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Resumen. Se valor¢ las alteraciones estructurales inducidas en glomérulo
de ratones expuestos a intoxicacién cronica por cadmio. Los ratones
hembras (Mus musculus) se distribuyeron en tres grupos: Grupo control de 20
ratones, sometidos a ingesta ad libitum con agua destilada por un periodo de
100 dias y Grupos B y C, constituidos por 20 ratones cada uno, a los cuales se
les sustituy6 el agua destilada por solucion de CdCl, a concentraciones de 10
ppm y 15 ppm, por el mismo periodo. Las muestras de rifiéon fueron
procesadas por las técnicas convencionales para el estudio por micro-
scopia optica y electronica. Se revelaron alteraciones en el glomérulo
expuesto; a 10 ppm muestra una membrana basal irregular, con pérdida de
pedicelos y alteraciones de la arquitectura celular. Adicionalmente, se
observaron depdsitos intra-celulares en forma de huellas dactilares. En los
tejidos tratados con cadmio a 15 ppm, se observaron cambios similares
pero mas severos, con la presencia de cuerpos multivesiculares y zonas de
detritos celulares. Algunas células muestran caracteristicas necrdticas con
tumefaccion y fragmentacion nuclear (cariorrexis). Los resultados
sugieren que el cadmio induce un efecto citotoxico, valorado por cambios
anatomopatologicos del glomérulo. Un importante hallazgo en este
estudio es que el cadmio actfia en el glomérulo a concentraciones
relativamente bajas, tal que los humanos expuestos ambientalmente
podrian sufrir algin tipo de glomerulopatia. Recibido: 17 marzo 2006,
aceptado: 27 marzo 2007.
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ANATOMOPATHOLOGICAL CHANGES IN RENAL GLOMERULI OF MICE
INTOXICATED EXPERIMENTALLY WITH CADMIUM

Abstract. We evaluated structural alterations in renal glomeruli of mice
chronically exposed to cadmium. Female mice (Mus musculus) were
divided into three groups: a control group of 20 mice, were administered
distilled water for 100 days, and two experimental groups A and B, with
20 mice each, were administered a 10 ppm and 15 ppm CdCl, solution for
100 days respectively. Kidney samples were fixed and processed using
standard methods for optical and electron microscopy. Analyses of
micrographs showed alterations in the glomeruli exposed to cadmium.
The glomerulus exposed to 10 ppm Cd'* showed an irregular basal
membrane with pedicel loss and alterations in cell architecture. In
addition, intramembranous deposits in form of fingerprints were
observed. In tissues exposed to 15 ppm cadmium, similar but more severe
changes were observed, including presence of multivesicular bodies and
cellular detritus zones. Some cells showed necrosis with tumefaction and
nuclear fragmentation (cariorrexis). Results suggest that exposure to
cadmium induced cytotoxic effects, revealed by anatomical and
pathological changes in the glomerulus. An important finding in this
study is that cadmium acts on the glomerulus even at relatively low
concentrations. Thus, humans environmentally exposed to cadmium are at
risk of suffering glomerulopathy. Received:17 March 2006, accepted: 27
March 2007.

Key words: Cadmium, glomerulopathy, Mus musculus, mice, kidney,
toxicology, ultrastructure.

INTRODUCCION

El cadmio es un metal pesado cuya produccion y uso en el ambito
industrial se ha extendido rapidamente, hasta el punto que la Administracion
de Salud y Seguridad Ocupacional (OSHA. 1992), lo considere determinante
en problemas de salud ocupacional. La fabricacion de baterias y la
estabilizacion de algunos plasticos son los usos mas frecuentes de este metal,
sin embargo, es utilizado igualmente en la elaboracion de algunos plaguicidas
y fertilizantes. (USEPA 2001). Esto conlleva a considerar, que en suelos
agricolas contaminados con el metal, la exposicion de rumiantes a este
elemento potencialmente toxico se produzca, al pastorear en dichas areas.

El metal, una vez que ha ingresado al organismo, se fija rapidamente a
los tejidos, principalmente en rifién e higado, combinandose de forma selectiva
con la metalotioneina (Geret y Cosson 2002). Cuando los niveles de cadmio en
dichos tejidos exceden a los de esta proteina, el metal ejerce su efecto toxico,
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cuyas primeras manifestaciones son propias de nefropatias y alteraciones
hepaticas (USEPA 2001). En intoxicaciones cronicas son habituales la
osteopatia y algunos tipos de cancer relacionados con el aparato reproductor
masculino (Leoni et al. 2002, Koisumi y Yamada 2003).

Son varios los trabajos donde se reporta el efecto de la contaminaciéon por
cadmio en suelos, plantas y tejido animal, sefialando una gran capacidad de
bioacumulacion y toxicidad (USEPA 2001, Marcano et al. 2001, 2002,
Romero et al. 2003, Watjen 2004, Marcano et al. 2005). El rifiéon es
considerado un érgano critico para la toxicidad por cadmio, tanto en humanos
como en animales de experimentacion, los dafios reportados estan relacionados
con su efecto en tibulos renales (Kogan et al. 2000, Brzoska et al. 2003, Azar
et al. 2004). En el presente trabajo, se evaltan los cambios estructurales en
glomérulo de ratones albino suizo (Mus musculus), expuestos a intoxicacion
cronica con cloruro de cadmio (CdCl,), seleccionando para tal efecto las
concentraciones consideradas como permisible por la Agencia de Proteccion
Ambiental de EE.UU: Ix 10° y 5 x 10~ mg/kg/dia, en agua y alimentos
respectivamente (USEPA 2001).

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 60 ratones hembras, destetados, de 22 dias de nacidos, con
una talla promedio de 6,41 £ 0,53 cm y peso promedio de 22,34 + 2.3 g. Las
ratones recibieron una dieta estandar basada en un alimento comercial,
mantenidos en condiciones convencionales de temperatura de 22 + 1 °C, con
una humedad relativa de 50 + 10% y periodo de luz/oscuridad de 12 h/12 h.
Los animales se distribuyeron en tres grupos: Grupo A: 20 ratones control,
sometidos a ingesta ad libitum con agua destilada por un periodo de 100 dias.
Grupos B y C, constituidos por 20 ratones cada uno, a los cuales se les
sustituy6 el agua destilada por solucion de CdCl, a concentraciones de 10 ppm
y 15 ppm, por el mismo periodo. Finalizada la fase experimental, los animales
fueron anestesiados intraperitonealmente con uretano (1g/kg) y sacrificados.
Se extrajo el rifion, que fue cortado en secciones sagitales y transversales para
ser procesado por microscopia. El estudio fue llevado a cabo de acuerdo a las
normas de bioética y bioseguridad para la investigacion con organismos vivos,
ambiente y bioterios, establecidas por el Ministerio de Ciencia y Tecnologia y
el Fondo Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion (Venezuela), para el
uso de animales de experimentacion.
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PROCESAMIENTO PARA MICROSCOPIA OPTICA

Las muestras se fijaron en formaldehido al 10% a pH 7,2 por 24 h e
incluidas en parafina; se realizaron cortes de 6um de grosor, se hidrataron y
tifieron con hematoxilina-eosina y con el reactivo de Schiff-Acido Periédico
(PAS), para ser observadas en un microscopio de luz marca Zeiss.

PROCESAMIENTO PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA

El tejido se fijo en glutaraldehido al 2% en buffer cacodilato 0,1 M, pH
7.2, por 2 h., a temperatura ambiente y post-fijadas en tetradxido de osmio al
1% en el mismo buffer por 1 h. Posteriormente se deshidratd en etanol y 6xido
de propileno, se infiltro e incluyé en la resina poliester Araldita 502. Se
realizaron cortes ultrafinos de 100-200 nm, se tifieron con acetato de uranilo y
contrastaron con citrato de plomo, para ser observados en un microscopio
electronico de transmision (Hitachi H-7000).

RESULTADOS

Posterior a los 30 dias de iniciado el ensayo, todos los animales expuestos
al toxico comenzaron a presentar cambios como pigmentacion y caida del
pelo, oscurecimiento de los ojos, debilidad muscular e intranquilidad, los
cuales se acentuaron a medida que la concentracion de CdCl, y el tiempo de
exposicion se incrementaron. En la Figura 1 se muestra un glomérulo control,
con patrones normales y distribucion de células mesangiales y endoteliales
caracteristicos. El analisis de los cortes gruesos tefiidos con hematoxilina-
eosina y PAS, reveld alteraciones a las dos concentraciones empleadas. Los
glomérulos se presentaron colapsados con disminucion del espacio
subcapsular de Bowman, retraccion de los capilares, proliferacion de células
mesangiales vacuolizadas y con heteropicnosis nuclear. En el epitelio tubular
se observo atrofia del ribete en cepillo, pérdida de contorno y limites celulares;
algunos tibulos presentan dilataciones quisticas con apilamiento del epitelio
tubular y fibrosis. También se evidencié la presencia de depdsitos PAS
positivos (Fig. 2). La Figura 3, muestra la micrografia electrénica de
corpusculo renal control en la que se puede apreciar la lamina basal uniforme
y células del epitelio visceral: Podocito y pedicelo, mitocondrias de forma
elongada y crestas organizadas caracteristicas de este tejido. Los cambios
ultraestructurales de glomérulos de tejido renal expuesto a 10 ppm de Cd™ se
presentan en la Figura 4, se observa la membrana basal engrosada, con pérdida
de pedicelos y aposicion directa del citoplasma. En el citoplasma adyacente, se
muestra una gran vacuolizacion del citoplasma, mitocondrias hinchadas con
desorganizacion de las crestas mitocondriales y pérdida de la forma alongada
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Figura 1. Tejido renal de raton control. Se muestra el glomérulo (G) con patrones
normales, distribucidon de células mesangiales y endoteliales caracteristicas. Tubulo
distal (Td) y proximal (Tp) (200X).

Figura 2. Tejido renal de raton expuesto a 10 ppm con Cd?: Glomérulo (G) colapsado
con disminucién del espacio subcapsular de Bowman, proliferacion de células
mesangiales (m); dilatacién de los tubulos distal (Td) y proximal (Tp), con atrofia del
ribete en cepillo (¥); células vacuolizadas con pérdida de contorno y heteropicnosis
nuclear (1). También se observa la presencia de depdsitos PAS positivos (*) (400 X).
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Figura 3. Micrografia electronica de corpusculo renal control. Se observa la lamina
basal (Lb) uniforme, Podocito (P), pedicelo (V), mitocondrias de forma elongada y
crestas organizadas (16.000 X).

Figura 4. Micrografia de glomérulo de tejido de raton expuesto al cadmio Cd+2 (10
ppm). Se muestra la lamina basal (Lb), podocitos (P) y depodsitos en forma de gotas
hialinas (V). Se observa vacuolizacion (v), dilatacion de cisternas citoplasmaticas (*) y
tumefaccion mitocondrial (**). También se presentan depdsitos intracelulares en forma
de huellas dactilares (¥) (16.000 X).
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normal; depositos en forma de gotas hialinas y la presencia de depositos
intracelulares en forma de huellas dactilares, estos ultimos presentados con
mas detalles en la Figura 5. En los glomérulos renales de los ratones tratados
con cadmio a 15 ppm, los cambios fueron mas severos. Las mitocondrias
aparecieron tumefactas con densidades amorfas, el reticulo endoplasmico se
mostro dilatado, con desprendimiento y disgregacion de ribosomas;
presentandose cuerpos multivesiculares y zonas de detrito celular (Fig. 6). La
frecuencia de tumefaccion mitocondrial obtenida en los resultados se
evidencia en la Figura 7, donde se observa un nucleo con la envoltura nuclear
deformada y cromatina condensada. En la Figura 8 se revela una célula con
caracteristicas necrotica, con tumefaccion y fragmentacion nuclear
(cariorrexis), acompanadas de hematies.

Figura 5. Micrografia donde se muestra a mayor aumento la presencia de depdsitos
intracelulares en forma de huellas dactilares (¥) (33.000 X).
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Figura 6. Micrografia de glomérulo de tejido de ratén expuesto al cadmio 15 ppm. Se
observa tumefaccion mitocondrial (*), cuerpos multivesiculares (V) y zonas de detrito
celular (1) (30.000 X).

Figura 7. Micrografia de célula de endotelio glomerular de tejido de ratén expuesto al
cadmio 15 ppm. Se observa un nuicleo (N) con cromatina condensada y una envoltura
nuclear hinchada y deformada. También se presentan mitocondrias tumefactas (*).



Vol. 41, 2007] Efectos de Cadmio en Ratones 203

Figura 8. Micrografia de célula de endotelio glomerular; se muestra tumefaccion y
fragmentacion nuclear (1) y la presencia de hematies (H) (24.000 X).

DISCUSION

Los resultados obtenidos coinciden con los resefiados por otros autores
que establecen el dafio causado por el cadmio en modelos murinos (Matsuura
et al. 1991, Dorian et al. 1995, Brzosca et al. 2003). Thijssen et al. (2007)
reportan dafios funcionales e histologicos del rifion en ratones expuestos a
bajas dosis de cadmio, sefialando que sus estudios no corroboran la hipdtesis
de que los niveles de cadmio en orina sea un indicador del nivel total del
metal en el cuerpo, por lo menos cuando este tltimos es bajo. Brzosca et al.
(2004), en estudios realizados en ratas expuesta a intoxicacidon cronica con
cadmio, establecen que uno de los principales blancos para la toxicidad del
cadmio en el rifion son los tubulos proximales. El glomérulo también es
dafiado, mientras que en otras partes del nefron los dafios son menores. Los
resultados sefialan cambios anatomopatoldgicos en glomérulo del tejido renal
de los ratones expuestos, que revelan la citotoxicidad ejercida por el metal. La
vacuolizacion citoplasmatica observada, coincide con los reportes de Thijssen
et al. (2007); esta, al igual que la dilatacion de organelos y tumefaccion
mitocondrial mostrada a microscopia electronica, podria ser consecuencia del
efecto inhibitorio sobre las enzimas responsables del mantenimiento de la
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integridad celular, tal como lo sefialan Korotkov et al. (1998). Ellos sugieren
que el cadmio altera la estructura de la membrana celular por su efecto
inhibitorio sobre la actividad de enzimas como la glutation reductasa, glutation
peroxidasa y catalasa, reportando ademas alteraciones de la membrana interna
mitocondrial, instaurando un incremento de la permeabilidad al K™ y al H™.
Koizumi et al. (1996) establecen que el cadmio produce inhibicion de la
ATPasa Na”-K™, originando un aumento del sodio intracelular lo cual
ocasiona retencion de agua e histolisis celular. Por otro lado, Pourahmad et al.
(2003), reportan cambios en la permeabilidad de la membrana plasmatica
causados por el metal asociado con la formacion de perdxidos lipidicos, que
podrian convertirse en radicales libres capaces de generar lesiones en las
membranas celulares.

La reaccion de PAS demuestra desorganizacion de los componentes de la
lamina basal, lo cual podria ser la causa de las irregularidades obtenidas. Asar
et al. (2004), reportan un incremento en la produccion de fibronectina en ratas
tratadas con cadmio, posiblemente mediado por aumento de los niveles de la
forma activa del TGF-@, induciendo la transformacion de células mesangiales,
sobreproduciendo fibronectina, que al acumularse puede originar glomerulo-
esclerosis o pérdida de la funcion laminar. Chambers et al. (1998) establecen
que el Cd™ es un potente inhibidor de la sintesis de proteoglucanos,
componente esencial de esta estructura. Las alteraciones observadas en la
lamina basal y la pérdida de pedicelos son compatibles con las caracteristicas
de una “Nefrosis lipoidea” (Barat et al. 2002) y se ha reportado que puedan ser
causadas por la presencia de un factor sérico, posiblemente humoral, capaz de
causar dafio en las células epiteliales viscerales (podocitos), las cuales al
degenerarse pierden su capacidad de filtracion produciendo el colapso
glomerular (Avila-Casado 1999). Adicionalmente, se presentan depésitos
intracelulares en forma de huellas dactilares caracteristicos de lupus nefritico
proliferativo (Garcia y Valenzuela 2002). Los cuerpos multivesiculares (Fig.
3), descritos como arreglos organizados de membranas citoplasmaticas y
relacionados con altos niveles de interferon alfa, son particularmente
prominentes en las células endoteliales de la nefropatia asociada al VIH
(Avila-Casado 1999). En la Figura 4 se muestran algunas células necroticas
caracterizadas por tumefaccion y fragmentacion nuclear (cariorrexis), acom-
pafiadas de hematies, frecuentes en lesiones de nefrotoxicidad tales como
Glomerulonefritis focal y segmentaria y en las asociadas al VIH (Avila-
Casado 1999, Szczech 2001, Oates y Gilkenson 2002). Existen reportes que
establecen la toxicidad del cadmio en tejido renal en modelos experimentales.
Dorian et al. (1995) sefialan que la exposicion aguda al cadmio produce
hepatotoxicidad, pero no dafio renal. Sin embargo, la exposicion cronica
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produce efectos nefrotoxicos. Matsuura et al. (1991) y Asar et al. (2004)
sefalan alteraciones ultraestructurales en los organelos celulares de tubulo
proximal de ratas, infiriendo que el dafio es heterogéneo en el nefron,
posiblemente debido a la distribucion del cadmio en el interior celular.
Similarmente Brzoska et al. (2004), establecen alteraciones estructurales y
fisiologicas en tibulo proximal, en ratas sometidas a intoxicacion con niveles
de cadmio inferiores a las reportadas como aceptables para la exposicion
ambiental en humanos.

Los resultados obtenidos coinciden con los reportados por otros autores
quienes sefialan alteraciones morfologicas inducidas por el metal en diversos
tejidos (Kogan et al. 2000, Alvarez-Barrientos et al. 2001, Marcano et al.
2001, 2005, Romero et al. 2003).

CONCLUSION

Los resultados permiten establecer cambios anatomopatologicos del
glomérulo de ratones expuestos experimentalmente al cadmio, ain a
concentraciones consideradas como permisible por la USEPA, lo que pone de
manifiesto el riesgo para la salud de los organismos, incluyendo humanos,
expuestos ambientalmente al metal. Se recomienda realizar monitoreos para
valorar los niveles del metal presentes en zonas urbanas y rurales.
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