CIENCIA E INVESTIGACION 2014; 17(2): 74-79
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
UNMSM 2014

EDICION IMPRESA: ISSN 1561-0861
EDICION ELECTRONICA: ISSN 1609-9044

EVALUACION DEL RIESGO DE TOXICIDAD CRONICA POR
EXPOSICION A CADMIO EN RATAS (Rattus norvegicus)

Risk assessment of chronic toxicity for exposure to cadmium in rats (Rattus norvegicus)

Mesias M. Garcia, *Eloisa M. Herndndez

Instituto de Investigacion de Recursos Naturales y Terapéuticos. *Instituto de Investigacion en Bioquimica Microbiologia y
Biotecnologia. Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad Nacional Mayor de San Marcos

RESUMEN

El cadmio es un mineral que por su amplia utilizacién a nivel industrial puede ingresar a la cadena alimentaria y
presentar bioacumulacion en los diferentes sistemas alimentarios y en el organismo humano. El objetivo fue evaluar el riesgo
de toxicidad cronica, caracterizando posibles efectos teratogénicos y signos clinicos de toxicidad en ratas albinas (Rattus
norvegicus) de la cepa Holtzman. Para el disefio experimental se adecuaron las Guias de la Organizacion para la Cooperacién
Econdmicay Desarrollo (OECD). Se ensayaron dos niveles de ingestas de nitrato de cadmio: 40y 8o pg Cd/dia, administrados
con el agua de bebida durante 180 dias, con el respectivo grupo control. Los signos y efectos teratogénicos se determinaron
por observacion directa mediante evaluacion macroscopica y registros fotograficos. Las ratas madre, durante la gestacion,
y sus crias, desde el nacimiento hasta 120 dias, fueron observadas en sus conductas. En los tres grupos, las crias al nacer se
diferenciaron por el peso promedio + desv. est. (grupo control: 7,22 + 1,1; grupo 40 pg Cd/dia: 5,86 + 0,45; y grupo 8o pg Cd/
dia: 5,30 + 0,46 g), por el tamafio corporal, color de la piel presentando signos hemorragicos. El saco embrionario a los 18
dias de la gestacidn, fue de color rosado el grupo control y vario a rosado violdceo y a rojo vino en los grupos ensayo expuestos
a las ingestas diarias de cadmio. En las crias la acondroplasia fue manifiesta desde que nacieron y durante todo el periodo
experimental. Se concluye que el cadmio produce efectos teratogénicos y tdxicos con dafio estructural y funcional en higado,
Gtero y drganos anexos y en la vascularizacion, en ratas albinas adultas expuestas a ingestas cronicas de este elemento.
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SUMMARY

Cadmium beacause its widespread use at industrial level can enter to food chain and cause bioaccumulation in different
feed systems and in the human body. The objective was to assess the risk of chronic toxicity, characterizing potential teratogenic
effects and clinical signs of toxicity in albino rats (Rattus norvegicus) of the Holtzman strain. To Guides experimental design of
the Organization for Economic Cooperation and Development (OECD) were adapted. Two levels of cadmium nitrate intakes
were tested: 40 and 8o pg Cd/day, administered with drinking water for 120 days; with the respective control group. Mothers
rats, during pregnancy, and their offspring, from birth to 120 days, were observed in their behaviors The pups were differenced
by birth weight (control group: 7,22 *1,1; 40 pg Cd/day group: 5,86 + 0,45; and 8o pg Cd/day group: 5,30 + 0,46 g), by body size,
skin color with bleeding signs. The embryo sac at 18 days of gestation, showed differences in color, this was pink in the control
group and ranged red wine in groups exposed to daily intakes of cadmium trials. In pups achondroplasia was manifested during
the experimental period. Was concluded that cadmium produces teratogenic and toxic effects with structural and functional
damage in liver, uterus and annex and vascularization in adult albino rats exposed to chronic intake of the mineral.

Keywords: Cadmium, chronic toxicity, teratogenic effect, Rattus norvegicus.

INTRODUCCION incrementos de dicho elemento en higado y rifiones,
posiblemente por sus habitos alimentarios .
1 cadmio estd distribuido en toda la Alimentos tales como higado, rifiones,

corteza terrestre asociado a plomo, cobre crustdceos, moluscos, algunos champifiones y setas,

y zinc. Actualmente debido a su amplia pueden contener elevadas concentraciones de cadmio.
utilizacion en la industria puede convertirse en unode En productos lacteos, huevos, pescados y carnes, la
los contaminantes del ambiente. concentracion hallada es menor que en vegetales ®.

Existe transposicion del cadmio en losecosistemas Hay evidencia de que los cereales lo acumulan
desde el suelo hacia los organismos acudticos y a partir de suelos con fertilizantes. Se ha encontrado
terrestres. Esto genera bioacumulacion en moluscos, que la avena cultivada en suelos sin fertilizar contenia
peces, aves marinas y mamiferos, quienes presentan 0,02 pg/g, mientras que la cultivada en suelos con
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fertilizantes presentc') g‘?blg 1. ((i}a[rllancia de peso de las ratas durante la gestacién; niumero y peso de las crias al nacer y alos 21
1as de edad.
0,28 pg/g ®. En el
arroz cultivado en : . Crias Crias Crias peso Crias a 21 dias
. ° Ganancia  Crias : :
suelos contaminados se RataN®  jepesog totaiNc DRacidas —nacidas = almacer = peso
encontré masde 1 ug/gy  (operol 1 102 8 7,18 51,75
en el que fue cultivado en 2 99 10 8,76 41,40
la regién donde ocurrid 3 115 4 6,98 77,25
la epidemia de itai-itai 4 - - - -
las concentraciones 5 70 8 7,50 70,02
. ¢ 6 93 7 5,70 44,57
variaron entre 1,72 a 4,12
/g @ 7244 %Jtalxtt 95,8 37 37 00 7,22 37 57,60
HE/8 esv. s 16,51 (100) (0) 1,1 15,85
Sus efectos toxicos
fueron  descritos a L‘jggggt/adi;m é* 74 _9_ 6'_3_’5 33'22
consecuencia de la 3 76 6 6,23 42,80
contaminacién de 4 35 7 5,72 39,50
animales por cadmio, : 64 6 e 40,33
debid . 6 46 3 5,22 --
ebido a4 una - mina Total x + 59 31 29 02 586 29 3890
cercana a la ciudad de Desv. st 7.92 (93,5) (6,5) 045 4,09
Toyama, Japén. Estudios
‘s Ingesta 80 1* -- -- -- --
de corre1§c1og, entre | °Cd/dfa 2 - . 480 -
la contaminacién del 3 17 3 481 -
ambiente por cadmio y 4 60 7 5,48 35,67
: : 5 48 5! 5,70
la sallud han ev1<tien.c1ado p b : 272 38,00
que las concentraciones Total x + 42 30 20 10 530 15 3683
€n agua, aire'y alimentos Desv. st 19,14 (54) (46) 0,46 11,65

fueron mas altas en
los lugares donde se
registraron episodios de intoxicacion en la poblacién.

Es importante sefialar que desde el afio 1999, el
cadmio ha sido clasificado como carcinégeno humano
de categoria 1, por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer ®%. Al presente, existe interés
sobre los efectos de este mineral en la salud humana
tales como disfuncién y dafio renal, hipertension,
carcinogénesis, mutagénesis y alteraciones en los
huesos, en la funcién respiratoria, reproductiva e
inmunitaria.

El objetivo fue caracterizar posibles teratogénesis
y alteraciones histopatoldgicas en ratas con ingesta
cronica de cadmio.

MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico:

Se adquirieron 30 ratas albinas adultas especie
Rattus norvegicus cepa Holtzman, del Centro Nacional
de Control de Productos Bioldgicos del Instituto
Nacional de Salud, para los ensayos preliminares y la
determinacion de los efectos, teratogénicos, anatomo-
morfologicos e histopatologicos.
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*La rata fue sacrificada a los 18 dias de gestacién

(') Numeros entre paréntesis representan porcentajes

Equipos:

Balanza analitica de 250 g de capacidad.
Microscopio Bestec Scientific.

Bafio maria Memmert 37°C.
Microcentrifuga Mod KHT-400.

Reactivos:

Solucion estdndar de nitrato de cadmio, batch
HCT 784320, 1000 mg Cd/L.

Métodos:

La evaluacion de la toxicidad cronica se realizd
mediante el estudio de los efectos teratogénicos y de
los efectos andtomo-morfologicos durante 180 dias.

Las pruebas de teratogenicidad se realizaron
adecuando las Guias de la Organizacién para la
Cooperacion Econémicay Desarrollo (OECD) &:¢7. Los
ensayosy determinaciones analiticas se llevaron a cabo
en el Centro de Informaciéon y Control Toxicologico
(CICOTOX) de la Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Las 30 ratas tuvieron un periodo de aclimatacion
de una semana en el bioterio. En 12 de ellas se condujo
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un ensayo previo para conocer los volumenes de ingesta
de aguay poder dosificar el cadmio.

La determinacion de los efectos teratogénicos
y anatomo-morfoldgicos se realizé con 18 ratas
distribuidas en tres grupos def(3 machosy 3 hembras),
como sigue:

Grupo 1. Control, reciben alimento habitual y agua de
bebida exenta de cadmio.

Grupo 2. Reciben alimento habitual y dosis de 40 pg
Cd/dia en el agua de bebida.

Grupo 3. Reciben alimento habitual y dosis de 8o pg
Cd/dia en el agua de bebida.

Cada rata fue identificada e individualizada
mediante colores y una marca externa particular
para cada una. Fueron mantenidas en jaulas de metal
galvanizado, con comedero y bebedero incorporados.

Apareo e identificacién del estado de gravidez: Las
ratas hembra con go diasde edad 0180 g de peso, fueron
apareadas mediante el sistema de lotes poligamos ©.

El estado de gravidez se identificé por:

* La presencia del tapén copulatorio, mediante
observacidn directa.
Monitoreo citologico vaginal, mediante extraccion
de muestra vaginal y observacion microscdpica de
la presencia de espermatozoides.
Incremento de peso, desarrollo abdominal y de las
mamas, por registro diario de peso y observacién
directa del abalonamiento abdominal y del
crecimiento de las mamas.
Observacién durante la gestacién: Se observaron
parametros de actividades espontdneas, reactividad,
pasividad, exaltacion por los ruidos, tono corporal
y muscular, color de la oreja, frecuencia cardiaca,
frecuencia respiratoria, sensibilidad al dolor,
convulsiones. El peso de cada rata se registré desde el
inicio del apareamiento hasta el final de la gestacién.

Tabla 2. Signos clinicos de toxicidad en érganos de ratas con ingesta

Organos internos y

vascularizacion Grupo Control

Grupo 40 pg Cd/dia
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Observacion pre y post natal: para conocer datos
sobre abortos, mortalidad neonatal, porcentaje de
fertilidad, pesos promedio al nacer. Se registrd el
namero de crias por parto.

Evaluacién de la teratogenicidad: Se realizo
mediante la observacion de ratas en gestacion y de sus
crias desde el nacimiento hasta los 120 dias, en que
alcanzan laedad adulta. En las crias se registraron datos
sobre el numero, peso, crecimiento (acondroplasia) y
hemangiomas.

Evaluacion de la toxicidad: Se realiz6 mediante
la observacion macroscopica de signos clinicos de
intoxicacion durante la gestaciéon y mediante la
observacién andatomo-morfoldgica de los organos
internos.

Para la evaluacién macroscopica de los oérganos
internos, se sacrifico una rata de cada uno de los grupos
a los 18 dias de gestacidn. Se emplearon los registros
fotograficos para evaluar cambios en higado, rifiones,
testiculos, ovario, tero y 6rganos anexos, asi como en
la vascularizacion.

En la evaluacidon, de las ratas gestantes, también
se registraron los cambios en el comportamiento y
alteraciones externas como: respuestas somadticas,
coloracion de piel, ojos y orejas.

Andlisis estadistico: Se aplico estadistica descriptiva
y cuando fue necesario los modelos matematicos t de
Student, Tukey y Anova.

RESULTADOS

Teratogenicidad

En la tabla 1 se presenta la ganancia de peso de
las ratas durante la gestacion y el nimero y peso de las
crias al nacery a los 21 dias de edad.

Los promedios de ganancia de peso, fueron: 95,8 g;
50 gy 42 g, en los grupos 1, 2 y 3, respectivamente.

crénicas de cadmio vs. ratas del grupo control.

Grupo 80 pg Cd/dia

Higado Tamafio y color normales

Utero Embri6n de color rosado
Aspecto normal de vasos
fetales

Envolturas del embrién limpias

Intestino y 6rganos

anexos Color rosado

Normal

Vascularizacién Sin focos hemorragicos

Variacién en el color de los

Envolturas de embrién opacas

Envoltura anormal

Hepatomegalia Hepatomegalia y signos de hemorragia

Embri6n color
rojo vino

Embrién color rojo vino y con manchas de
color negro

vasos fetales Variacion en el color de los vasos fetales
Envolturas del embrién con alto contenido
de cadmio

Color gris Color gris

Aumento anormal
Focos hemorragicos .
Engrosamiento de venas y arterias
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El numero
total de crias fue
de 37, 31 y 30,
respectivamente; de
las cuales nacieron
vivas el  100%;
93,5% vy 54% en los
respectivos grupos.

Wad‘(” e

Grupo
control

40 ug Cd/dia
dosis
minima

Lospesosdelas
crias a los 21 dias de

edad (57,6 g;38,9gYy
36,8 g), evidenciaron

maxima

gran diferencia
entre los dos grupos - — ] i il N :

f 1 Figura 1. Tamano corporal de las crias al nacer segin Figura2.Comparacién del tamafio de una cria del grupo control
expuesl 0s y €l dosis de cadmio ingerida. (C), frente a otra del grupo de dosis minima (40 pg Cd/dia).
control.

Entre las ratas que ingerian 8o pg Cd/dia, de las
20 crias que nacieron vivas, 5 murieron antes de los
21 dias.

En la figura 1, se presenta el tamafio corporal de las
crias -al nacer- de acuerdo a la dosis de Cadmio ingerido.
En la figura 2 se comparan los tamarios de un animal del
grupo control frente a otro del grupo de dosis minima.

Evaluacién de los drganos internos: Se observa, en
la comparacién entre los registros fotograficos del saco
embrionario de animales sacrificados a los 18 dias de
gravidez, pertenecientes a los tres grupos estudiados,
que en las ratas del grupo control, este tejido mostrd
caracteristicas normales, mientras que a mayor dosis
de cadmio, el colorvari¢ hasta un tono rojo vino oscuro
(figuras 3, 4y 5).

Presencia de hemangiomas: Las crias recién
nacidas del grupo control se distinguen por su
mayor tamaifo y la coloracion rosada de su piel. Las
provenientes de madres con ingesta de 40 pg Cd/dia,

fueron mas pequeias con la piel de color violaceo.
Las crias de madres con ingesta de 8o pg de Cd/
dia, nacieron ciandticas y fueron de menor tamario
(figuras 6, 7y 8).

Toxicidad

En la tabla 2 se presentan los signos clinicos de
toxicidad observados en érganos internos y en la
vascularizacion. La ingesta de dosis de 8o pg Cd/dia
tuvo mayor impacto sobre estos tejidos.

DISCUSION

La exposicion créonica a cadmio altera el
metabolismo de los minerales esenciales en el
higado causando disminucion de fierro y de selenio.
Las carencias nutricionales provocan una mayor
absorcion de cadmio. El hallazgo de acondroplasia
(disminucidén del tamafio corporal) podria deberse
a la accién de este metal sobre la hormona de
crecimiento, lo que ha sido citado por Piasek y

Laskey ®.

En el
presente
estudio, este
efecto toxico se

manifesté desde
el nacimiento,
continué hacia
los 21 dias de
edad y perduro
durante los 180
dias que duro
el experimento.
Las  diferencias

Figura 3. Saco embrionario rata control.

Figura 4. Saco embrionario de rata expuesta a 40 pug Cd/dia.
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citoplasmatica,
liberacién de
lisosomas,
condensacion

de la cromatina,
dilatacién
mitocondrial, ha
sido observado ©
en ratones albinos
con ingesta de
cloruro de cadmio
desde 50 pg/kg/
dia, en el agua de
bebida.

Figura 6. Crias de rata grupo control.

Estudios

sobre la vigilancia
de cadmio @ vy
otros ensayos
experimentales 01,
han concluido que
la exposicion oral
al mineral afecta
principalmente a

los
pesos
de las
ratas
del

grupo
Cd/dia),

Figura 7. Crias de rata grupo 40 pg Cd/dia.

control y las expuestas a ingesta (40 pg
fueron significativamente altas (p<o0,004).

La alteracion de la reproduccion evidenciada
por la disminucion del ntimero de crias también fue
manifiesta en los dos grupos con ingesta de cadmio.

Los efectos del cadmio sobre el saco embrionario,
no han sido tipificados como teratogénicos. En la
presente investigacion se observaron cambios que
afectaron el colory la estructura de este tejido en ratas
con 18 dias de gestacion.

El efecto teratogénico evidenciado por la
presencia de signos hemorragicos (hemangiomas), es
andlogo a lo registrado por otros autores en ratones,
en los que la ingesta de cadmio a dosis de 50, 100 y 150
pg/kg de peso corporal, produjo degeneracion en la
corteza y vasodilatacion sanguinea con tendencia a la
hemorragia .

Con relacion a los signos clinicos de toxicidad,
el dafio hepdtico, traducido por vacuolizacion

Figura 8. Cria de rata grupo 80 pg Cd/dia.

higado, riflones y
testiculos.

En el presente caso, la observacién anatomo-
morfologica del higado de ratas que ingirieron 8o
pg/ dia, mostro la presencia de signos hemorragicos y
manifiesta hepatomegalia (tabla 3 ).

CONCLUSIONES

Se concluye que la ingesta de cadmio a dosis de
40y 8o pg Cd/dia produce alteraciones estructurales
y funcionales en higado, ttero, intestino y érganos
anexos de ratas.

La ingesta de 8o pg Cd/dia origina efectos
teratogénicos en ratas en estado de gestacion, toxicidad
reproductiva, bajo peso, bajo porcentaje de fertilidad,
reduccion del numero de crias por camada, elevada
mortalidad, dafio estructural y funcional; y en las crias,
al nacer, produce hemangiomas y acondroplasia.
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