion de la membrana, asi como de las crestas mitocondriales,
y otras vacuoladas; también numerosas mitocondrias con aspecto y ultraestructura
normal (fig.24D). En las 4 areas del cerebro que estudiamos los resultados fueron

similares para los 4 grupos de ratas tratadas.
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Fig.24 Fotomicrografias electrénicas de mitocondrias a los 18 dias de edad. A) Aspecto normai 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 todavia la doble membrana, entre algunas normales (). E)
Grupo tratado con Cd+Dx, mitocondrias con ligeras alteraciones y presencia de algunos lisosomas.32000X.




9. DISCUSION

Muchos metales tienen efectos neurotéxicos 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 asi como el papel neuroprotector
de la metalotioneina cuando es inducida por la dexametasona. Se ha reportado que en
las regiones encefalicas 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 nifios
y/o en los animales en desarrollo no esta todavia 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 exposicion del metal.
Esta facilidad para atravesar la barrera hematoencefalica va desapareciendo conforme
el animal madura (Gupta y Shukla, 1996) hasta que en los aduiltos el cadmio no
atraviesa la barrera hematoencefalica (Pal y col. 1993). Aunque existen mecanismos
celulares de destoxificacion de metales en el cerebro como la metalotioneina (que es
capaz de atrapar hasta 7 mol de Cd por mol/proteina), estos son muy lentos, ya que
esta proteina captura e inactiva al metal por quelacion sin eliminario 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 liquido cefalorraquideo (Zheng, y col. 1991) el cual se
encarga de llevarlo fuera del cerebro hacia la sangre para ser eliminado por el rifién.
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 mas proteina es donde va haber mayor concentracién de cadmio ya que la
metalotioneina va a atrapar 7 mol. de Cd. La concentracion y distribucion 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,
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cerebelo, corteza e hipocampo hay una mayor cantidad de la proteina presente. Gasull
y col. (1994) observaron concentraciones muy altas de cadmio en cada una de las
mismas regiones analizadas. La mayor concentracion de metalotioneina en el cerebro
se encuentra en el hipocampo y se ha visto ademas que esta correlacionada con la
concentraciéon de zinc en estas mismas regiones (a mayor concentracion de zinc mayor
concentracion 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). E| hipocampo es una estructura que contiene altos niveles de zinc, ademas 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-H
(Penkowa y col. 1999). Los niveles de cadmio también se incrementaron en los grupos
tratados con cadmio y dexametasona aunque no se observaron diferencias
estadisticamente 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 utilizé la dexametasona como un inductor de la metalotioneina y al haber
mas metalotioneina en el cerebro la captacion y el contenido de cadmio se vieron
también incrementados, pero el cadmio en un estado inactivo por estar unido a la

proteina.

Se determind la localizacién de la metalotioneina (MT-l y MT-ll) con estudios
inmunohistoquimicos que mostraron la inmunoreactividad del anticuerpo contra
metalotioneina; en las 4 regiones estudiadas se observd una inmunoreactividad basal
pero cuando estros grupos fueron tratados con cadmio, dexametasona o
cadmio+dexametasona esta reactividad se intensifico siendo el cerebelo la regidn
cerebral que mas reactividad mostré (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-Ii
aunque presenta baja concentracion de transcritos para MT-lll; 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 proteina. La proteina se localizé principalmente en
células giiales 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-I y MT-ll se
encuentran principalmente en astrocitos protoplasmicos y fibrosos, células
ependimarias, plexos coroideos, aracnoides y células endoteliales (Young y col,
1991;Nishimura y col. 1992). .

La peroxidacion de lipidos como ya mencionamos es la destruccion oxidativa de los
acidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos de la membrana producidos por la
exposicidn a radicales libres u otros agentes oxidantes y sirve como un indicador de
daino celular ya que se postula que a mayor peroxidacion de lipidos mayor dario celular
se puede encontrar. Nosotros estudiamos la peroxidacion de lipidos como un indicador
de estrés oxidativo; observando en el grupo tratado con cadmio un incremento de ella
en estriado, corteza y cerebelo siendo estadisticamente 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 peroxidacion de lipidos puede darse en diferentes érganos incluyendo el cerebro
(Manca y col. 1991; Kumary col. 1996) y que esto puede deberse a que los sistemas de
defensa tales como la catalasa, superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y glutation
reductasa se ven inhibidos con el cadmio impidiendo que los sistemas de
destoxificacion contra los radicales libres no funcionen bien y los niveles de
peroxidacion de lipidos se incrementen (Acan y Tezcan, 1995; Gupta y col, 1995 y
1996).

Los diferentes valores de peroxidacion encontrados entre las regiones no habian sido
reportados antes con estas diferencias aunque era de esperarse ya que tanto la
funcionalidad como los sistemas de defensa incluida a la metalotioneina tienen diferente
distribucion en el cerebro y hay regiones mas susceptibles al dafio que otras (Ebadi y
col. 1996; Penkowa y col. 1999). Este es el caso del hipocampo en donde se encontro
que los niveles de peroxidacién de lipidos en los cuatro grupos experimentales no
mostraron diferencias entre los distintos tratamientos, esto se debié a que el hipocampo
es muy rico en contenido de metalotioneina y esta sirve como atrapador de metales y
de radicales libres (Sato y Bremner, 1993), al atrapar el cadmio e inactivario no origina
radicales libres que puedan generar un aumento en la peroxidaciéon de lipidos y por lo
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tanto no puedan dafiar 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 proteina 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 aun
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 induccion
tiene sobre esta proteina. Palmitier y col. (1994) fueron de los primeros en determinar
que la dexametasona junto con los lipolisacaridos son los mejores inductores de la
metalotioneina en el cerebro pero solo de las isoformas MT-l y MT-ll ya que la isoforma
MT-lll es poco o nada inducible, mientras que el cadmio es el mejor inductor de la
proteina en el higado y el rindn en los mamiferos (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 peroxidacion de lipidos, por lo que
podemos postular que la dexametasona esta protegiendo al cerebro de los efectos del
cadmio por medio de la induccion de la metalotioneina como un mecanismo de defensa

celular.

La dexametasona es un corticosteroide exdgeno capaz por si mismo de ocasionar
alteraciones en la morfologia 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
exbégeno) y si esté es mantenido el dafio cerebral puede ser irreversible. La accién de
los glucocorticoides es mediada por receptores a glucocorticoides tipo | o Il y la
dexametasona actua sobre el receptor tipo Il. Los receptores a glucocorticoides estan
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 fisioldgico o aumento en los niveles de corticosteroides en primates o
roedores puede causar cambios patoldgicos incluso pérdida neuronal en el hipocampo
cuando han sido expuestos en etapas embrionariaé (Uno, y col. 1994), ademas, 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 céiulas 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 disminuida durante la etapa de maduracién (Cameron
y Gould, 1996; McEwen, 1999). En nuestro estudio el grupo de ratas tratado con
dexametasona mostroé en corteza parietal y cerebelo células hipercromaticas, picnoticas
y severo edema intersticial, en estriado sélo ligero edema (con algunas mitocondrias
hinchadas a nivel ultraestructural) y en hipocampo no se observaron alteraciones
morfoloégicas evidentes. Esta diferencia en cuanto a localizacion de las alteraciones
morfolégicas en este grupo pudo deberse a que la concentracion de receptores a los
glucocorticoides es diferente, sobre todo tomando en cuenta que el organismo esta
todavia en desarrollo. Probablemente en corteza y cerebelo las células fueron mas
susceptibles al incremento en la concentracion de los glucocorticoides viendose mas
afectadas; en tanto que el hipocampo y en el estriado las células resistieron mejor el
incremento en la concentracion 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 sefales hormonales que se reciban, pero
aun con las mismas sefiales en situaciones de estrés celular pueden promover dafo 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 observé que con una administracion elevada y cronica de dexametsona tanto en
animales como en humanos se incremento la actividad locomotora y en los niveles de
acido homovanillico (HVA), en algunos casos humanos produjo psicosis por esteroides
(Wolkowitz, 1994),

Morfolégicamente el grupo tratado con cadmio mostrd 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 habia reportado que en los animales en desarrollo a una concentracion de
1mg/kg de cadmio se producian alteraciones histopatologicas como: hemorragias,
vacuolizacion, destruccion de fibras y necrosis del tejido, algo similar fue corroborado
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por Wong y Klaassen (1982). En el presente estudio se observo, que el hipocampo no
muestra alteraciones evidentes ya que en todos los grupos la estructura mostré una
apariencia normal, esto se puede correlacionar con los resultados de peroxidacion de
lipidos en donde no se observaron cambios en los niveles de peroxidacion en esta
region 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
- morfolégicamente 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-| y MT-l|, (observado en el analisis inmunohistoquimico figuras
14 y 15) y solo sintetizan MT-lil, disminuyendo la cantidad de proteina 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 ntcleo estriado se mostro lo

mismo en las ratas tratadas con cadmio.

La destruccién celular observada en las ratas tratadas con cadmio puede también estar
ocurriendo acompanada 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 reparacion 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 ultima 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 neurotéxico del cadmio implica un aumento en los
niveles de peroxidacion de lipidos en regiones cerebrales (corteza, estriado, hipocampo
y cerebelo) como se demostré en este trabajo, una disminucion de los niveles de
glutation reducido (que es un mecanismo de defensa antioxidante) inhibiéndose
también la glutation reductasa (Acan y Tezcan, 1995; Gupta y col. 1995; Kumar y col.
1996) llevando de esta manera a un aumento en la produccion de radicales libres que a
su vez van a ocasionar un aumento en la peroxidacion de lipidos de las membranas
plasmatica y mitocondrias produciendo dafios morfolégicos (Fern y col. 1996). La
membrana plasmatica modifica su fluidez por efecto de la peroxidacion de lipidos
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permitiendo la entrada de otros iones como el Ca** al interior de la célula (Fasitsas y col.
1991, Viarengo y Nicotera, 1991). En tanto que la membrana de la mitocondria asi como
en las crestas mitocondriales se pueden destruir alterando la fosforilacién oxidativa
(Fern, y col. 1996). El aumento de la peroxidacién de lipidos (como pudimos observar
en nuestros resultados) a su vez producen mas radicales ibres que pueden afectar ios
sistemas de reparacién del ADN provocando efectos genotéxicos, ademas del efecto
que tiene por si solo el cadmio sobre la ADNpolimerasa (Hartwig 19985; Dally y Hartwig,
1997) lo que puede lievar a la célula a alteraciones graves en la regulacién celular. La
metalotioneina va a funcionar como atrapadora de cadmio y de radicales kbres (Valle,
1995; Choudhuri y col, 1996; Sato y Bremner, 1993) jugando un dobie papel para la
defensa de la célula. Cuando la metalotioneina es inducida, la célula tiens mayor

Fig. 25.- Esquema del posible mecanismo neurotéxico dei cadmio. DA.- dopamina; Na/K.- bomba
Na/K; LPO.- lipoperoxidacion; GSH.- glutation reducido; MT.- metalotioneina; Ca* .- calcio; Vit.E.-
vitamina E; Cd.- cadmio.
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capacidad de protegerse debido al incremento de esta proteina. Entre otros
mecanismos involucrados en la accion téxica del cadmio en el sistema nervioso central,
esta el hecho de que el cadmio también puede bloquear la sintesis del transportador de
dopamina e incrementar la liberacién 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 mostré un efecto neurotoxico en el
cerebro de las ratas en desarrollo tratadas con el metal, asi mismo observamos que tal
efecto disminuyé cuando las ratas fueron tratadas con dexametasona, lo cual se

observo a las dos edades estudiadas.

El estudio de la neurotoxicidad del cadmio nos lleva al entendimiento de algunos de sus
mecanismos de acciéon asi como la probable inclusion del estudio en un proceso
determinado Valoracién de Riesgo. Dentro de la valoracion de riesgo el primer paso es
determinar la toxicidad de las substancias o metales que se estén estudiando,
cominmente esto se lleva a cabo en un laboratorio o en el campo, lo que nos permite
determinar los tipos de efectos toxicos que puede ocasionar el metal y estimar la
relacién entre la dosis 0 concentracion ambiental y Ia 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 concentracion determinada se puede
determinar como riesgo. Este estudio de la toxicidad del cadmio ha demostrado que a
concentraciones de 1mg/kg/dia 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 evaluacion y caracterizacion 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 darar

a la salud.
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10. CONCLUSIONES

1.- Como era de esperarse la administracion de cadmio durante 5 dias en animales en
desarrollo aumenta significativamente las concentraciones del metal en sangre asi

como en las 4 regiones cerebrales estudiadas.

2.- El cadmio aumento la peroxidacion de lipidos en las areas estudiadas, este efecto
fue disminuido en los grupos tratados con dexametasona por induccion 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 regién con menor nivel de peroxidacion de lipidos, el aumento
de metalotioneina fue significativo en esta regiéon cerebral y fue la regién con menos

alteraciones morfolégicas asociadas al Cd.

4.- El cerebelo presento incremento en los niveles de peroxidacidn que se vio
disminuida en el grupo tratado con dexametasona, asi mismo se incremento el nivel de
metalotioneina, pero las alteraciones morfolégfcas que se observaron fueron en las
células de Purkinje probablemente debido a que estas ceélulas contiene solo

metalotioneina-lll la cual no es inducible.

5.-El cadmio produce hipercromacia, edema y picnosis en las areas estudiadas a las 2
edades y a nivel ultraestructural el cadmio produce vacuolizacién y destrucciéon de las

mitocondrias y lisosomas.
7.- La dexametasona por si sola produce alteraciones morfolégicas en corteza y
cerebelo, asi como minimas alteraciones en estrriado. Un incremento significativo en la

peroxidacion de lipidos con respecto a su control en estas mismas areas tambien fue

observado.
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8.- Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que la exposicion a cadmio a
bajas dosis es capaz de inducir incrementos en la peroxidacion de lipidos asociados a
lesiones cerebrales a las dos edades estudiadas, los cuales fueron revertidos por la
participacion 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.- acumulacion excesiva de liquido subcutaneo y espacio intersticial en el tejido
celular, debido a diversas causas: disminucion de la presion osmaética del plasma por
reduccion de las proteinas; aumento de la presidn hidrostatica de los capilares; mayor

permeabilidad de |a pared de los capilares.

Hipercromasia.- forma de degeneracion del nlcleo celular en la que éste se llena de

particulas pigementarias.

Necrosis neuronal.- muerte neuronal que puede ser reconocida o cambios nucleares
tales como condensacion de cromatina nuclear con citoplasma eosinofilo puede ser

también referido como céiulas picnoéticas.

Picnosis.- condensacion, espesura, especialmente degeneracion celular en la que el
protoplasma se hace mas denso y el tamafio de la célula disminuye// Coloracién
uniforme intensa del nucleo celular en la que no se distingue la red de cromatina

atribuida a la muerte del nucleo.
Retracciéon .- encogimiento, contraccién de una parte resultando en deformidad.
Vacuolizacion celular.- resultado de la acumulacién excesiva de agua en el citoplasma

de la célula capaz de distender o alargar la célula. Es uno de los mas comunes y
rapidos cambios en la morfologia de la célula dafada
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Abstract

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 dexamecthasone (Dx). a
drug known to induce MT synthesis in brain. Wistar rats of 13 days of age were treated for 5 days, as follows: (1)
suline solution, (2) CdCl, | mg/kg per day, (3) Dx 2 mg/kg per day, (4) CdCl, | 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 regions
the increases were 6.6+, 5.8-, 25.3- and 11.3-fold in the Cd treated rats. respectively. No lesions were observed 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 regions. In general, Dx treatment attenuated alt Cd-induced
lesions. © 2001 Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Cadmium (Cd) is an important industrial and
environmental pollutant that has been shown to
fax: + 525- cause damage in several organs, including lung,
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Said liver, kidney, testis and placenta (Morselt, 1991;
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istry (Gupta et al,,.1990, 1993; Gutierrez-Reyes et
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al., 1998)° and :'behawoml alterations (Wong and
,Klaassen, 198 Holloway and Thor, 1988). Ex-
pcnmental es’ihdve shown ‘extensive histo-

- pdthologlcal damage in the cerebral and cerebellar

"cortices from’ developmg rats and rabbits, as com-

v",pdred W|th ‘adults  after 'identical Cd exposure

~ (Gabbiani _et"al.,

71967) and according to those

duthors, the . CNS . lesions produced by Cd are

: : located pnmdnly in the white matter (Gabbiani et

3

al., '1967b). The ultrastructure of optic nerves
exposed to Cd was characterized by swollen mito-

d:also” produces neurotoxncnty': :
logy, which:includes: ‘neuro-” -
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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). All-
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:
lie 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-:
jonein synthesis can be induced by metals,

chondi-ia with disrupted cristae, dissolution of steroids and other factors (Hidalgo et al., l988)._‘5:
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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 effect 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. Materials and methods

2.1. Chemicals

v

CdCl, was from J.T.Baker de México, México.
AgNO3, Absolute Alcohol, 39% 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 HNO,;/H,O, thoroughly rinsed
with deionized water and dried in a stove before
use.

2.2. Animals

We used 13 days old Wistar rats bred in-house,
0 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°C and 40% relative
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2-h 'dyarfklfcyclé_: “ af!ing

detelmmatlon addluonal eight rats per
\vere kllled at either 18 or 28 days old age.

group

n xegxons were dissected out in parietal
corlex (Cx) striatum (St), hippocampus (Hp) and
celebellum (Ce) (Glowinski and lversen, 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 equipped with an HGA-600
furnace and AS-60 auto sampler. Regional brain
Cd concentrations were expressed as ng of Cd/g
wet brain weight.

2.5. Histopathological study

For the light microscope study, rats were anes-
thetized with 0.3 ml of 3.5% chloral hydrate i.p.
and then perfused through the heart with cold
saline solution, followed by 10% w/v formalde-
hyde solution at 4°C. Brains were dissected out

L M. ﬁl(‘l:(l¢':_7ﬁlj/lu‘um' et al. [ Toxicology 161 (2001) 189199

and kept in the same fixative for 15 days. Tissue
samples were processed separately in Histokinette
2000 (Reichert Jung) with a program specific for
brain. Brains were paraffin-embedded and sec-
tioned to 5—-7um thin slices. We applied hema-
toxylin—eosin, and Rio—Hortega's argentoauric
impregnation (Luna, 1960; Barroso-Moguel and
Costero, 1962) techniques. Sections were then ex-
amined with a Zeiss light photomicroscope.

2.6. Statistical analysis

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. Cadmium concentration in brain regions

The content of Cd in parietal cortex, striatum,
hippocampus and cerebellum at 18 days old age
were increased 58.3-, 9.4-, 18.3- and 11.4-fold,
while at 28 days of age in the same 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. Histological evaluation

Light microscope examination showed no les-

Fig. 4. Photomicrographs of the strintum at 18 (A, B, C and D) and 28 (E. F. G and H) days of age. Control rat (A and E). Cd
alone (B and F), Dx alone (C und G) and Cd + Dx (D and H). Normal aspect (N) of striatum in control group (A and E). Rats
treated with Cd showing initinl congestion in capillaries (Ca) and interstitial cdema between fibers (1. B and F). Slight interstitial
edema (7. C.G.D nad H). Silver Stain, Rio-Hortega’s method, 80X.
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‘sions in parietal cortex, striatum, hippocampus

and cerebellum in control rats of /18 and 28 days
old (Fig. 3A and E; Fig. 4A. and E. -Fig. 5A and
E, Fig. 6A and E). In the 18 days old rats treated
with five daily doses of Cd, parietal cortex showed
hyperchromatic cells with slight interstitial edema
in the cerebral parenchima (Fig. 4B). whereas at
28 days old, the parietal cortex showed several
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
congestion of capillaries with slight interstitial
cdema (Fig. 4B and F). The hippocampus pyrami-
dal cells are normal in appearance at 18 days old
age (Fig. 5B), however, at 28 days of age they
show several hyperchromatic soma with edema
(Fig. 5F). In the same group treated with Cd at 18
days of age, the cerebellum showed shrunken and
hyperchromatic Purkinje cells with intense odema
in the molecular layer (Fig. 6B) and at 28 days of
age the sume lesions were present with higher
intensity (Fig. 6F). At 18 old days with Dx treat-
ment minor lesions (slight edema interstitial or
between fibers and few hypercromatic cells) were
found in parietal cortex (Fig. 3C), striatum (Fig,
4C), hippocampus (Fig. 5C) and cerebellum (Fig.
6C). At 28 days of age the sume type of slight
alterations were found in rats treated with Dx
(Fig. 3G, Fig. 4G, Fig. 5G und Fig. 6G). The
group treated with Cd + Dx showed less intense
histopathological lesions than that observed in the
group treated with Cd alone. At 18 and 28 days of
age parietal cortex and striatum show few hyper-
cromatic cells and slight edema between fibers
(Fig. 3D and H, Fig. 4D and H), no lesions were
found in hippocampus (Fig. 5D and H). and
cerebellum was found with few hypexchronmtnc
Purkinje cells (Fig. 6D and H).

the region Cd content.

4. Discussion

This study shows that Cd ‘and Cd+ Dx perina-
tal treatment of rats for 5 days was able to
increase the concentration of Cd in brain regions
of two different ages. High Cd content in striatum
and hippocampus were also significantly increased
by Cd treatment in a similar extent as reported
emllel (Guuenez-Reyes et al., 1998). Among the
brain regions assayed, h|pp0c¢u11pus resulted with
the highest Cd accumulation in the absence of Dx
txedlment probably as a result of the high content
of MT  in this region (Ebadi et al. 1995;
er, '1996) and this high concentration was

: mdmtdmed until 28 days of age (Fig. 2). We also
,found ‘light microscope lesions in the four brain
'reglons of rats perinatally exposed to Cd, which

mcluded pyknosns. interstitial edema, desuoyed
fibers. and alteration of Purkinje cells. This is in
agxeement with findings of Gabbiani ¢t 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 barrier
more easily than in adult rats (Gupta and Shukla,
1996).

It is interesting to remake a lack of correlation
between the intensity of the regional lesion with
( In hippocampus. only
slight lesions were observed in spite of the high
Cd content, this effect might be duec to the high
concentrations of MT in hippocampus (Aschner
1996), which is able to sequestrer seven atoms of
Cd per’ mole of pxotem (Ebadi et al., 1995). MT
mlghl ‘be involved in the homeostasis of various
metals as well as the chelation and detoxification
of’ hedvy metals (Hidalgo et al., 1988). The pari-

Fig. 5. Photomicrographs of the hippocampus at 18 (A.‘ B, C and D) und 28 (E. F. G and H) days of age. Control rat (A and E),
Cd alone (B and ). Dx alone (C and G) and Cd + Dx (D and H). Control rat showing normal appearance (1) ol pyramidal cells

(A and E). Normal aspect of pyramidal cells were observed (1.

pyramidal cells (*) and interstitial edema were observed (A .

B. C. D and G) nuclear condensution of chromatin in several
FF and H).
Fig. 6. Photomicrographs ol the cerchellum it 18 (A, B, C and D) and 28 (E. F.

G and H) days of age. Control rat (A and E). Cd

alone (B and F). Dx atone (C and G) and Cd + Dx (D and H). Normal aspects were observed in control rat (A and E). Nuclear

condensation of chromatin, shrunken Purkinje cells (*) and interstitial edema in molecular layer were observed (A .

B und F). Slight

interstitial edeni was observed in granular and molecular layers (1, G and H). Nuclear condensation of chromatin Purkinje cells

were also observed (*. D and H)

)
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lesions ‘and the
dbl]lly by ,.lh

1992) and their
f MT to chelate Cd and to
ndlcatmg that these lesions could be
y:cadmium not bound to MT.
. Recent studies have shown that metals as Cd
E deplets glutdthnone and protein-bound sulfhydryl
. gloups, resultmg 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
expldm 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; Ishido 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 low 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 alterations in different brain
regions and the possible mechanism involved.
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