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Roberto Madeddu Introduccion

La corteza terrestre contiene diversos elementos quimicos, entre ellos
muchos metales (53). Desde tiempos remotos, han resultado de gran
importancia para el desarrollo y progreso de las civilizaciones, a tal punto que
seria muy dificil imaginar nuestra sociedad actual sin un extenso empleo de

utensilios y herramientas elaborados con metales.

De los elementos quimicos que hoy conocemos, aproximadamente un 75
% son metales. La mayoria son soélidos a temperatura normal, muchas veces
brillantes, maleables y ductiles, buenos conductores de electricidad y calor.
Esta y otras propiedades quimico-fisicas, dependen de un bajo nimero de
electrones en sus orbitales exteriores y por consiguiente de su tendencia a

perderlos para formar iones positivos.

Los metales son un componente fundamental del mundo mineral, y
constituyen gran parte de la composicion de la corteza terrestre en donde se
encuentran bajo forma cristalina. Sin embargo, también son importantes en el
mundo animal y vegetal ya que, incluso estando presentes en cantidad a veces
infinitesimal, los oligoelementos metalicos ejercen actividades bioldgicas
extremadamente importantes (53). Los metales estan, por lo tanto, presentes

en el aire, en el agua y en el suelo y por consiguiente en los alimentos.

El fendmeno de la industrializacién y el incremento considerable de las
actividades humanas, ha precisado de un mayor empleo de metales, con la
consecuencia de su creciente ecodispersion. Esto, aparte del impacto
socioeconémico que ha producido, se ha revelado potencialmente peligroso

para la salud tanto animal como humana.

Los metales presentes en el ecosistema estan sometidos a unos procesos
biolégicos y quimico-fisicos, capaces de atenuar su peligrosidad; este
fendmeno es comunmente conocido como “autodetonacion’. En base a su peso
especifico inferior o superior a 5 g/cm® los metales se clasifican en ligeros o

pesados.
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1.1. LOS METALES PESADOS

Los metales pesados, debido a su fuerte resistencia a la degradacion
natural, conservan por mucho tiempo su caracter téxico. Por lo tanto, resulta de
vital importancia mantener bajo control la concentracién de los metales en el

medio ambiente, y de modo especifico la de los metales pesados (50 - 51 - 52).

Entre los metales que tradicionalmente, estan considerados mas toxicos y
dafinos para la salud asi como fuertemente relacionados con actividades
industriales y de combustion cabe destacar: el cadmio, el aluminio, el zinc, el

plomo y el mercurio (20).

El cadmio es considerado uno de los mas peligrosos para el medio
ambiente y la salud, por ser teratogénico y con un potencial cancerigeno

comprobado.

1.1.1. El cadmio

El cadmio (Cd) fue descubierto en 1817 como componente de la
smithsonita. En la naturaleza no se encuentra como elemento puro sino en
asociacion con metales como el zinc, el cobre o el plomo, y es un elemento
presente en toda la corteza terrestre, aunque generalmente su concentracion

no supera los 0.015/0.020 p.p.m.

La presencia natural del cadmio en el medio ambiente se debe
principalmente a actividades volcanicas, a incendios forestales y a erosion de
las rocas. Las minas principales se encuentran en Sudamérica, en Africa y en

Australia; pequenos yacimientos se encuentran en Cerdena (ltalia).

Se conoce un solo verdadero mineral de cadmio, la greenockita, pero el
mayor interés comercial reviste la extraccion desde minerales de zinc mediante
fusion. Ademas, el cadmio esta presente en el denominado “polvo azul’,

producto de la condensaciéon que contiene del 4 al 5% de cadmio.
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Figura 1. Los atomos del cadmio del metalotioneina

1.1.2. Produccion mundial de cadmio

La produccion mundial del cadmio es de mas de 20 mil toneladas/ano. El
cadmio es muy resistente a la corrosion y se utiliza para su electrodeposicion
galvanica (cadmiatura) en otros metales, especialmente el acero y el hierro.
Ademas, por su inalterabilidad al calentamiento, el cadmio amarillo, se emplea
sobre todo en la industria del plastico como en la de pinturas, de tinta de
colores, en la fabricacion de acumuladores y baterias al Ni/Cd, o de aparatos

radiofénicos o de TV; en menor medida.

Debido a su elevada dispersiéon ambiental el cadmio se encuentra en el
aire, en el suelo, y en el agua, y como todos los metales pesados causa un

impacto ambiental que modifica los parametros de calidad del agua y del suelo.

1.1.3 Concentraciones de cadmio

Las concentraciones de cadmio en las aguas marinas no contaminadas
son de 0,04/0,3 mg por litro, en las aguas naturales son inferiores a 1 mg/l, en
el suelo son menos de 1 mg/l, mientras que alrededor de zonas industriales
pueden alcanzar niveles mas elevados, 60-70 mg/litro, siendo sus fuentes de
emision principales los vertidos industriales, las centrales a carbdon y los
incineradores (51 - 52 - 70).
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En las zonas rurales no contaminadas la concentracién media anual de
cadmio en el aire es de 300 pug /m°, mientras que cerca de las zonas
industriales la concentracion media semanal en el aire supera con facilidad a
los 500 pg /m®. El transporte a distancia a través de la atmdsfera representa

una fuente relevante de contaminacién para las zonas no industrializadas.

El suelo es el primero en ser objeto de inmisién de metales pesados y por
lo tanto de cadmio, por la caida de particulas difundidas en el aire por
actividades industriales, por la actividad humana (vertederos, coches, y otros),
por su presencia en los fertilizantes quimicos, o por su acumulacion después de
los incendios. La concentracion del cadmio en el suelo depende del ph de la
tierra, que tiene la funcidén primaria de controlar la solubilidad y movilidad del
metal, y ademas, desempena un papel fundamental en determinar su

disponibilidad para las plantas.

La absorcion del cadmio por los vegetales es facil. El metal es unos de los
pocos elementos capaces de acumularse en las porciones comestibles de las
plantas, pudiendo alcanzar niveles toxicos para los humanos. Efectivamente, la
absorcion del cadmio por parte de las plantas representa uno de los primeros
estadios de bioacumulacién en las cadenas alimentarias. En la sustancia seca,
las hojas generalmente presentan un contenido en cadmio mas elevado

respecto a las raices, a los frutos y a las semillas.

1.1.6 Acumulacion de cadmio

Algunos investigadores piensan que la acumulacion del cadmio en el
suelo no depende tanto de su concentracion, sino de la relaciéon s.f./Cd: cuanto

mas se aproxima o es mayor de 100, menor sera la acumulacion del metal.

Segun una estimacion aproximada, la mayor distribucion potencial de los
metales pesados y por lo tanto del cadmio, se encuentra en el agua y en las
especies acuaticas tanto vegetales como animales. Estas Gltimas se utilizan

frecuentemente como bioindicadores. Por ejemplo, en algunas especies

6
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marinas como la “posidonia oceanica spiaggiata”, se ha observado que el
contenido de metales pesados y entre ellos el cadmio, es directamente
proporcional al nivel de contaminacion marina. Ademas, los moluscos bivalvos
como el “Mythilus, Gallo Provincialis”, bioindicadores capaces de bioacumular,
bioconcentrar y provocar procesos de biomagnificacion, pueden representar en
los diferentes ecosistemas y en especial de las aguas costeras, un indicador util
y precoz del grado de contaminacion por metales pesados, sobre todo de

cadmio y mercurio.

Los peces y algunos vertebrados también son extremadamente sensibles
a pequenas concentraciones de cadmio; las concentraciones de 1,2 ugy 0,4 ng
por litro, son consideradas peligrosas segun se trate de aguas mas o menos
duras respectivamente. En los musculos de algunos peces, han sido hallados
niveles mil veces superiores a los presentes en el agua, presentando

concentraciones tdxicas para los eventuales consumidores.

A través del agua y de las plantas el exceso de metales pesados puede
finalmente alterar la cadena alimentaria provocando el desarrollo de
mecanismos patogenéticos en los animales y en los humanos. En relacion a
esto, se ha manifestado desde hace tiempo un creciente interés por la
aplicacién de técnicas "voltamétricas de stripping" especialmente sensibles y
aptas para la investigacion de metales pesados, presentes en muy pequenas
cantidades en matrices alimentarias. Estas técnicas, a través del empleo de
proteinas como la caseina, la lactoalbumina y las lactoglobulinas, han
evidenciado la presencia de metales pesados y entre ellos el cadmio, en
matrices alimentarias donde frecuentemente estan presentes en trazas (7 - 140
- 118).

En relacion a los posibles efectos sobre la salud humana y animal, los
metales se dividen en esenciales, no esenciales y toxicos. Los componentes de
estos tres grupos se han modificado con el progreso de las investigaciones. De
todas formas, aun no es aceptable del todo una distincién absoluta entre los

tres grupos.
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Esta distincion tiende a simplificar las relaciones entre organismo y
metales, ya que los 14 elementos considerados hoy esenciales para la vida
animal y los 20-30 no esenciales son todos toxicos si se ingieren en niveles

suficientemente elevados durante largos periodos de tiempo.

En algunos casos, por tanto, la esencialidad y la toxicidad de un metal
dependen de la duracion de la exposicidn, la dosis, la via de administracion, la
forma quimica del compuesto metalico absorbido y de la vida media corporal
(60-70-74-126).

1.1.7 Los elementos

En todo caso con respecto a sus funciones biologicas, los elementos, en
general, pueden ser clasificados en:

- elementos esenciales principales, cuya exigencia es valorada en el
orden de algunos gramos y que comprenden seis elementos estructurales (H,
C, N, O, P, 2) y cinco macro minerales (Na K, Mg, Ca, Cl);

- micros minerales esenciales, cuya exigencia es valorada en el orden de
algunos miligramos y cuya esencialidad es claramente nota desde hace
muchos afos, como Fe, s.f. y Cu;

- elementos esenciales, cuya exigencia es valorada en el orden de
algunos micros gramos como Si, LOS, Mo, Cr, Co, y cuyas funciones son mas
0 menos conocidas;

- elementos para los cuales existe sospecha de esencialidad como el St;

- elementos traza como Cd, As, Hg, Al, de los que no se conoce ninguna
funcidn esencial y que, por tanto, si son absorbidos en determinadas
cantidades, pueden ser toéxicos; este término es correcto, siendo activos a

concentraciones suficientemente bajas.

La esencialidad de un elemento puede ser definida en base a distintos
criterios:

- la reducida absorcion debe causar un dano funcional;
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- la reintroduccion en la dieta en cantidades fisioldgicas debe prevenir y
curar los sintomas de deficiencia;

- la ausencia debe impedir el crecimiento o el cumplimiento del ciclo vital
del organismo;

- la influencia sobre el metabolismo de un determinado organismo tiene
que ser directa;

- el efecto no puede ser completamente reemplazado por la sustitucion

con otro elemento.

En general, incluso estando los oligoelementos implicados en funciones o
estructuras diversificadas, se puede afirmar que su papel principal es el

coenzimatico en casi el 25/30% de las enzimas actualmente conocidas.

En este contexto, bien un aumento, bien una reduccidon de estos
elementos puede provocar efectos toxicos y en especial, una disminucién de la

aportacion puede determinar la aparicion de efectos desfavorables.

Algunos de ellos como el fluor en los humanos y el cobre en la oveja,
poseen un margen entre asuncion benéfica y toxica, es decir entre necesidad,
exigencia y tolerancia, mientras que otros como el zinc y manganeso, poseen
una alta tolerancia y por tanto un amplio margen entre asuncion minima

esencial y la produccién de efectos toxicos en los organismos (138).

De los elementos traza, como el cadmio, sélo una aportacidén elevada es
capaz de determinar la aparicion de efectos desfavorables sobre la salud
siendo tanto mas relevantes cuanto mas alta es su dosis.

Las distintas especies de elementos traza y sus derivados
organometalicos son absorbidos por los organismos vivientes a través de
distintos mecanismos, se localizan en o&rganos blanco para luego ser

excretados.
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1.1.8 Bioacumulacion del cadmio

La bioacumulacion representa el cociente entre los niveles de un elemento
en un organismo y la cantidad del mismo en el entorno en el que vive, o en las

distintas especies de organismos animales o vegetales del que se alimenta.

Mientras que en el hombre y en el ganado el problema de la
bioacumulacién puede ser controlado mediante la utilizacion de pruebas
limitadas al régimen alimenticio suministrado, en los animales salvajes, el
problema es mucho mas complicado y puede ser valorado solo en base a la

entidad de la contaminaciéon ambiental.

La bioacumulacion de los metales pesados en el organismo es
relevantemente toxica, y se manifiesta con la aparicion de patologias en

diferentes organos y tejidos.

Para el estudio de las distintas fases de absorcidon, distribucién,
biotrasformacion y excrecion del cadmio, han sido propuestos varios modelos
metabolicos multicompartimentales. Estos han permitido determinar el ciclo
que el metal cumple en el organismo y los compartimentos en los que se

reparte segun sea absorbido (18 - 21 - 27).

1.1.9 Vias de absorcion

En la poblacion profesionalmente expuesta, la via principal de absorcién
es el sistema respiratorio, con una dosis de absorcién del 10 al 40% segun se
trate de polvo o humo y segun las dimensiones de las particulas.

Por otra parte, la via respiratoria sera también una importante via de
absorcion durante la exposicion extra profesional, ya que dicho metal es
vaporizado en el humo producido durante la combustion del tabaco. Los
cigarrillos pueden contener hasta 1,2 ug de Cadmio, del cual el 10% es

absorbido por los pulmones.

10
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En la exposicidon industrial, la via gastrointestinal, juega un papel menos
importante pero no irrelevante, con una dosis de absorcion que oscila entre el 2
y el 10%. En la poblacion en general el aparato digestivo constituye en todo
caso, la principal via de absorcion debido a la ingestién de comidas o bebidas
que contienen cadmio (arroz, agua potable u otros elementos) o por la
disolucién del metal a partir de los recipientes. De hecho, muchas veces se han
observados casos de absorcidn accidental debida a la ingestion de comidas y
bebidas levemente acidas, preparadas y guardadas en recipientes
recientemente elaborados con cadmio (el cadmio es soluble en los acidos).
Cierta penetracion también puede realizarse a través de la piel, cuando se le

aplicada compuestos solubles de cadmio.

En los animales, las fuentes de cadmio estan estrechamente relacionadas
con la contaminacion ambiental (piensos, las aguas contaminadas) asi como,

con los productos utilizados como ascaricidas.

Por otra parte, la absorcion por via digestiva presenta un cierto interés
toxicologico, aunque menor, ya que el poderoso efecto emético del metal limita
notablemente su toxicidad. Ademas, ésta ultima depende de factores dietéticos:
es mayor en dietas pobres en calcio, vitamina D, hierro y proteinas y, menor en
regimenes ricos en zinc. Hay que recordar, en realidad, que el cadmio desde
un punto de vista quimico y metabdlico presenta una fuerte afinidad con el zinc,
y muchos sintomas de la toxicidad del cadmio son parecidos a los de falta de

zinc.

Muchos estudios epidemiologicos desde hace tiempo han indicado la
interaccion toéxica y cinética entre cadmio-zinc y plomo-zinc. Efectivamente,
como consecuencia de una exposicion a bajos niveles de Cadmio-plomo se
observa una relativa deficiencia de zinc. Uno de los efectos de la toxicidad del

cadmio es debido a una mayor exigencia de zinc ademas del cobre y el hierro.

En la absorcion por via digestiva se producen alteraciones interesantes

como las lesiones inflamatorias de la mucosa oral y la alteracion del color de
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los dientes. La absorcion después de la ingestion es condicionada por
diferentes variables, como la dimensidén de las particulas ingeridas, el ph, la
velocidad del transito gastroentérico, la ingestion de otros alimentos al mismo
tiempo, la solubilidad del compuesto metalico y las interferencias con otros

metales.

Una vez absorbido, el metal se reparte en muchos 6rganos y tejidos diana
en forma libre o enlazada; entre dichos 6rganos, los principalmente afectados
son el higado y el rindbn que juntos pueden contener mas del 75% del cadmio
total. Otros 6rganos depdsito, son los pulmones, la hipdfisis, el pancreas, la
glandula tiroides, los musculos, los testiculos, las glandulas salivales y el tejido
0seo (1-54-60-113).

En la poblacion no profesionalmente expuesta, las concentraciones de
cadmio en estos 6rganos aumentan segun la edad, tendiendo a estabilizarse,
segun muchos estudiosos, alrededor de los 60 afos, probablemente por el
reducido consumo de comidas y por cambios fisioldgicos a nivel de la corteza

renal.

La vida media del cadmio es muy larga, siendo el ritmo de excrecion
interior muy lento, y se estima alrededor de los 20-35 anos, aunque los datos
relativos a los diferentes 6rganos diana todavia han de ser definidos de manera

exacta.

Uniones proteicas a nivel plasmatico, de los tejidos y a nivel celular
regulan la difusibilidad del metal en el plasma, en los tejidos, en el fluido
intersticial e intracelular. La union a nivel de tejidos es importante porque,
teniendo una elevada afinidad con el metal, puede, hasta determinadas

concentraciones, neutralizar su toxicidad actuando como un depdsito inerte.

No existe un mecanismo de control homeostatico sobre los niveles de
cadmio en los tejidos. En éstos, el contenido del metal varia proporcionalmente

al variar la cantidad ingerida. Ademas, después de haber superado el potencial
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de unioén, el metal acumulado puede pasar en la cuota plasmatica difundible y

alcanzar los sitios de accion.

En la sangre el cadmio se enlaza a casi el 90% de la hemoglobina y la
tioneina. La tioneina es un a-globulina rica en cisteina y por consiguiente en

radicales sulfidrilicos con los cuales el metal presenta gran afinidad.

El cadmio por tanto se enlaza a ella y forma el complejo cd-tioneina o
metalotioneina (25 -144). La metalotioneina es una proteina de transporte de
bajo peso molecular sumamente especifica, que transporta el cadmio al higado
y de éste a otros 6rganos, sobre todo a los rifones por los que presenta un
tropismo selectivo muy estable y por tanto otorga al cadmio una vida biolégica
media larga (20/30 anos) (145 — 146 -147).

En base a su elevada capacidad de enlazar el cadmio y el zinc, la
metalotioneina secuestra el metal quitandole la disponibilidad por enlaces en
los sitios funcionales mas delicados, reduciendo considerablemente su

toxicidad.

En la sangre la accién toxica se manifiesta con el bloque de los grupos
sulfidrilicos de enzimas esenciales y la consiguiente inhibicion de la biosintesis
de hemo; tiene una vida media de mas de dos horas, se acumula en los
eritrocitos y es causa, a altas dosis, de una caida del contenido hemoglobinico

y una reduccion del numero de los globulos rojos.

1.1.10 Intoxicaciéon con cadmio

La toxicidad del Cadmio se caracteriza por una forma aguda y una
cronica. Hay intoxicacidon aguda generalmente consecuencia de la inhalacion
de elevadas concentraciones de polvos 0 humos de cadmio; se manifiesta a
partir de 4-6 horas de la inhalacion con fenbmenos de irritacion del aparato
respiratorio y digestivo, irritacion nariz-faringea, cefalea, nauseas, vomito,

escalofrios y fiebre.
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Los efectos agudos han sido observados también en personas que han
usado comidas guardada durante largo tiempo en recipientes con elevada
cantidad de cadmio. La ingestion de comidas contaminadas produce nauseas,
vomitos, dolores abdominales y a veces diarrea. Otras manifestaciones agudas
serian, segun observaciones clinicas y experimentales, lesiones hepato-renales
y coronarias, de los ganglios sensoriales, de los testiculos, del pancreas y
alteraciones teratoldgicas. Las intoxicaciones agudas son muy raras, ya que
después de casos letales occuridos en el pasado, los controles son mas
rigurosos. Son, en cambio, todavia peligrosos los efectos debidos a una larga

exposicion o intoxicacion cronica.

La intoxicacion cronica tiene como manifestaciones principales pero no
unicas, la nefropatia tubular, el enfisema pulmonar, la osteoporosis y la
osteomalacia (28 - 64 - 86). Las manifestaciones cronicas aparecen después
de un tiempo de exposicidon variable de dos a treinta afnos. Dichas
manifestaciones estan todavia en discusion, son menos frecuentes, pero
igualmente importantes, y se presentan bajo forma de: accidon cancerigena y
teratdogena, hipertension arterial, anemia, lesiones testiculares y hepaticas y

pigmentacion amarilla de los dientes.

Las alteraciones del color de los dientes van del amarillo claro al moreno
dorado y se manifiestan bajo la forma de un anillo sobre la superficie vestibular
de la corona, empezando por el cuello y extendiéndose circularmente en el
margen incisivo hasta casi la mitad de la altura del diente. Este anillo es
considerado como una de las primeras sefales clinicas de intoxicacién, que

generalmente nunca se manifiesta antes de dos afios desde la exposicion.

En el ambito clinico, la nefropatia por cadmio se presenta como una
tubulopatia de lenta evolucién que segun algunos autores gradualmente podria
retroceder una vez terminada la exposicion. La hipétesis del retroceso ha sido
en todo caso refutada por otros estudios que han demostrado como los danos
renales, ademas de mantenerse después de muchos anos de acabar la

actividad laboral, tienden, en los casos mas graves, a empeorar (2 - 29 - 38).

14



Roberto Madeddu Introduccion

El cuadro anatomo-patolégico es caracterizado por una inicial afeccion de
los glomérulos y los tubulos proximales; la consecuencia es una proteinuria de
bajo peso molecular acompanada por la enzimuria. La proteinuria por el cadmio
se debe principalmente a la imposibilidad de reabsorcidon tubular debida a la
aumentada permeabilidad tubular, a la descompensacion energética y a las

inhibiciones de la peptidasas.

Como indice de lesidn tubular en la intoxicacion de cadmio, se utiliza una
proteina de bajo peso molecular, la B, microglobulina urinaria. En esta fase
denominada de adaptacion, las células tubulares renales presentan un
aumento del reticulo endoplasmatico liso, de microcuerpos y de lisosomas; al
mismo tiempo se observa un aumento de la metalotioneina intracelular.
Sucesivamente, el dafio se presenta con mayor evidencia, aunque la porcion
distal de los tubulos retorcidos resulta dafiada soélo en algunos casos y tras una
larga exposicion. Esta fase resulta caracterizada por inflamacion y necrosis de

las células tubulares.

Con respecto a los efectos del cadmio sobre el sistema cardiovascular, la
hipertension ha sido demostrada solo experimentalmente, sobre animales de
laboratorio, como mas adelante sera ilustrado con mas detalle. En el modelo
humano, no han sido totalmente definidos los efectos toxicos provocados por
dicho metal sobre la hipertension arterial y el sistema cardiovascular (83 - 107 -
130).

Los datos experimentales confirman que la exposicidn a bajas dosis de
cadmio parece ser nociva. Sin embargo, el grado de toxicidad dependera de los
factores genéticos, la edad, la costumbre de fuma, y la predisposicion familiar.
Ademas, la dieta también influye ya que la concentracion de sal en la dieta por
la presencia de metales como s.f., Cu, Se, tiene un efecto inhibitorio, mientras

que el plomo la potencia.

Posteriores investigaciones han demostrado como existe una fuerte

correlacion entre los niveles de cadmio atmosférico y la mortalidad por
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patologias cardiovasculares, la incidencia de arteriosclerosis; ademas, parece
ser mas elevada en las poblaciones que usan habitualmente aguas dulces

muchos mas ricas en cadmio y plomo respecto a las duras.

El cadmio tiene otros efectos sobre el sistema cardiovascular. Asi pues, el
suministro de bajas concentraciones de cadmio en el agua para beber, puede
alterar las funciones del corazon, puede perjudicar el microcirculo engendrando
un espesamiento de las pequenos vasos y los capilares reduciendo la
circulaciéon. En las mujeres también es afectada la circulaciéon uterina con

posible premadurez o deformidad del feto.

La anemia por cadmio es una anemia moderada normo o hipocromica,
con reduccion de las resistencias osmoticas y de la vida media de los eritrocitos
(32 -42 - 150).

El pulmdén representa uno de los o6rganos diana del cadmio; es
selectivamente afectado como consecuencia de exposiciones a elevadas
concentraciones de humos y polvos de metal, que provocan dafos pulmonares
acompanados por tos, sensacion de opresion toracica, dipnea sin fiebre, y que
han sido evidenciados s6lo en trabajadores que lo tomaban por inhalacion.
Efectos crénicos también pueden manifestarse por exposiciones a mas bajas
concentraciones, con cuadros de tipo irritativos bronquiales. La patologia mas
comun es el enfisema pulmonar que aparece habitualmente después de la

nefropatia y después de largos periodos de exposicion (unos 20 anos).

El cadmio también afecta el esqueleto provocando osteoporosis, fracturas
espontaneas y osteomalacia, no solamente en trabajadores expuestos a dicho
metal, sino también en individuos no expuestos a altas concentraciones
atmosféricas de cadmio y que ingieren una dieta pobre en calcio (79). Los
pacientes acusan graves dolores reumaticos y mialgias; esta sintomatologia fue
sefalada por primera vez en 1946 en Japon y fue denominada ltai-Itai por los
habitantes de un pueblo que se intoxicaron nutriéndose con arroz contaminado

por cadmio.
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El cadmio constituye un grave factor de riesgo en el desarrollo del proceso
osteoporético incluso cuando las dosis suministradas son bajas. Sin embargo
estas patologias surgen solo en concomitancia con otras causas adyuvantes,
como la escasa alimentacion y la modificacién del metabolismo de la vitamina

D (de la que el cadmio es sin duda una causa).

Otros mecanismos han sido sugeridos para explicar los efectos del
cadmio sobre el esqueleto:

-Algunos investigadores han demostrado que la alteracion del
metabolismo fosfocalcico es secundaria respecto al dafio renal como ya hemos
dicho, con el consiguiente incremento de la pérdida de calcio y una reducida
hidroxilacion de la vitamina D.

-Otros investigadores han sugerido que el cadmio ralentiza la formacion
de nuevo tejido 6seo en consecuencia de la desestabilizacion del colageno, o
por alteraciéon de la sintesis directa o finalmente por inhibicion del enzima
“lisillosidasa”.

-Una tercera posibilidad es que el cadmio, siendo un fuerte antagonista
del calcio estimula el proceso de reabsorcion 6sea tanto in vivo como in vitro.
Esto fue demostrado por el hecho de que en cultivos de médula ésea in vitro el
metal es capaz de estimular la produccion de osteoclastos y a nivel
osteoblastico, de parar el proceso de mineralizacion inhibiendo la actividad de

la fosfatasis alcalina 6sea y el depésito de sales de calcio.

El cadmio también tiene un efecto toxico sobre el cartilago ya que influye

negativamente sobre las vias de diferenciacion de los condroblastos.
1.2. CADMIO EN EL MEDIOAMBIENTE
Podemos hallar cadmio en la atmdsfera, en el agua y en el suelo. A

continuaciéon describiremos cémo llega este metal a cada uno de estos

ecosistemas.
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El cadmio es un metal cuyo uso es bastante nuevo. Antes de la |l guerra
mundial practicamente no habia demanda, y se asociaba a una impureza de
zinc y plomo, con lo que era desechado, produciendo grandes areas de
contaminacion alrededor de la industria del zinc y del plomo. Actualmente, se
sigue relacionando la contaminacién por cadmio con este tipo de industria, es
donde se producen mayores emisiones al medio ambiente. Sin embargo,
también se producen emisiones de cadmio, aunque en mucha menor cantidad,
en la combustion de basuras, combustion de carbdn, industria del acero y
produccion de cementos. La emision de metales pesados al medio ambiente
puede producir dafnos a nivel global, regional o local. En el caso del cadmio, se

ha visto que la relacion de contaminacion es de regional a local.

Origen de la Emisién Emisién de C(.j
(Tm./aho)- media

Combustion Carbon 232
Combustion de aceites 143
Produccion de Plomo 117
Produccion de Cobre/niquel 2550
Produccion de Zinc/Cadmio 2760
Incineracion de basuras 748
Industria del acero 156
Produccion de cementos 272
Industria de Fertilizantes 171

Tabla 1: Valores de 1983

.2.2 Emisiones atmosféricas

La mayoria de las emisiones a nivel atmosférico se realizan a través de la
industria del metal, seguida por la combustion de residuos o basuras,
combustion de carbdn, industria cementera y produccion de fertilizantes. Si
comparamos la emision de cadmio a partir de fuentes naturales con la realizada
por procesos humanos, vemos que, por ejemplo, en 1986 fueron 960 toneladas
frente a 7570 toneladas respectivamente, lo que representa que el 90% del flujo

anual de cadmio es de origen humano.
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La concentracion de cadmio es elevada alrededor de minas y zonas
industriales, asi como en zonas urbanas, concentracion que disminuye a
medida que uno se aleja de estas zonas, siendo menor, por ejemplo, en areas
rurales. Sin embargo, se sabe que el aire es un medio que permite el transporte
de cadmio a la cadena alimentaria de zonas muy alejadas de la civilizacion; por
ejemplo, se han realizado estudios de niveles ambientales de cadmio en el
artico, que han resultado ser muy similares a los niveles ambientales de ciertas

zonas rurales de los Estados Unidos.

1.2.3. Contaminacion del agua

El cadmio que llega al agua procede principalmente de vertidos
industriales y urbanos. La contaminacién depende también de la cercania de
superficies acuaticas a zonas urbanas, ya que no sera igual la cantidad del
cadmio que pueda llegar a un rio cercano a una zona industrial, que en alta
montana. Sin embargo, parte del cadmio atmosférico acaba siendo depositado
en la superficie acuatica, y representa el 23% del cadmio contaminante, es

decir, es la via principal de entrada de cadmio en agua.

El 3 de diciembre de 1997 la Comision Europea establecio los valores
limite de emisiones mensuales permitidos por la industria, garantizando
también la no transferencia de contaminacién del aire al agua, los valores
permitidos en agua para compuestos de cadmio son 0.02 mg/L (promedio

mensual).

.2.4 Contaminacion de suelos

La mayor parte de cadmio vertido por el hombre va a parar al suelo. Al
igual que en el agua, la via principal de deposicion es la atmosférica (23% del
total), seguida de vertidos urbanos, uso de barros industriales como fertilizantes
para mejorar las caracteristicas minerales de los suelos, o uso de fertilizantes,

como derivados de fosfato impuros.
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Se considera la concentracion de cadmio en suelos entre 0.3-0.6 ug/g, y
se piensa que esta concentracion se doblara cada 50-80 anos, contando los
indices de emision de origen humano. Actualmente, en la mayoria de suelos
urbanos, es raro encontrar concentraciones inferiores a 1.0 ug/g. Incluso se han
hallado zonas en Japdn tan contaminadas que no pueden usarse ni para
cultivar arroz. En Europa la mayoria de suelos contaminados lo han sido por el
uso de fertilizantes y lodos industriales mas que por la industria en si. El
problema que se plantea actualmente, es cdmo conseguir descontaminar estos
suelos (63 - 81 -102).

1.3. CONTAMINACION DE ALIMENTOS POR CADMIO

El acumulo de cadmio tiene, mayoritariamente, un origen alimentario.
Ademas, de todos los metales toxicos emitidos al medio ambiente, éste es uno

de los que mas tienden a acumularse en los alimentos.

Una caracteristica del cadmio es su facil transferencia del suelo a los
vegetales, siendo uno de los metales que mejor se absorben por las plantas,
sobre todo cereales como el arroz, el trigo y, en menor cantidad el maiz. A nivel
de contaminacion por agua, son los moluscos bivalvos, crustaceos y peces los

que presentan mayor incidencia de contaminacion.

1.3.1 Aire-alimentos

La forma de transferencia del cadmio atmosférico a los alimentos es la
deposicion de éste sobre las frutas y vegetales. La retencion del cadmio en la
superficie vegetal dependera de factores como: la velocidad de deposicién, el
tamano de particula, factores climaticos y caracteristicas de las hojas. Se ha
visto que, lavar los vegetales antes de su uso, reduce significativamente los

valores de cadmio, lo que corrobora la idea del depdsito de cadmio atmosférico.
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1.3.2. Agua-alimentos

La concentracion de cadmio en el agua de bebida suele ser del orden de 2

ug/L, lo que quiere decir que no es una via importante de exposicion.

El cadmio contenido en el agua puede pasar a los recursos alimenticios
acuaticos, y de aqui llegara a la cadena de alimentacion. La mayoria de la
fauna y flora acuaticas pueden acumular cadmio en cantidades superiores a los

niveles que pueda haber en el agua.

Si observamos la cadena tréfica, el primer nivel, el de las plantas
acuaticas, sera el que posea mayor poder de acumulacion del metal.
Tendriamos después los moluscos y crustaceos, que también tienden a
bioacumular cadmio. Por ello, ciertos tipos de dietas basadas en el uso de
algas marinas pueden acabar produciendo toxicidad al individuo. Lo mismo
ocurre en los pueblos pescadores, cuya dieta esta basada en pescado y otros

productos de origen acuatico.

1.3.3. Suelo vegetales

Se ha relacionado la concentracion de cadmio en los vegetales con la
concentracion del metal en el suelo. Ademas, se ha constatado que estos
niveles han ido aumentando a lo largo de los ultimos afos, incluso en zonas
naturales no industrializadas ni urbanizadas.

La acumulacion se produce de forma continua, no existiendo ningun tipo
de umbral, como ocurre con otros metales, por ejemplo, el plomo, y esto ocurre

a concentraciones tan bajas de sélo 0.3 ppm en el suelo.

Todos los alimentos de origen vegetal sufren una contaminacion débil,
pero sistematica, que corresponde a unos niveles que van de 5 ppb hasta 100
ppb como maximo. De forma puntual sera despreciable, pero cuando se
compara con valores diarios se llega a niveles bastante elevados en algunos

casos.
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Una disminucion del ph del suelo facilita la transferencia del cadmio al
vegetal. Por ello es importante, en zonas industrializadas, el fenomeno de la
lluvia acida, ya que ésta hace disminuir el ph del suelo, aumentando la
absorcion por parte de las plantas y, por tanto, la acumulacién. Se ha visto que
el aumento puede llegar a ser de 2 a 20 veces superior que en zonas con

suelos no contaminados o ph mas elevados.

1.3.4. Suelo-plantas-animales-alimento

En los ultimos afos, varios estudios realizados sobre los desperdicios
animales han demostrado que el contenido en cadmio ha aumentando a
medida que aumentaban sus concentraciones en el medio ambiente (suelos,
vegetales, semillas). Esto indica que se estan viendo expuestos a niveles cada
vez mas elevados del contaminante. Sin embargo aun no esta claro que los
niveles que acumulan puedan llegar a crear un problema de salud en el

hombre.

Los productos animales mas frecuentes en la dieta humana son huevos,
leche, musculo y carne roja, y éstos son, precisamente, productos conocidos
por tener niveles particularmente bajos en cadmio. Todos estos productos nos
darian tan sélo un 10% de la ingesta diaria total estimada en la poblacion adulta
de los Estados Unidos. Este valor tan bajo, se debe al hecho de que, en
general, el higado y los rifiones de los animales actuan como filtros, donde se
retiene el cadmio, con lo que no llega a acumularse en otras zonas. Diferente
es, sin embargo, el consumo de visceras, sobretodo de rifilones e higado, ya

que es donde tiende a acumularse.

1.3.5. Tecnologia alimentaria-alimentos

También la tecnologia alimentaria puede contaminar los productos en la

cadena de manipulacion y tratamiento de los alimentos, sobretodo en el caso

de embalajes.
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No es muy frecuente que ocurra en el caso de conservas, pero cuando el
envase es ceramico si que puede disolverse el cadmio, ya que muchos
esmaltes ceramicos coloreados pueden liberar, en contacto con el alimento,
sobretodo si éste es acido, cantidades no despreciables de cadmio. Asi pues,
se han realizado estudios para cuantificar la liberacion de cadmio por las
vajillas, colocando las piezas 24 horas en contacto con una solucion de acido
acético al 4%, y se vio que el limite establecido por la OMS de 0.5 mg/l se
superaba en el 36% de los casos en platos barnizados y esmaltados, en un

22% en platos para nifos, y en un 13% en platos de vidrio templado.

También puede ocurrir con envases plasticos, ya que algunos tipos de
plasticos son estabilizados con estearato de cadmio. Sin embargo, los estudios
realizados con recipientes plasticos estabilizados con estearato de cadmio, y
coloreados con pigmentos que contienen cadmio no han dado resultados
apreciables de liberacion de dicho metal, ya que se han obtenido valores

normalmente inferiores a 30 ug/l (lejos de los 0.5 mg/l permitidos por la UE).

Se debe tener en cuenta también la accion de la luz, ya que la luz
favorece la degradacion de pigmentos con cadmio, posibilitando la migracion su
al alimento. Esta posibilidad se tiene en cuenta en la Directiva Europea del 15
de Octubre de 1984) (73 - 85 - 110).

1.4. VALORES DE CADMIO

En 1972 la FAO/OMS fijan como valor de cadmio que puede ingerirse
semanalmente por un adulto 400-500 pg y considera una dosis mortal la de 100
ug/dl. La cantidad en agua potable debe ser, segun la OMS inferior a 5 pgl/l.
Este valor se contempla en nuestra legislacion en el RD 1138/1990, y se ratifica

en una nueva propuesta Directiva en el 2000

La FDA limita la concentracidon en colorantes alimentarios a 15 ppm.
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La OSHA (Occupational Safety and Health Administration) limita a 100
uglm3 de cadmio en lugares de trabajo y se recomienda que los trabajadores

respiren la menor cantidad de cadmio posible.

La dosis fijada por la OMS de 400 ug/semanales es muy baja, y esto se
debe al caracter acumulativo que presenta el cadmio. Por ejemplo, en un
neonato, la cantidad total de cadmio en el organismo es de 1 ug, pero en la
edad adulta podemos acumular 30-40 pg, sin que lleguen a aparecer

manifestaciones de toxicidad.
1.5. ALIMENTOS QUE ACUMULAN CADMIO

Como ya se ha comentado anteriormente, la acumulacion se da,
mayoritariamente, en productos de origen vegetal, sobretodo en semillas y
cereales (arroz, trigo...), también en verduras como la lechuga y los rabanos,
hortalizas, frutas (Tabla 2).

Ademas de los ejemplos antes citados, a nivel Europeo se han hallado
valores importantes de bioacumulacion en ciertos tipos de champifiones,
especies comestibles del género Agaricos (A. Augusta, A. Perrarus, A.
Silvicola, A. Macrosporus y A. Maleolens). EI Cadmio se acumula en las partes
aéreas en mayor concentracion de la existente en el suelo, concentrandose
sobretodo en las lamelas. Esta acumulacion esta determinada genéticamente y
es distinta segun las razas, pero también influye el contenido de cadmio en el
suelo. Por ejemplo, se ha visto que los champifiones cultivados en estiércol de
caballo contienen aproximadamente una décima parte del cadmio que los que

crecen en compuestos obtenidos a partir de basura.

Muchos champifiones que se consumen en diversas partes de Europa,
especialmente en el sur de Alemania y en Suiza, contienen mas de 50 mg de
Cd/Kg de peso seco. Es decir, el limite que establece la FAO/OMS de 500 ng
semanales corresponderia a la cantidad que contendria 50g de champifion de

bosque.
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Producto Concertacién (ug/g)
Col 24
Lechuga 40
Espinacas 104
Maiz dulce 268
Judias secas 35
Arroz 166
Maiz 277
Trigo 288
Soja 322
Pimiento 2
Pepinos 22
Tomates 231
Naranja 20
Uva 23
Manzana 36
Pera 38
Zanahorias 207
Patatas 297

Tabla 2. Concentracion media de cadmio en diferentes especies de

cultivos norteamericanos

En aguas contaminadas, los crustaceos suelen tener una media de 2-10
ug/g de cadmio, sobretodo concentrado en riidn e higado. Por ello, es
importante tener en cuenta el tipo de dieta. Por ejemplo en un pueblo pescador,
con dieta basicamente de pescado, considerando que la concentracion de
cadmio en moluscos y crustaceos es de 0.05-0.1 pg/g, la ingesta total diaria
puede llegar a ser de 42-69 pg/dia, cuando los valores de ingesta en una
ciudad media serian de unos 14 ng/dia. Dentro de este grupo, los mejillones,
las ostras, y gran numero de bivalvos contienen entre 0.5y 1.5 ppm de cadmio.
Los cangrejos son los que parecen retener mas cadmio, sobretodo en la parte
de visceras, donde pueden llegar a acumular hasta 10 ppm, mientras en el
resto de la carne no suele sobrepasar las 0.3 ppm. En el caso del pescado, los

valores suelen ser muy bajos, del orden de 0.2 ppm.
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Los alimentos de origen animal serian los menos contaminados por
cadmio, suelen tener unas concentraciones de algunas decenas de ppb en
relacion al peso fresco. Sin embargo, hay una excepcion, la de las visceras
animales, sobretodo higado y rindn. Por el metabolismo del cadmio, éste tiende
a acumularse en estos dos organos, sobretodo en forma combinada con
metalotioneina, lo que favorece posteriormente la absorcion intestinal en el

hombre, aumentando el riesgo de toxicidad.

En Francia, por ejemplo, podemos encontrar en el “Inventario Nacional de
Calidad’ una relacion de los alimentos que contienen mayor proporcién de
cadmio, y hallamos mayores concentraciones en alimentos como visceras
(rinones, higados), en algunas aves (pato, pavo...), en el conejo, diversas
verduras frescas (lechuga), o en conserva (espinacas, judias verdes...), atun
enlatado, huevos, algunos quesos (quesos cocidos, sobretodo) y algunos
productos de panaderia y bolleria (biscotes, croissants, pan completo),

productos que derivan en su mayoria de cereales.

La concentracion del cadmio en las bebidas no se ha investigado
suficientemente, sin embargo se sabe que el vino, la cerveza y la sidra

contienen proporciones muy bajas.

Por otra parte, se conoce el hecho de que el agua puede contaminarse
por el sistema de distribucion, ya que muchas tuberias se realizan con hierro
galvanizado, esto se logra con aleacidn con zinc, muchas veces impuro, y la
impureza que lleva el zinc suele ser cadmio, con lo que parte sera liberada en

el agua de las tuberias.

En el caso del café, también se han hallado ciertos residuos de cadmio,
normalmente en café de maquinas automaticas, ya que las piezas metalicas de

aleacion de la maquina pueden ceder cadmio.

Debido al elevado poder de bioacumulacion que posee el cadmio y su

toxicidad, es necesario controlar y conocer con exactitud la contaminacion de

26



Roberto Madeddu Introduccion

los diferentes tipos de alimentos, ya que éstos son la via principal de aporte del

metal al organismo humano.

Una vez conocemos los valores de cadmio contenidos en los diferentes
tipos de alimentos, nos interesa conocer cuales seran los valores de aporte
diario de este metal debido a los alimentos. Los valores varian dependiendo de
la zona estudiada, por ello, las cantidades establecidos por diferentes paises,
difieren significativamente. Tendriamos, como valores mas bajos, los
establecidos por el Reino Unido, para un consumo medio diario de 1,5 Kg De
alimentos, el aporte de cadmio seria de 15 a 30 ug. Valores similares también
en Suecia. Sin embargo, paises como Japon, Estados Unidos y Canada prevén
un intervalo mas amplio, entre 15 y 70 pg/dia. A pesar de estas diferencias,
ninguno de los valores es preocupante, ya que se cumplen los limites

establecidos por la OMS de 400-500 ng semanales permitidos.

En otras ocasiones las exposiciones a pequenas cantidades de una
sustancia puede proteger el organismo contra efectos letales de una sola dosis
grande, por ejemplo, la exposicion repetida a dosis pequenas de compuestos
de cadmio puede proteger a la persona contra dosis que pudieran ser letales
para un organismo que previamente no hubiera estado expuesto al cadmio (66
-81-102).

1.6. TOXICOCINETICA

En los adultos, la carga corporal de cadmio puede llegar a 40 miligramos,
dependiendo de la situacion geografica y sobretodo del habito de fumar, pues

en un fumador la carga alcanza el doble

En condiciones "normales" de distribucion, el cadmio absorbido se
excreta principalmente por orina y en menor cantidad con la bilis, aunque
pequenas porciones puedan eliminarse con sudor, pelo y aun secrecion
gastrointestinal, pero el Cd que sale con heces en su mayor parte es el que no
se absorbid (133).
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En exposicidon no laboral, la alimentacion es la fuente mas importante de
ingesta de cadmio. La absorcion por el tracto gastrointestinal es de
aproximadamente 50%. La dieta deficiente en Ca, Fe o proteina incrementa la

velocidad de su absorcion.

En sangre encontramos aproximadamente 0,06% del contenido corporal
de Cd y mas del 50% esta en los hematies unido inestablemente a una seudo
proteina, la metalotioneina. La metalotioneina es el "medio de transporte" del
cadmio en el plasma sanguineo. El aclaramiento sanguineo del Cd es rapido,
se acumula principalmente en el rindn y en adultos no expuestos llega a valores
entre 7,4 y 8,8 mg, lo que representa entre 30% y 50% de su contenido
corporal. La concentracion en la corteza renal es 1,5 veces mayor que la del
rindn total y se fija en las células del tubulo proximal. El higado de adultos no

expuestos tiene en promedio 2,7 mg de cadmio.

La acumulacién de Cd en rifidon e higado depende de la intensidad, del
tiempo de exposicion y del estado éptimo de la funcién de excrecion renal. En
ambos casos se ha encontrado incremento con la edad. Después de sobre-
exposicion alcanza concentraciones elevadas en el higado; pero con el tiempo
el metal se localiza en el rindn. Se ha descrito también que las concentraciones
renales de zinc se incrementan al aumentar las de cadmio y que la capacidad

de almacenamiento de la corteza es limitada a 300 pg/g (55 -134 - 135).

En las células, el cadmio se une a la metalotioneina, proteina cuyo peso
molecular es de 6 945 u (7 000 dalton) y que contiene 26 grupos SH libres por
molécula, debido a la gran proporcion de residuos de cisteina. La funcidn
principal de esta microproteina es la proteccion del sistema enzimatico celular,
aunque se le ha descrito otra funcidén, que es la de unirse especificamente al
cadmio y a otros metales pesados. Su sintesis en higado, rifidn e intestinos es
inducida por el cadmio. Varios estudios han demostrado que el complejo
cadmio-metalotioneina es mas toxico para los tubulos renales que el cadmio
per se. Paraddjicamente, cuando la metalotioneina se sintetiza en las células,

las protege de la toxicidad del cadmio, pues inactiva el metal. Se ha
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demostrado también escasa capacidad del riidén para sintetizarla, lo que lo
hace insuficiente para fijar el cadmio y da lugar a aparicion de las

manifestaciones toxicas.

Poblaciones adultas del medio urbano pueden retener hasta 1,77 ug del
cadmio por dia; asi, en personas de 50 afios hay cantidades acumuladas de
hasta 32 mg; de ellos, la corteza renal contiene aproximadamente 50 pg Cd/g,
en un rango que varia entre 15 y 85. Por otra parte, se sabe que la
concentracion del cadmio en el higado depende del daio de la funcién renal.
Asi pues, la disfuncion renal disminuye la reabsorcion del complejo cadmio-
metalotioneina e incrementa su excrecion urinaria. Solo entonces la

concentracion de cadmio en higado excede la de nivel renal.

El cadmio atraviesa la barrera placentaria facilmente, induciendo alli la
sintesis de metalotioneina, con la que forma el complejo cadmio-
metalotioneina, que se acumula progresivamente en la placenta durante el
embarazo, actuando como mecanismo protector frente al transporte de cadmio
al feto. Al término del embarazo, la concentracion de cadmio en la placenta es
aproximadamente 10 veces mas que en la sangre materna. Por el contrario, la
concentracion de cadmio en el cordon umbilical es alrededor de 2 a 3 veces
mas baja que en la sangre materna. Por ello, se cree que el cadmio puede
interferir en la evolucion del embarazo por accion directa sobre el metabolismo
de la placenta, pero no por accion directa sobre el feto. En el recién nacido el
cadmio sanguineo es de 30 a 50% menor que el cadmio en la sangre materna.

La leche materna solo secreta pequefnas cantidades.

En exposiciones laborales, la inhalacion es la ruta principal de ingreso y la
absorcion a partir de esta via depende del tipo de compuesto inhalado, del
tamano de las particulas y de su retencion en el pulmon. El depésito en el
pulmon de particulas menores de 5 mm de didmetro es del orden de 25% y de
ellas aproximadamente el 60% pasa a la sangre. Los grandes fumadores
presentan valores adicionales de absorcion por inhalacion de hasta el 50%. Las

particulas de cadmio depositadas en la nasofaringe, traquea y bronquios son
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trasportadas por mecanismo mucociliar a la faringe, desde donde son
parcialmente ingeridas. La absorcion percutanea ocurre solamente por contacto

con los compuestos organicos del cadmio.

La concentracion del cadmio aumenta en sangre solo en los primeros 6
meses. Luego sus niveles son proporcionales a la concentracion en el ambiente
laboral. En expuestos ocupacionales, el cadmio aparece también en pancreas,
pulmén, aorta, corazén y musculos. Elevadas concentraciones en un tejido
infieren concentracion alta en otros, o que nos lleva a afirmar que la
distribucion se determina, solo por el nivel ambiental de cadmio y no por alguna

funcidn especial (64 - 65 - 74).

1.7. EL MODELO TOXICOCINETICO

La figura 2 muestra el modelo toxicocinético del cadmio, elaborado a partir
de investigaciones en animales y por observaciones clinicas en trabajos de

Kjellstrom T. Y Nordberg GF., que podemos resumirlo asi:

Absorcion: Es relativamente lenta, con un promedio de 14 dias en
exposiciones prolongadas. Esto puede no ser importante cuando se calcula la
concentracion del cadmio en 6rganos de trabajadores o individuos expuestos
cronicamente, pero si influye en los calculos para periodos cortos de

exposicion.

Vias de ingreso y distribucion: El cadmio procede de dos vias de
ingreso: inhalacion e ingestion. La fraccion que pasa a sangre se distribuye en
3 compartimentos de recambio:

Compartimiento 1 de “recambio rapido” y, por tanto, no genera acumulacion.
Compartimento 2 de “recambio medio”, constituido por los hematies, en los que
se acumula en pequenas cantidades.

Compartimiento 3 de “recambio lento”; aqui, una fraccion significativa de

cadmio se une a la metalotioneina y va a depositarse en los érganos diana.
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]

Figura 2. Toxicologia del Cadmio Esquema toxicocinético.

Los compartimentos 1 y 3 son los de mayor intercambio con los demas
organos y se estima que desde el compartimiento 1 la tasa de transferencia a
otros tejidos es del 50% y al higado del 16%. Entre los tres compartimentos hay
equilibrio dinamico. Sin embargo, existiria un aporte extra del riidn hacia el

compartimiento 1.
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En el rindn, el compartimiento 3, aunque de forma lenta, es el de mayor
intercambio y por tanto no se produce acumulacion, pero si filtracion por el
glomérulo. Una parte se reabsorbe en el tubulo, contribuyendo asi a su
acumulacion. ElI excedente se excreta con la orina. La vida media del cadmio

en el organismo total es de 25 a 35 anos.

Excrecion: Las principales vias de excrecion son orina y heces. Por orina,
diariamente se elimina 0,007% del contenido corporal y por heces 0,03%. La
vida media de excrecion urinaria es de hasta 35 afnos. Tan solo una pequefa
fraccion del cadmio del compartimiento sanguineo y otra del higado, a través

de la via biliar, se elimina por heces (69 — 106 — 118).

1.8. TOXODINAMICA

El cadmio es un xenobidtico y, por tanto, un metal toxico y no esencial

para el organismo, que se acumula en los tejidos humanos.

En el rindn, el epitelio del tubulo renal proximal es la diana del cadmio.
Su deterioro se pone de manifiesto por el incremento de proteinas de bajo peso
molecular, o que causa “proteinuria de peso molecular bajo’. Simultaneamente,
hay alteracidon de la filtracibn glomerular, por cambios en la restriccion
electrostatica para la filtracion de las proteinas polianidnicas, o que disminuye
su reabsorcion y conduce a incrementar la excrecion urinaria de proteinas de
alto peso molecular, que origina “proteinuria de peso molecular alto’.
Teodricamente, pues no se ha demostrado in vivo, la accién toxica del cadmio se
deberia a su afinidad por radicales de los grupos —SH, —OH, carboxilo, fosfatil,
cisteinil e histidil y a su accion competitiva con otros elementos funcionalmente

esenciales como Zn, Cu, Fe y Ca.

Sus principales interacciones serian:

1. Union fuerte del Cd a los grupos -SH de las proteinas intracelulares, que

inhibiria a las enzimas que poseen estos grupos.
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2. Desplazamiento del Zn de los enlaces -S- y la consiguiente alteracion
enzimatica y de sus procesos bioquimicos, que se refleja en su deficiencia
relativa (7-14).

1.8.1. Las metalotioneinas

Existen dos tipos de las metalotioneinas que se comportan de forma
distinta respecto a la acumulacion del xenobidtico y a su excrecion urinaria. La
fraccion del cadmio en el plasma se encuentra unida de forma inestable a la
metalotioneina 1 y es la que se transfiere rapidamente al rindn. En el tejido
renal, en cambio, el cadmio acumulado se encuentra unido de forma
relativamente estable a la metalotioneina 2 y su vida media se estima hasta en

68 anos.

En el higado, la mayor cantidad de cadmio acumulado se encuentra
unida también a la metalotioneina 2, con una vida media estimada hasta en 19
anos.

La vida media en la sangre es aproximadamente de 2,5 meses. No
tenemos datos sobre su vida media en otros érganos o tejidos; sin embargo,
puede afirmarse que el 50% del contenido total corporal del cadmio esta en los
rinones, el higado y la sangre, por lo que a estos 3 érganos se les denomina

compartimiento de deposito.

1.8.2. La beta 2 microglobulina (B2M)

La BoM es una proteina de peso molecular bajo, 11 707 u (11 800
dalton), de tipo globular sin carbohidratos, compuesta por 100 aminoacidos con
un puente —S — S— entre el aminoacido castina de las posiciones 25 y 81, con
secuencias de aminoacidos y estructura tridimensional muy similar a la de las
cadenas cortas y largas de las inmunoglobinas. Incluso se les ha establecido
un desarrollo genético comun. Se le aisla de la orina de intoxicados crénicos
con cadmio, pero este aumento no es patognomonico, ya que también se le ha

aislado de antigenos humanos histocompatibles y del suero de enfermos con
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procesos malignos inflamatorios. La BoM es producida constantemente y se
elimina casi exclusivamente por via renal. En sujetos normales, se encuentra
en baja concentracion. Por su tamafo, se cree que es filtrada libremente por el
glomérulo. Considerando que su concentracion en el suero normal es de 2
mg/L y que su velocidad de filtracion glomerular es de 140 I/ dia, en los tubulos
cada 24 horas hay 280 mg de B,;M.

Por otro lado, se ha medido su velocidad de sintesis, usando 1125 - BoM.
Se obtuvo una media de 95 mg /hora/kg y se ha calculado que cada dia se
liberan entre 150 y 200 mg de B;M. Debido a su pequefio tamano, difunde
libremente entre los espacios intra y extravasculares, pero no pasa al espacio
intracelular. Estas caracteristicas moleculares, hacen que su catabolismo se
regule por filtracion glomerular, pasando libremente a través de la membrana

glomerular. Una vez filtrada es reabsorbida por células del tubulo proximal.

La concentracién urinaria de BoM en el suero del adulto sano depende de
la edad y el sexo, alcanza concentraciones hasta de 1 500 mg/g creatinina. La
cantidad de B;M en los compartimentos intra y extra vasculares puede llegar
hasta 8 mg. Se le ha calculado una vida media entre 30 y 60 minutos, lo que
concuerda con estudios de su metabolismo, que muestran un tiempo de vida
promedio de 40 minutos. Su catabolismo se da por filtracidn glomerular y
reabsorcién por micropinocitosis a nivel del tubulo proximal, donde se degrada.
La velocidad de desaparicion de la BoM del suero depende de la velocidad de
filtracion glomerular, pero no de la funcion tubular; por tanto, el incremento en la
excrecion urinaria refleja un fallo temprano en la reabsorcion tubular. En
jovenes no expuestos, la excrecion urinaria es menor de 150 mg/24 h; pero, en
adultos llega a 250. En cuanto a la filtracion glomerular, el rango esta entre 180
y 275 mg/24 h, con un coeficiente de reabsorcion aproximado de 99,9%. Por
tanto, podemos afirmar que su vida media es muy corta, pues la totalidad de

B2M en el intersticio se renovaria cada 2 horas.
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1.8.3. Evaluacion de la exposicion con indicadores bioldgicos
Para evaluar la exposicién al cadmio, independiente de la via de ingreso,
se debe hacer el muestreo bioldgico regular con los siguientes indicadores

bioldgicos de exposicion (BEls):

A) Cadmio en orina: Cuando el nivel critico de cadmio en la corteza del

rAdn aun no se ha alcanzado, este indicador es un buen reflejo de la carga
corporal del metal. Pero cuando se aproxima al nivel critico, refleja mas una
exposicion reciente y al saturarse todos los tejidos con cadmio sus niveles en
orina varian entre 5 y 10 mg/g de creatinina. La “Ameritan Conferencie of
Governmental Industrial Hygienists” (ACGIH) fija como indicadores biologicos

de exposicion para el periodo 1997-1998, 5 mg Cd/g de creatinina.

B) Cadmio en sangre: Este indicador bioloégico de exposicion refleja

exposicidon muy reciente, de 45 a 60 dias, por lo que es un buen indicador
laboral cuando se valora mejoras higiénicas o tecnolégicas del ambiente de
trabajo. Pero, para exposiciones ambientales minimas, es un parametro menos
satisfactorio que el cadmio en orina. El limite biolégico que fija la ACGIH para el
periodo 1997— 1998 es de 5 mg/l (20 - 41).

C) Cadmio _en heces: Solo refleja la entrada diaria de cadmio con la

dieta (EDD). Por tanto, el Cd excretado por esta via no es util en exposicion

laboral.

D) Cadmio en la raiz del pelo: Es un parametro muy variable cuando

valora diferentes niveles de exposicion, pero refleja mas adecuadamente
exposiciones ambientales. No se ha establecido su relacidn con niveles de
cadmio en rindn o higado. Tampoco sirve para diferenciar si lo que expresa es
Cd ambiental o simplemente se libera a partir del Cd atesorado por el
organismo. Por esta razéon, no se le utiliza como indicador de exposicion

laboral.
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1.8.4. Evaluacion de la accién toxicodinamica

Si se tiene certeza de la exposicion, medida por la carga corporal de
cadmio, pero se quiere conocer el dano que el xenobidtico pudiera haber

causado al rifén, el higado o el pulmédn, se utilizan los siguientes indicadores:

1. Proteinas totales en orina de 24 horas:

En exposicién a cadmio, proteinas urinarias mayores a 1 g en 24 horas

indican dafo renal; pero ya desde 0,2 g /I se les considera criticas.

2. Proteinuria de peso molecular bajo:

e BoM, lisozima B galactosidasa, p glutation -S- transferasa (p GST) y
ribonucleasa - metalotioneina.

e Aunque este grupo de proteinas de peso molecular bajo y enzimas,
individualmente en orina no son especificas para evaluar exposicion
ocupacional o ambiental, son indices ampliamente usados para valorar el grado
de disfunciéon renal tubular causado por la exposicion al cadmio. EIl
inconveniente de la BoM es que se degrada en la vejiga y, con el incremento de
la edad, aumenta su cantidad en la orina; asi tenemos que en mayores de 50

afnos se halla cantidades “normales” de hasta 1,8 mg/g de creatinina (63 - 81).

1.8.5. Albuminuria
La proteinuria de peso molecular alto también ha sido referida como

indicador no especifico de exposicion al cadmio y, por tanto, tampoco es un

indicador relevante.
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1.8.6. N-acetil-b-d-glucosaminidasa (NAG)

Hemos separado esta enzima, producto de secrecién renal, porque es

muy sensible para medir dafio renal inducido por cadmio.
1.8.7. Calcio urinario

Si bien ya se habia aceptado la calciuria como indicador de disfuncion renal
inducida por el cadmio, es sélo recientemente que la escuela de Shangai ha
postulado la excrecidn de calcio urinario como indicador temprano y especifico
de exposicion ambiental. El mecanismo por el que se produce la calciuria
inducida por cadmio aun no ha sido bien determinado, pero se postula que el
cadmio al entrar en la célula, podria causar cambios en el gradiente
electroquimico por competicion e inhibicion en la bomba sodio-calcio, lo que
afectaria la relacion ciclo-adenosina monofosfato/ciclo-guanosinamonofosfato,
que a su vez produciria disminucion en la reabsorcion del Ca* y por tanto su
incremento en orina. Se sabe que la calciuria se correlaciona muy bien con el

incremento precoz de BoM y NAG, indicadores de disfuncién tubular renal.
1.8.8. Perfil hepatico

Es util para evaluar el posible dafo hepatico en trabajadores de larga
exposicion, pues la alteracion hepatica aparece mucho después que el dafio

renal.
1.8.9. Evaluacion respiratoria

Para evaluar el posible dafio pulmonar, se usa radiografia del torax y los
principales indicadores de la funcién ventilatoria pulmonar:
- Capacidad vital forzada
- FEV1
- FEV1/CVF

- Pico de flujo espiratorio, etc...
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1.8.10. Intoxicacion crénica por exposicion al cadmio

En lo relativo a la exposicidon/alteracion de la funcion renal en sujetos
expuestos al cadmio, se ha descrito el desarrollo de la intoxicacion en tres

fases:

1) En la primera fase, el cadmio que ingresa en el organismo se
acumula en la corteza renal y se liga a la metalotioneina. Si el complejo
cadmio- metalotioneina no se satura, la eliminacion de cadmio urinario esta en
relacion directa a la cantidad acumulada en la corteza renal.

2) En exposiciones prolongadas, una segunda fase resulta en la
saturacién de los sitios de unidn cadmio-metalotioneina y, por lo tanto, el
incremento del cadmio urinario en esta fase reflejara carga corporal.

3) Una tercera fase se caracteriza por la disfuncién renal, en la que la

excrecion de cadmio esta directamente relacionada con dano renal.

1.8.11. Via de ingreso vs. Manifestaciones clinicas y cancer

Exceptuando los sintomas respiratorios, las manifestaciones clinicas son
independientes de la via de ingreso y del tipo de exposicion. No hay estudios
sobre si la ingestion del cadmio favorece el desarrollo del cancer, pero si que la
exposicion laboral podria estar asociada al incremento del riesgo de cancer de
y mama (127 - 130 -159). Otros tipos de cancer pulmonar o renal deben ser
considerados unicamente como probables, pues los datos actuales soélo
sugieren riesgo bajo, aun con niveles de exposicion elevados. Lo que si se ha
demostrado en animales es que el cadmio es teratogénico y embriotdxico (21 -
21-27-59 - 94 - 95).

1.8.13. Sindromes de exposicion crénica al cadmio

Para sistematizar el estudio de exposicion crénica a cadmio, ambiental o
laboral, se ha agrupado hallazgos de laboratorio, principalmente, que permiten

describir los siguientes sindromes:
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1.8.13.1 Sindrome renal

En exposiciones ocupacionales se ha demostrado que, primero aparece
disfuncion glomerular y después de un periodo de latencia, entre 10 y 20 aios,
se manifiesta la clasica microproteinuria (80). El sindrome renal clasico de

exposicion al cadmio se caracteriza por:

- Proteinuria de bajo peso molecular, constituida principalmente por proteinas
de tipo tubular, pero con predominio de proteinas especificas, como B;M,
proteinas unidas al retinol, inmunoglobulinas de cadena corta o pos-w-
proteinas, ademas de enzimas como lisozima, N-acetil-b-D-glucosaminidasa,
ribonucleasa y pGST.

- Aumento en la eliminacion de la enzima lisosoma-b-galactosidasa, lo
que sugiere dafo a nivel de algunas células epiteliales de las vias urinarias.

- Calciuria: En exposicion ocupacional o ambiental prolongada hay dafo
en la reabsorcién tubular, lo que provoca alteracion del metabolismo del calcio
con calciuria y formacion de calculos.

- Glucosuria, aminoaciduria y fosfaturia.

- Incremento de los niveles de urea, creatinina y acido urico en suero,
por falta en el aclaramiento renal.

- Proteinuria de alto peso molecular de tipo glomerular, albumina

principalmente, pero también de transferrina e IgG (2 -107 - 150).

1.8.13.2. Sindrome de disfuncion pulmonar

En la exposicion aguda se describe un sindrome de irritacion de vias
respiratorias y, en exposicion croénica, sindromes obstructivos y restrictivos e
inclusive fibrosis pulmonar. Sin embargo, en la evaluacion clinica de alteracion

de la funcion pulmonar en expuestos es necesario puntualizar que:

Primero, es imprescindible valorar correctamente el habito de fumar,
pues el humo del tabaco potencia la accion del cadmio sobre los bronquios y

los pulmones.
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Segundo, estudios epidemiologicos sefialan que la mortalidad por
enfermedad respiratoria cronica es mayor en individuos con antecedentes de
exposicidon que en no expuestos.

Tercero, si se separa al trabajador del ambiente contaminado, no se

detiene necesariamente la evolucién de la enfermedad.

1.8.13.3. Sindrome 0seo: ltai-ltai

Uno de los primeros cuadros clinicos descritos atribuible exclusivamente
a la exposiciéon ambiental fue el del cadmio y se le denomind ‘“itai-itai”, cuya
traduccién al inglés seria “ouch-ouch” ergo, en espanol es “ay-ay”,
onomatopeya de las quejas debidas a los fuertes dolores que producia la
osteomalacia entre los pobladores expuestos en la zona de Toyama (Japdn).
Fue después de la Segunda Guerra Mundial, donde se le describié por primera
vez en zonas agricolas con altos indices de contaminacion por Cd y s.f. en el
agua de los cultivos de arroz. Posteriormente, se ha demostrado que la
enfermedad ambiental ocurre principalmente en sujetos con metabolismo de
hueso osteoporético, como mujeres multiparas o, en ambos sexos, en
personas sedentarias mayores de 50 anos y también en algunos casos de
trastornos del metabolismo del calcio o baja ingesta de proteinas y de vitamina
D.

En examenes radiograficos de pacientes con “itai-itai” y en expuestos
ocupacionales a cadmio se ha demostrado seudo-fracturas. Los primeros
danos Oseos descritos en expuestos que ingerian arroz contaminado era
descalcificacidon y todavia sigue como el primer indicio de exposicion que puede
terminar en osteomalacia, deformaciones O6seas manifiestas, fracturas

espontaneas, lumbalgia, parestesias y neuralgias en miembros inferiores.

1.8.13.4. Sindrome cardiovascular

Se ha descrito hipertension arterial, ademas de dafo en la pared de las
arterias, como las principales manifestaciones de la exposicion ocupacional al

cadmio (103 - 105). Sin embargo, estudios epidemiolégicos en sujetos
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expuestos ambientales no han sido concluyentes para establecer causalidad

entre exposicion y efectos cardiovasculares.

1.8.13.5. Otras manifestaciones

Entre las manifestaciones generales no patognomonicas tenemos:

* Anosmia, pérdida de peso, decaimiento general.

» Coloracion amarilla de los dientes e incremento de caries dental.

» Sintomas gastrointestinales variados.

* Anemia moderada, por alteracion en el transporte del hierro dentro
de las células eritropoyéticas, similar a la producida por el plomo.

* Leucocitosis y linfocitosis.

« Dano hepatico moderado y, por tanto, disminucion de la capacidad
metabdlica del higado en general y en particular para los xenobiéticos.

» Atrofia testicular en exposiciones a altos niveles de cadmio (29 - 38).

1.9. CARCINOGENESIS

El cadmio ha sido descrito como cancerigeno para el hombre por la IARC

y la OMS vy el Programa Nacional de toxicologia de los U.S.A..

Muchos estudios han relacionado la exposicidén profesional al cadmio con
el carcinoma pulmonar humano. La clara relacion entre la exposicion
profesional al cadmio y la manifestacion del carcinoma pulmonar, representa el
motivo por el que muchos organismos de control lo han declarado sustancia
cancerigena. Otros estudios, relacionan el cadmio con los tumores prostaticos y
renales, mientras que otros sugieren su implicacion en los tumores del higado,
del sistema hemopoyético, de la vejiga y del estbmago. También se sospecha
que el cadmio pueda tener un papel en el génesis del carcinoma pancreatico

pero eso no esta demostrado todavia.

Por otra parte, el cadmio es efectivamente un cancerigeno “multitejido” en

el animal. Asi pues, y confirmando los datos recogidos en el hombre, los
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estudios sobre los roedores demuestran que la inhalacion crénica del cadmio
causa tumores pulmonares y, en los ratones, lesiones proliferativas de la
prostata, incluidos adenocarcinomas, después de exposicion directa o

sistémica (109).

Otros o6rganos diana son representados por los sitios de inyeccion vy
acumulacion, es decir testiculos, glandulas suprarrenales, higado, rifiones,

pancreas y sistema hemopoyético (84).

El tratamiento con el zinc puede modificar la accion cancerigena del
cadmio previniendo los tumores de los sitios de inyeccion y de aquellos
testiculares, aunque favoreciendo los tumores prostaticos (62). Asi pues, un
régimen pobre en zinc aumenta la progresion de los tumores testiculares pero

reduce las neoplasias prostaticas.

Existen diferencias en la sensibilidad a la accion cancerigena del cadmio,

que depende de la especie y el género.

El mecanismo de accion del cadmio es desconocido aunque muchos
modelos celulares permiten formular hipotesis. La débil unién al ADN no parece
ser su accion principal. EI cadmio no es un activo modelo redox, aunque
produce estrés oxidativo que puede perjudicar indirectamente el ADN, pero eso
todavia no ha sido dilucidado (32 -107 -130).

El Cadmio podria ser un agente epigenético o un genotodxico indirecto, ya
que, en general, es escasamente mutageno. Podrian existir otros factores que
contribuyen al poder oncogeno del cadmio y entre este podemos recordar una
defectuosa activacién de los genes, una reducida apoptosis y/o una alterada
reparacion del ADN. Son en todo caso necesarios ulteriores estudios para

explicar la accion de este contaminante ambiental (9).

El metabolismo de los metales toxicos es muchas veces determinado por

la accion de elementos esenciales que imitan. EI cadmio parece imitar el zinc y,
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en parte, el calcio. La absorcién del cadmio depende considerablemente de la
via de administracion: solo el 5% de una dosis oral es absorbida por el aparato
gastrointestinal, mientras que casi el 90% de una dosis inhalada es absorbida

por el pulmédn.

Hay una via comun de absorcién del cadmio y del hierro a través del
DMT-1 que muestra una considerable acumulacion de cadmio en caso de
deficiencia de hierro. Una vez asumido, el cadmio es retirado rapidamente de la
sangre y concentrado en distintos tejidos, especialmente en el higado y en el

rindn debido a su considerable produccion de metalotioneina (MT).

El zinc, conocido factor de proteccidn contra la accion toxica y, en algunos
casos, cancerigena del cadmio, parece actuar estimulando la produccion de
MT. La larga persistencia del cadmio en el organismo parece una consecuencia
de su union a la MT. La persistencia aumenta la probabilidad de desarrollo de

neoplasias, pero este aspecto aun no ha sido claramente demostrado.

En efecto, el hecho que el cadmio pueda ser cancerigeno en los
animales, con una sola dosis, hace creible la idea de que su persistencia en un

organo diana contribuya a la manifestacion de tumores (70).

1.10. EL CITOESQUELETO

El citoesqueleto consiste en un reticulo de filamentos proteicos que se
extienden por todo el citoplasma de la célula eucariota. Proporciona una
osamenta estructural a la célula y constituye el andamio que determina la forma
de la célula y la organizacion general del citoplasma. Ademas de tener este
papel estructural, el citoesqueleto es responsable de los movimientos celulares
tanto in vitro como in vivo. Estos comprenden no solo los movimientos de las
células completas, sino también el transporte interno de organulos y de otras

estructuras a través del citoplasma (29 — 59 — 43 — 44 -106).
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El citoesqueleto es una estructura dinamica que puede incluso influir en el
metabolismo celular creando un ambiente tridimensional donde ocurren los
procesos moleculares vitales para las células. Se compone de tres tipos
principales de filamentos proteicos:

Los microfilamentos (principalmente Actina).
Los filamentos intermedios

Los microtubulos.

Membrana .
plasmatica : ;
Reticulo L “# Ne ﬂ%““‘
X ¢ . Iie < tabulos
endoplasmico 1 [ 5 Mito-

'_.|' 4 ..-\.. - -
Microfilamentos ——
y filamentos
imermedios

Figura 3. Estructura del citoesqueleto

En este trabajo nosotros, consideramos proteinas tipicas como la a-actina
(microfilamentos), la a-tubulina (microtubulos), la vimentina (filamentos

intermedios), proteinas estructurales como la a-actinina y de adhesion como la
fibronectina.

1.10.1. Actina

La actina es la principal proteina del citoesqueleto en la mayor parte de

las células. Esta proteina, polimeriza para formar filamentos de actina,
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delgadas fibras flexibles con diametro de cerca de 7mm y de longitud hasta

varios micrometros.

En el interior de las células los filamentos de actina estan organizados en
estructuras de orden superior que forman haces o reticulo superiores. El
ensamblaje y el desensamblaje de los filamentos de actina, los ligamentos
cruzados que forman los haces y reticulos y su asociacion con otras
estructuras, como la membrana plasmatica, estan regulados por un notable
numero de proteinas que se unen a la actina y que son componentes

fundamentales de los microfilamentos.

Los filamentos de actina desarrollan un papel critico localizandose bajo la
membrana plasmatica donde forman un reticulo que proporciona un soporte
estructural, determina la fuerza de las células y hacen posible el movimiento de

la superficie celular.

La actina es una proteina globular con peso molecular de 42,8 kD. Esta
presente en todas las células musculares estriadas esqueléticas y es

estructuralmente diferente de aquella presente en otros tipos celulares.

Las diferencias estructurares entre las diversas isoformas de actina son
minimas y atribuibles a la sustitucion de cualquier residuo aminoacidico en la
estructura primaria.

Indicamos con o las isoformas musculares - o sarcoméricas -
caracteristicas de las células musculares estriadas esqueléticas, estriadas
cardiacas y lisas, con B y y aquellas denominadas citoplasmaticas de las

células no musculares.

Cada mondmero de la actina - actina G globular - tiene fuertes lugares de
unién que proporcionan interacciones cabeza - cola con otros dos mondémeros
de actina, asi qué los mondmeros de actina polimerizan formando

filamentos/actina F-filamentosa.
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1.10.2 o -Tubulina

Los microtubulos son tubos rigidos con un diametro de cerca de 25nm.
Como los filamentos de actina son estructuras dinamicas que sufren un
continuo ensamblaje y desensamblaje en el interior de la célula. Tienen la
funcion de determinar la forma de la célula, de producir varios movimientos
celulares, incluidos algunas formas de locomocién celular, el transporte

intracelular de organulos y la separacion de cromosomas durante la mitosis.

A diferencia de los filamentos intermedios, que estan compuestos de
varias proteinas, los microtubulos poseen un unico tipo de proteina globular, la
tubulina. Se trata de un dimero, de peso molecular de 110 kD, formado por dos
subunidades de secuencias aminoacidicas similares pero no idénticas,
llamadas a-tubulina y B-tubulina, cada una de 55 kD. Las a-tubulinas estan
representadas por seis isoformas y una secuencia primaria de 451
aminoacidos. Las isoformas tubulinicas, de forma diferente a la isoforma
actinica, no se corresponden con otros genes estructurales, es decir no existe
un gen para cada isoforma, sino que son el fruto de modificaciones post-
traducionales como la acetilacion, la tirosinizacion-destirosinizacion v,

especificamente para la a-tubulina, la fosforilacion.

F!:E-' . onémero de
- Diametro de a-Tubulina
N B-Tubulina
Diametro de
Tubulina

Figura 4. Microtubulo
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1.10.3. Filamentos intermedios

Los filamentos intermedios tienen un diametro de cerca de 10 nm que es
intermedio entre los de los otros dos tipos principales del citoesqueleto, los
microfilamentos y los microtubulos. A diferencia de éstos, los filamentos
intermedios no estan implicados directamente en los movimientos celulares, si
no que parecen tener fundamentalmente un papel estructural proporcionando

fuerza mecanica a células y tejidos.

Estan compuestos de una variedad de proteinas que se expresan en
diversos tipos de células. Mas de cincuenta tipos de proteinas de los filamentos
intermedios han sido aisladas y clasificadas en seis grupos basados sobre la

similitud entre la secuencia aminoacidica.

1.10.4. Vimentina

Forma parte del tercer grupo y junto a la desmina y a otras proteinas se
encuentra en una variedad de tipos diferentes de células incluidos los

fibroblastos, los leucocitos y las células musculares lisas.

Los filamentos de vimentina se adhieren a la envoltura nuclear, sirviendo
aparentemente para posicionar y anclar el nucleo en la célula. Ademas, se
pueden asociar con la membrana plasmatica y formar una union directa desde
el nucleo hasta la membrana plasmatica. Este reticulo de filamentos
intermedios esta probablemente sostenido por asociaciones con microtubulos,
ya que, sustancias que inducen el desensamblaje de los microtubulos,

provocan su colapso.

1.10.5. a-Actinina

La a-actinina forma parte de la “actin-binding proteins” o proteinas que
ligan actina y colaboran en la consecucion de la “tridimensionalidad” que es la

base de los individuales procesos celulares actino-mediados.
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Ha sido originariamente aislada del musculo esquelético, donde es uno de
los mayores componentes del disco Z. Posteriormente, se han identificado

distintas isoformas en el musculo liso y en células no musculares.

1.10.6. Fibronectina

Es una glicoproteina multifuncional que aprece como proteina plasmatica
circulante, proteina que se puede unir a la superficie de muchas células y por
ultimo, en fibrillas insolubles que forman parte de la matriz extracelular, cuando

los dimeros de fibronectina se interconectan por medio de puentes de disulfuro.

La fibronectina es reconocida por receptores especificos de la membrana
plasmatica, permitiendo la adhesion de la célula a la matriz extracelular. El
receptor de la fibronectina pertenece a las clases de receptores celulares de
superficie llamados en conjunto integrinas. Estando los receptores para la
fibronectina ligados a la actina intracelular, la orientacion del citoesqueleto,

puede condicionar la de la matriz extracelular.
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El cadmio representa uno de metales pesados de mas elevada
peligrosidad y su presencia como contaminante ambiental, hace
enormemente importante la determinacion de su presencia en el cuerpo
humano asi como el estudio de los posibles mecanismos por los que puede
intervenir en el origen de algunas patologias humanas, de las que, a pesar
de las numerosas observaciones descritas en la literatura, no se conoce

todavia el mecanismo fisiopatoldgico por el que se desarrollan.

Los OBJETIVOS concretos que nos planteamos en este trabajo de

investigacion son:

1. Determinar los efectos del acetato de cadmio sobre la
estructura del citoesqueleto celular. Seran analizadas las
proteinas citoesqueléticas actina, tubulina y vimentina en
modelos experimentales basados en cultivos celulares de

fibroblastos normales (linea FG) y neoplasicos (linea SGS/3A).

2. Determinar los niveles de cadmio en sangre y los aspectos
epidemioldgicos relacionados con la contaminacion ambiental
por cadmio en una poblacién-estudio seleccionada de la zona

Norte de Cerdefa (ltalia) (poblacion sarda).

3. Estudiar los efectos sobre la presion arterial de la inoculacién
de cadmio por via intracerebroventricular utilizando un modelo
experimental in vivo (ratas ) con niveles normales y bajos de

calicreina (cepas NKR y LKR)
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lll. 1. ESTUDIO SOBRE EL CITOESQUELETO DE CELULAS EN
CULTIVO, NORMALES (FG) Y NEOPLASICAS (SGSI3A)

l11.1.1. Lineas celulares

Han sido utilizadas dos lineas celulares de fibroblastos una normal y

otra neoplasica.

Los fibroblastos normales han sido obtenidos por medio de explante
directo de fragmentos de embriones de rata de la estirpe Galliera al llegar al
8°/10° dia de gestacion, y utilizados al 12° pase en condiciones de

confluencia.

Los fibroblastos tumorales, SGS/3A (Sarcoma Galliera Strain) son
células altamente infectivas derivadas de la linea de fibroblastos SGS/2
obtenidas directamente después del explante del Sarcoma Galliera, un
tumor sélido que surge espontdneamente en una raza seleccionada de ratas
(Rattus Norvegicus, variedad Albus, estirpe Galliera), que se presenta como

una masa redondeada localizada en proximidad de |la cadera.

Como se ha descrito por Mc Pherson y Montigner, las células SGS/2 al
20° pase en cultivo han sido seleccionadas mediante tres sucesivos pases
en agar semisolido para eliminar los fibroblastos normales presentes en la
poblacion. Los fibroblastos SGS/3 han sido utilizados al 10° pase en

condiciones de confluencia.

Los cultivos celulares se realizaron en frascos de cultivo (Falcon) de 25
u 80 cm? de superficie Util que se mantuvieron en estufa a 37°C, atmosfera
de 5% de CO; y 90% de humedad. Todas las manipulaciones de las lineas
celulares se realizaron en esterilidad trabajando en campana de flujo laminar

y utilizando material y soluciones estériles.

Las lineas celulares fueron cultivadas en medio modificado Dulbecco’s

Eagle (sigma). EI medio de cultivo fue cambiado de acuerdo con su
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acidificacidon (color amarillo). Las células fueron duplicadas antes de que los
cultivos alcanzaran la saturacion. Para ello se despegaron mediante tripsina
(Tripsina IX Sigma al 0,25%) y se incubaron durante 10 min. a 37°C. Tras
golpear suavemente y varias veces el falcon, las células se despegaron
debido a que el EDTA secuestra el Ca™ que es necesario para la adhesion

celular.

Medio de cultivo Dulbecco’s Eagle (Gibco, USA): 13.37 g de medio base con
el 10% de suero fetal bovino (Sigma, S.L) (inactivado en calor humedo a
56°C durante 30 min.). EI medio fue tamponado con 27 ml de NaHCO; al
7.5% (Flow Laboratories) y suplementado con 50 ug /ml gentamicina

(Sigma), se complet6 con agua bidestilada hasta 1000 ml.

Una vez preparados, el medio de cultivo fue filtrado en falcones
estériles, bajo cabina de flujo laminar (Micro-V, Telstar, Espana) con filtros
estériles de 0.22 um (Millipore, Francia) en el momento de ser afadido a los

frascos de cultivo.

lll.1.2. Congelacién de las lineas celulares

Las células, despegadas de la superficie de los frascos de cultivo
como se ha descrito anteriormente, fueron centrifugadas en frascos de 25 ml
estériles a 1500 rpm durante 5 min y fueron lavadas 2 veces con PBS
(Sigma). Tras retirar el sobrenadante, se resuspendieron en medio de
congelacién a razon de 0.5 x 10° células por ml. A continuacién fueron
dispensadas en criotubos e introducidas inmediatamente en congelador a -
80°C donde permanecieron 24 h, siendo almacenadas después

definitivamente en nitrogeno liquido.

Medio de congelacion: suero fetal bovino (Sigma, SL), inactivado en calor
humedo a 56°C durante 30 min, y dimetil sulfoxido (DMSO) al 10%.
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lll.1.3. Descongelacion de las lineas celulares

Las lineas celulares (en criotubos y almacenadas en nitrégeno
liquido), fueron descongeladas en calor humedo a 37°C. Posteriormente, en
una cabina de flujo laminar, las células fueron lavadas 2 veces con PBS
estéril para eliminar los restos de DMSO, resuspendidas en medio de cultivo

previamente filtrado y depositadas en frascos de cultivo.
lll.1.4. Ensayo con cadmio

Las lineas celulares, una vez en confluentes, fueron despegadas del
frasco de cultivo como se ha descrito anteriormente. A continuacién, fueron
sembradas en pocillos de 0.7. En condiciones de semiconfluencia, se les
anadioé 5uM de Cadmio Acetato (Sigma) con el que se incubaron durante 2h,
8hy 24h.

Como control, se utilizaron las células normales y neoplasicas
sembradas en pocillos de 0.7 y cultivadas durante los mismos tiempos sin

anadirles Cadmio Acetato.

l1.1.5 Determinacion de los marcadores celulares mediante

inmunofluorescencia indirecta

Poseemos experiencia de laboratorio sobre la determinacion del
cadmio a nivel celular (89 - 90). Para analizar el efecto del Cadmio Acetato
sobre la morfologia y el citoesqueleto de los fibroblastos, se realizé un

estudio mediante inmunofluorescencia indirecta.

Las lineas parentales de fibroblastos normales y neoplasicas asi como
los cultivos de fibroblastos normales y neoplasicos tratados con Cadmio
Acetato durante distintos tiempos (2, 8 y 24h), fueron despegados de los
frascos de cultivo con una solucién de tripsina (Tripsina IX Sigma al 0,25%),
lavados con PBS, centrifugados a 1500 rpm durante 5 min en centrifuga
refrigerada a 4°C y resuspendidos en 1 ml de PBS. Las células se contaron

en camara de Newbauer y se ajustaron a una concentracién de 6 x 10°
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células para cada fluorescencia. Una vez ajustada la cantidad de células, se
centrifugaron. Se decantd el sobrenadante afadiendo al botdn celular

metanol frio (-20°C) durante un minuto, para fijar las células.

A continuacion, las células fueron lavadas con PBS durante 5 minutos,
3 veces y luego permeabilizados con Tritdbn X-100 (0,1) durante un 1

minuto.

Los anticuerpos utilizados fueron los siguientes:

1. Actina.
2. Tubulina.

3. Vimentina.

La tubulina y la vimentina fueron incubadas durante 1h en oscuridad, a
37°C, en camara humeda con anticuerpos mononucleares de raton diluidos
con PBS libre de Calcio y Magnesio.

El exceso de anticuerpo fue eliminado por inversion de la placa
seguida de 3 lavados consecutivos con PBS durante 5 min. Las células
fueron incubadas durante 1h a temperatura ambiente con el segundo
anticuerpo conjugado Antimouse TRITC y FITC.

Los controles de fluorescencia fueron obtenidos omitiendo el primer

anticuerpo.

Para el estudio de la Actina, se utilizé faloidina TRITC conjugada que
se liga de manera especifica con la F-Actina.

Los nucleos fueron coloreados con una solucion de Hoechst 33258
(1mg/10ml) por 8 min. a temperatura ambiente (DAPI).

Los portaobjetos fueron lavados con tres pases de 5 min. en PBS y
cubiertos mediante glicerina tamponada con PBS (90% +10%) vy
depositados en el frigorifico a 4°C durante toda la noche.

A continuacion se procedié a su analisis mediante microscopio de
fluorescencia (Nikon Microphot FX) equipado con material fotografico,

utilizando pelicula Fijichrome HP2600.
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lll.2. ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO SOBRE LA POBLACION SARDA:
ANALISIS DE LA CONCENTRACION DEL CADMIO EN LA SANGRE
TOTAL

ll.2.1. Estudio de poblacion

Este trabajo se ha desarrollado en el periodo de tiempo comprendido
entre septiembre del 2004 y Abril del 2005.

Voluntarios masculinos y femeninos residentes en el Norte de
Cerdena (ltalia) con una poblacion de cerca de 450.000 habitantes han
contestado a un doble cuestionario después de haber firmado el consenso

informado.

En el primer cuestionario han sido revelados los siguientes datos:

1. Datos personales: Edad, sexo, peso, altura

2. Posibles factores de riesgo: Actividad laboral, habitos de vida,
tabaco, alcohol, actividades de ocio, zona de residencia, distancia
del poligono industrial, anamnesis familiar, y eventuales ocasiones

de contacto con el Cadmio.

En el segundo cuestionario, se ha prestado particular atenciéon a la
adquisicion de informacion relativa a la dieta. Asi pues, a través del
cuestionario (EPIC), con multiples preguntas (250 preguntas) ya
ampliamente utilizadas en otros estudios, se obtuvieron importantes datos
relacionados con el consumo medio de 164 nutrientes durante el transcurso

del precedente ano.

En nuestro estudio, los criterios de exclusion que fueron utilizados son:

1. Menores de edad, por debajo de 18 anos

2. Exposicion relacionada al Cadmio en el trabajo o en los lugares de
ocio.

3. Todos los voluntarios con patologias neoplasicas o enfermedades

que puedan interferir con el estudio de concentraciones del Cadmio.
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Actualmente, han sido analizados los valores y los datos de 251
voluntarios presentes en algunos centros hospitalarios del Norte de Cerdena

(Sassari, Thiesi, Alghero, Olbia, La Madalena).

Segun la edad, los sujetos fueron divididos en 3 grupos:

Primer grupo: De 18 a 35 afnos con 69 sujetos.
Segundo grupo: De 36 a 60 afnos con 99 sujetos.

Tercer grupo: Mas de 60 afos con 85 sujetos.

De todos los voluntarios, 64 fueron fumadores, 40 fueron ex-
fumadores- y 147 fueron no fumadores.

Por ultimo, todos los sujetos eran caucasicos.

ll.2.2. Toma y analisis de muestras de sangre

Las muestras fueron extraidas de todos los sujetos usando un cilindro
BD vacutainer que contiene EDTA con una aguja de acero inoxidable. Parte
de la muestra (sangre entera) fue conservada a — 80°C hasta su analisis. La
otra parte fue centrifugada y el plasma fue conservado también a — 80°C

hasta su analisis.

Las muestras fueron conservadas en crioviales (Nunc de 1.8ml) de
polipropileno con tapdn a rosca de polipropileno lavado en solucion de acido

nitrico.

La determinacion del cadmio fue efectuada mediante
espectrofotometro a absorbimiento atomico con hornillo de grafito vy
correccion del fondo por efecto Zeeman longitudinal (Perkin Elmer 5100 ZL)

equipado de automuestreo.

El procedimiento analitico empleado ha seguido el protocolo de analisis
instrumental SPTF (Stabilized Platform Temperature Furnarce) y prevé la

determinacion directa del Cadmio mediante el uso del modificador de matriz.
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Las muestras de sangre fueron diluidas 1:10 con solucion acuosa de

Triton X-100 (0.2%) y analizadas directamente sin posterior tratamiento.

El método ha previsto la doble exposicion de la muestra (2x10 pl) y el
modificador de matriz (2x5ul NH4 H2PO4+MgNO3) separados por un ciclo

térmico de desecacion.

La concentracion del Cadmio viene determinada por interpolacion
sobre la curva de calibracion realizada con soluciones acuosas de Cadmio a

concentraciones de 0.0 - 0.02 - 0.04 y 0.08 ng/ml.

La posibilidad de repeticion ha sido valorada sobre dos muestras de
sangre cuyas concentraciones medias eran 0.5 y 2.9 pul/l. Sobre cada
muestra han sido efectuadas seis determinaciones. Los coeficientes de

variacion eran respectivamente de 12.9% y 2%.

Todos los materiales usados para la toma, conservacion y analisis de
las muestras de sangre fueron sometidos al test de liberacion, realizado
poniendo los materiales en soluciones de acido nitrico, para eliminar

cualquier posible contaminacion con el cadmio.

Durante todo el trabajo, el minucioso estudio fue controlado a través de
muestras estandar de referencia (International Bureau of Reference,
Bruselas, Bélgica: samples N 194 y 195) con concentracion comprobada de
0.5 (S.D. 0.1) w/l'y 5.37 (S.D. 0.24) ug /).

111.2.3. Analisis estadistico

En la descripcidn del analisis estadistico han sido tomados en

consideracion bien el estudio paramétrico o bien aquel no-paramétrico.
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111.2.3.1. Estudio paramétrico

El estudio paramétrico (media) fue realizado para poder comparar
nuestros valores con aquellos de otros estudios del mismo tipo. Para ello,
fueron utilizados el software Excel de Windows y el programa estadistico
Stata8.

111.2.3.2. Estudio no paramétrico

En este estudio se analiz6 la mediana y el percentil, y fue utilizado para
cuando los valores observados no eran de tipo cuantitativo. Para ello, el
software Excel de Windows y el programa estadistico Stata8 fueron

empleados.

.3 ESTUDIO DEL EFECTO DEL CADMIO INOCULADO POR VIA
INTRACEREBROVENTRICULAR SOBRE LA PRESION SANGUINEA EN
RATAS CON CALICREINA URINARIA NORMAL Y BAJA

111.3.1 Outbred strains

Los experimentos fueron realizados en una linea originaria de “outbred

strain” de colonias de ratas Wistar.

De esta colonia fue derivada una tipo de ratas con baja excrecion de
calicreina exclusivamente a través de un cruce hermano-hermana (imbred

strain).

En el momento de la realizacion del trabajo, esta raza mostraba una
significativa diferencia en la excrecion urinaria de calicreina, respecto a la
raza normal de ratas Wistar de 12,4 + 2,8 nkat/24h versus 32,8+2,9 nkat/24h
respectivamente.

La raza de ratas Wistar NKR fue utilizada como control.
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Las ratas machos pesaban cerca de 300-358 gr y fueron mantenidas
en locales a temperatura constante (24 + 1°C) con una humedad controlada
(60+5%) y con un ciclo dia-noche de 12h. Estas tenian libre acceso al agua

y a los alimentos.

Cuatro dias antes del experimento, fue extraida la orina de las 24h
para determinar el volumen urinario (UV), la excrecién de sodio (UNa) y de
potasio (UK), la osmolaridad (UOsm) y la calicreina (UK). Durante este

periodo las ratas tenian libre acceso al agua pero no al alimento.

Un dia después las ratas han sido anestesiadas por via

intraperitoneal con cloruro de ketamina y con diazepam.

111.3.2 Canula estereotaxica

Ha sido instalada estereotaxicamente una canula con una aguja de
acero con un diametro de 22 en el ventriculo cerebral izquierdo (1,5mm
lateralmente y 1mm posteriormente respecto al bregma y 4,5mm en
profundidad respecto a la superficie craneal).

Después de dos dias en este estado (steady - state) las ratas fueron
anestesiadas otra vez y un catéter de polietileno fue insertado en la aorta
abdominal a través de la arteria femoral izquierda, el catéter fue insertado
bajo la piel y por tanto en superficie posterior al cuello.

Los experimentos se continuaron a la mafana siguiente.

Se utilizé para la inyeccion a nivel intracerebroventricular una jeringuilla
de 25 microlitros.

La presion sanguinea media (MBP) fue continuamente detectada a
través del catéter femoral por medio de un transductor Statham que estaba
conectado a un boligrafo (BM61472 y BM618).

La presidn sanguinea fue estable durante 20min aproximadamente.
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lll.3.3. Ratas LKR y NKR

El grupo de ratas LKR (grupo 1, n = 9) recibi6 via i.c.v. una inyeccién
de acetato de cadmio (10 microgramos en 10 microlitros de solucién salina).
Un segundo grupo de ratas LKR (grupo 2, n=8) se utiliz6 como
control y recibié 10 microlitros de solucién salina en lugar de cadmio acetato.
Posteriormente dos grupos de ratas NKR fueron usadas como
control: un grupo (grupo 3, n = 6) recibié acetato de cadmio y un segundo
grupo (grupo 4, n=6) recibio solucion salina como el LKR.
La presion media sanguinea (MBP) fue detectada en todos los
grupos durante los siguientes 120 min.
Durante las sucesivas 24h las ratas fueron mantenidas en las
mismas condiciones basales y se les extrajo la orina de las 24h para

determinar su volumen, la osmolaridad y los electrolitos.

Al final del experimento fue determinada la correcta localizacion de la
canula en el ventriculo estudiando la respuesta a la angiotensina Il a nivel
i.c.v., en todas las ratas se ha obtenido una respuesta positiva a la

angiotensina Il.

Todos los procesos fueron realizados siguiendo el “International
standards for care and use of animals” de acuerdo con el “Institute of
laboratory animal resouce” (National Academy of Science, Bethseda,
USA).
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IV.1. ESTUDIO DE LAS PROTEINAS CITOESQUELETICAS ACTINA,
TUBULINA Y VIMENTINA EN FIBROBLASTOS NORMALES (LINEA FG) Y
FIBROBLASTOS NEOPLASICOS (LINEA SGSI3A).

IV.1.1. Fibroblastos normales. Linea FG.

Los cultivos de la linea FG de fibroblastos normales se caracterizan
morfolégicamente por presentar un alto grado de homogeneidad, apareciendo
como monocapa de células fuertemente unidas al substrato y presentando,
como hecho tipico, un aspecto filiforme con células alongadas vy
extremadamente finas. Los estudios mediante inmunofluorescencia
demostraron que la actina se organiza formado haces y redes que atraviesan
ampliamente el citoplasma y que terminan anclandose en la membrana

plasmatica (Figura 1.A).

El estudio de la distribucidn de la tubulina en la linea de fibroblastos
normales FG, demostré que esta proteina se estructura formando una delgada
red de filamentos que aparece especialmente densa en la zona central de la
célula. Desde aqui, se distribuye hacia el resto del citoplasma, pasando lejos
del eje mayor celular y presentando una menor expresion en las zonas mas
periféricas del mismo. Es por ello que aun localizandose en todo el citoplasma,

aparece en ciertas células con una tipica configuracion de estrella (Figura 1.B).

Por otra parte, la proteina de filamentos intermedios vimentina, se
estructura en los fibroblastos normales, como una densa trama de filamentos
que se situan preferentemente rodeando al nucleo aunque también presenta
extensiones en forma de trabéculas hacia la zona periférica de la célula
(Figura 1.C)
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Figura 1. Estudio mediante inmunofluorescencia de la expresion y
distribucién de actina (1.A), tubulina (1.B) y vimentina (1.C) en la linea
fibroblastica FG.
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IV.1.2. Fibroblastos neoplasicos. Linea SGS/3A.

El estudio de la morfologia de los fibroblastos neoplasicos de la linea
SGS/3A en cultivo, mostré notables diferencias en relacion a la linea FG de
fibroblastos normales. A diferencia de estas ultimas, las células neoplasicas
presentaron un tamafno mas pequeno y una forma mas o menos redondeada,
alejada del aspecto filiforme de los fibroblastos normales. Como otros tipos de
células neoplasicas, se caracterizaron por poseer un gran nucleo siendo la
relacion nucleo/citoplasma mas favorable al componente nuclear que en las
células normales. Ademas, en algunas de ellas se pudo observar la tipica
presencia de un nucleo doble. Por otra parte, su crecimiento también fue
diferente al de los fibroblastos normales, siendo desordenado y apareciendo
sobre la monocapa tipica del cultivo celular, nuevos estratos de células que

aparecian al microscopio 6ptico como areas de elevada densidad.

El estudio mediante inmunofluorescencia de los filamentos de actina
demostré una arquitectura mas desestructurada que la encontrada en los
fibroblastos normales, con una distribucion mas irregular y un menor numero y

tamano de los haces de fibra de estrés (Figura 2.A).

El estudio de la tubulina permiti6 determinar la disposicion de esta
proteina en las células SGS3A, observando como se distribuia como una
delgada red de filamentos densamente entrelazados por el citoplasma de las
redondeadas o achatada células neoplasica. Pero también se pudo observar
como el marcaje se extendia hacia las prolongaciones en forma de seuddépodos
que presentaban estas células y que no fueron observados en los fibroblastos

normales (Foto 2.B).

Por ultimo, en las células SGS-3A, los filamentos intermedios aparecen
como unas grandes y densas masas perinucleares de las que se alejan
filamentos que van reduciendo progresivamente su densidad y que cubren una

parte del citoplasma celular (Foto 2.C).
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Figura 2. Estudio mediante inmunofluorescencia de la expresion y
distribucion de actina (2.A), tubulina (2.B) y vimentina (2.C) en la linea

fibroblastica neoplasica SGS-3A .
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IV.2. MODIFICACIONES INDUCIDAS POR CADMIO EN LAS
PROTEINAS CITOESQUELETICAS ACTINA, TUBULINA Y VIVENTINA DE
FIBROBLASTOS NORMALES (LINEA FG) Y FIBROBLASTOS
NEOPLASICOS (LINEA SGSI3A,).

IV.2.1. Fibroblastos normales. Linea FG.

IV.2.1.1. Actina

El tratamiento con acetato de cadmio de cultivos de fibroblastos normales
causa evidentes modificaciones en la morfologia celular. Dichas
modificaciones son observables tan sélo después de una hora de exposicion al
agente. Los fibroblastos, que eran alongados, adquieren un aspecto
redondeado y sus contornos aparecen difuminados observandose en los
marcajes, una intensidad de fluorescencia mucho mas débil. ElI marcaje
mediante anticuerpos que reconocen actina demuestra una importante
alteracion en la citoarquitectura de estos filamentos. Dichos filamentos
aparecen ahora extremadamente gruesos y se agregan (smeared patches) en
determinados puntos celulares, siendo lo mas frecuente la aparicion de

condensaciones cerca del nucleo (Figura 3.A).

Después de 8h de exposicidon al acetato de cadmio, la desestructuraciéon
de la los filamentos de actina en los fibroblastos se hace mas notable,
aumentando la condensacion en la zona nuclear. La presencia de agregados

de actina despolimerizada también se hace mas evidente (Figura 3.B)

Exposiciones mas prolongadas a este agente (24 h), originan un aumento
de la disposicion perinuclear de los granulos de actina. Desaparecen del
citoesqueleto las fibras de estrés y se hacen muy evidentes numerosos
“smeared patches”, probablemente causados por el desensamblaje de los

filamentos de actina (Figura 3.C).
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3.C

Figura 3. Estudio mediante inmunofluorescencia de la expresion y
distribucion de actina en la linea fibroblastica normal FG expuesta a acetato de
cadmio durante 1h (3.A), 8h (3.B) y 24h (3.C)
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V.2.1.2. Tubulina

En los estudios realizados sobre células SGS-3A expuestas a acetato de
cadmio durante cortos periodos de tiempo (1h), no pudimos observar
alteraciones significativas de la trama celular microtubular. Los marcajes con
inmunofluorescencia so6lo desvelaron la presencia de estructuras
microtubulares algo mas densas que las normales (Figura 4.A). Sin embargo,
después de 8h de exposicion a dicho agente, si observamos un parcial
desensamblaje de los microtubulos en la region periférica de la célula que se

asocio a una fluorescencia perinuclear intensa y compacta (Figura 4.B).

Estas alteraciones se hicieron mucho mas evidentes después de 24h de
exposicidon, desapareciendo la organizacion inicial de los microtubulos de los
fibroblastos. Estos ahora se mostraban como una estructura enmarafiada y

estrecha alrededor del nucleo (Figura 4.C).

1V.2.1.3. Vimentina

La observacion de las células SGS-3A después de una hora de
tratamiento, demuestra una ligera perdida de la estructura tridimensional de los
filamentos intermedios, sobre todo en la zona correspondiente a los margenes
celulares que sufren una parcial separacion del substrato (Figura 5.A).
Después de 8h de exposicidn, este fendbmeno se hace mas notable,
perdiéndose en parte los grandes haces de filamentos intermedios, que sin
embargo, permanecen distribuidos en manera mas sutii en la region

citoplasmatica y con escasa concentracion a nivel perinuclear (Figura 5.B).

Tras 24h de tratamiento, observamos un mayor “aclaramiento” de los
filamentos intermedios que, no existiendo ya cerca nucleo, aparecen en
algunos casos con sus extremos acodados en el citoplasma periférico (Figura
5.C).

73



Roberto Madeddu Resultados

4.C

Figura 4. Estudio mediante inmunofluorescencia de la expresion y
distribucion de tubulina en la linea fibroblastica normal FG expuesta a acetato
de cadmio durante 1h (4.A), 8h (4.B) y 24h (4.C)
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5.C

Figura 5. Estudio mediante inmunofluorescencia de la expresion y
distribucion de vimentina en la linea fibroblastica normal FG expuesta a
acetato de cadmio durante 1h (5.A), 8h (5.B) y 24h (5.C)
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IV.2.2. Fibroblastos neoplasicos. Linea SGS/3A.

IV.2.2.1. Actina

Diferentes alteraciones morfologicas pudieron ser observadas en las
células SGS/3A tras cortas exposiciones al acetato de cadmio. Asi, los
estudios realizados después de 1h de tratamiento con este agente,
demuestran un cambio en la morfologia de la célula tumoral que se hace
globosa y con contornos no bien definidos. La actina comienza a perder su
tipica organizacion en haces, siendo este hecho especialmente evidenciable
en las zonas perinucleares, mientras que el citoplasma periférico permanece

sin modificaciones sustanciales (Figura 6.A).

Después de 8h de tratamiento se pueden apreciar con nitidez pequenos
agregados de actina, mientras desaparecen casi totalmente las fibras de estrés
(Figura 6.B).

Mayores tiempos de exposicion (24h), provocan una mayor condensacion
celular, la actina aparece completamente despolimerizada y el citoplasma esta
ocupado por una fluorescencia compacta e uniforme, mucho mayor que la
apreciada en los fibroblastos normales; como si las células entrasen en una

fase degenerativa (Figura 6.C)
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6.C

Figura 6. Estudio mediante inmunofluorescencia de la expresion y
distribucion de actina en la linea fibroblastica neoplasica SGS-3A expuesta a
acetato de cadmio durante 1h (6.A), 8h (6.B) y 24h (6.C)

V.2.2.2. Tubulina

Al igual que en los fibroblastos normales, el acetato de cadmio no altera
significativamente los microtubulos en las células SGS/3A después de 1h de
tratamiento (Figura 7.A). Solo después de 8h de exposicion, las
modificaciones comienzan a ser visibles y se puede ver anomalias de la forma
celular, predominando las células estrelladas. En ellas, la fluorescencia es
mas intensa en la region citoplasmatica central en donde existe un parcial
desensamblaje de la trama microtubular que, sin embargo, no aparece en la

zona periférica (Figura 7.B).

Los fibroblastos SGS3A resultan sensiblemente danados después de
24h de exposicion. Esta lesion es notablemente mayor que la observada en
los fibroblastos normales. La superficie celular se vuelve lisa y globosa, el
citoesqueleto no muestra el tipico aspecto filamentoso que observabamos en
los fibroblastos normales y la fluorescencia aparece como una masa uniforme
que rodea al nucleo indicando la casi completa despolarizacion de los
microtubulos. Se hace también evidente que la relacion nucleo/citoplasma

esta alterada (Figura 7.C).
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Figura 7. Estudio mediante inmunofluorescencia de la expresion y
distribucion de tubulina en la linea fibroblastica neoplasica SGS-3A expuesta
a acetato de cadmio durante 1h (6.A), 8h (6.B) y 24h (6.C).
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1IV.2.2.3. Vimentina

La organizaciéon de los filamentos de vimentina sélo se ven alterada
moderadamente después de la exposicion a acetato de cadmio durante un
periodo de 1h La principal modificacion morfolégica encontrada en estas

células fue la aparicion de una forma celular de tipo globoso (Figura 8.A).

Tras un periodo de exposicion de 8h, la densa trama que formaba la
vimentina en las células SGS-3A se ve significativamente reducida,
apareciendo como una red menos organizada y existiendo relaciones menos
estrechas entre los que filamentos. A pesar de ello, el marcaje de vimentina es

facilmente visible, especialmente en las prolongaciones celulares (Figura 8.B).

Después de 24h de exposicidon, todavia es identificable la estructura
tridimensional de la trama de filamentos de vimentina. No obstante,
observamos como dicha trama predomina en las zonas periféricas del
citoplasma, reduciéndose en la zona perinuclear ("vimen”). Estos resultados
indican que los filamentos de vicentina son resistentes a la desestructuracion
originada por la accién del cadmio, aunque sufren una deslocalizacion (Figura
8.C)
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Figura 8. Estudio mediante inmunofluorescencia de la expresion y
distribucion de vimentina en la linea fibroblastica neoplasica SGS-3A
expuesta a acetato de cadmio durante 1h (6.A), 8h (6.B) y 24h (6.C).
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IV.3. ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO SOBRE LA POBLACION SARDA.
ANALISIS DE LA CONCENTRACION DE CADMIO EN SANGRE

IV.3.1. Caracteristicas de la poblacién de estudio

El estudio fue realizado en 251 personas de la poblacion sarda. La

distribucion por sexo queda reflejada en la Figura 9.

@ masculino: 160

W mujer: 91

Figura 9. Distribucion por sexo de los sujetos sometidos al estudio.

El rango de edad de la poblacion analizada fue de 18-90 afos. De todos
los sujetos se obtuvo el consentimiento informado para el estudio. Los sujetos

fueron divididos en tres grupos segun la edad como refleja la Figura 10.

18-39 anos: 33 40-59 anos: 85 oltre 60 anos: 83

Figura 10. Distribucion por edad de los sujetos sometidos al estudio.
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En el estudio se tuvo en cuenta el consumo de tabaco por parte de los
sujetos analizados, dividiéndose la poblacion en no-fumadores (147),

exfumadores (40) y fumadores (64) (Fig. 11).

Non Fumadores: Ex fumadoresi: 40 Fumadores: 64
147

Figura 11. Distribucion los sujetos sometidos al estudio segun consumo
de tabaco.

Segun el la residencia e independientemente de la ciudad en la que
habitaban, la poblacion fue divida en tres grupos: poblacién de campo ( 27), de
la periferia (44) y de ciudad o pueblo ( 180) (Fig. 12).

180
160
140
120
100
80
60
40
20

Campo: 27 Periferia: 44 Ciudad: 180

Figura 12. Distribucién los sujetos sometidos al estudio segun la

residencia.
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Por ultimo, se realizon una distribucidn de los sujetos segun procedieran de
una ciudad con mas de 100.000 habitantes (Sassari, 52 sujetos), de una ciudad
con un numero de habitantes entre 5.000 y 400.000 (Alghero, Porto Torres,
Ozieri, Oschiri, Sennori, Sorso, Thiesi, 93 sujetos) o de ciudades o pueblos con
menos de 5.000 habitantes (106 sujetos) (Fig. 13).

160- Habitantes

140
120
100

Sassari: 55 Alghero: 25 Ozieri: 23 Altri: 148

Figura 13. Distribucion los sujetos sometidos al estudio segun la

poblacion.

IV.3.2. Analisis de los niveles de cadmio en sangre

La media de los niveles de cadmio en sangre en la poblacién analizada
fue de 0.355 nugr/l. Estos niveles son menores que los detectados en otros
estudios sobre una poblacion no expuesta profesionalmente (12 — 19 — 59 —
78).

La mediana obtenida en relacion a todas las muestras analizadas fue
de 0.31 ug/l, siendo este valor tambien menor que el encontrado en la mayor

parte de los trabajos cientificos.

El estudio de la media de los valores de cadmio, teniendo en cuenta el
sexo de la poblacion, demostré valores muy similares en los hombres (0.354

ug/l) y en las mujeres (0.357 ug/l) (Fig. 14).
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0,357
0,3565
0,356
0,3555
0,355

0,3545

0,354
0,3535
0,353
0,3525

Media Cd (Sexo)

masculino

mujer

D Seriet

0,354

0,357

Figura 14. Valores medios de cadmio segun sexo.

Los valores medios de cadmio también fueron similares en los
diferentes grupos de edad: 18-39 anos, 0.349 pg/l, 40-59, 0.371 pg/l, y mas de
60 anos, 0.359 ug/l (Fig. 15).

0,375
0,37
0,365
0,36
0,355
0,35
0,345
0,34

0,335

Media Cd (Edad)

18-39

40-59

‘l Serie1

0,349

0,371

0,349

Figura 15. Valores medios de cadmio segun edad.
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Sin embargo, cuando el estudio fue realizado en la poblacion distribuida
segun el habito de consumo de tabaco, encontramos notables diferencias
entre los valores medios de cadmio en sangre. Este hecho coincide con los
datos obtenidos por otros autores y viene a confirmar que los valores de
cadmio son mayores en los pacientes fumadores que en los no fumadores y
también, aunque en menor grado, que en los pacientes exfumadores. Asi, en
sujetos fumadores la media fue de 0.497ug/l, casi el doble del valor de la
media encontrada tanto en sujetos no-fumadores (0.292 nug/l), mientras que

el valor en los pacientes exfumadores fue de 0.368 pg/l (Fig. 16).

Media Cd (humo)

0,5+
0,45+
0,4
0,35+
0,3
0,25+
0,2
0,15+
0,1
0,05+
04

Non Fumadores Ex Fumadores Fumadores

O Serie1
B Serie2 0,292 0,367 0,493

Figura 16. Valores medios de cadmio en pacientes distribuidos segun

el habito de fumar.

Por otra parte, el lugar de residencia de la poblacién estudiada también
parece influir en los valores de cadmio en sangre, encontrando que en los
residentes en el campo, la media fue de 0.409ug/l , siendo esta mas elevada
que la encontrada en los residentes en la ciudad o su periferia ( 0.349 ug/l) (
Fig. 17).
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Media Cd (Residentes)

Campo Ciudad Periferia

@ Serief 0,409 0,355 0,324

Figura 17. Valores medios de cadmio en pacientes distribuidos segun

su lugar de residencia.

Por ultimo, analizando los sujetos en grupos segun la localidad de
residencia hemos podido observar diferencias en los niveles de cadmio. Asi,
los habitantes de ciudadades como Sassari, que presenta bajos niveles de
contaminacion ambiental debido a la ausencia de asentamientos industriales
en sus cercanias, muestran valores medios de cadmio de 0.312 ng/l,
significativamente menores que los encontrados en los habitantes de
pequefas ciudades como Porto Torres (0.503 pg/l), que posee una gran
empresa industrial siderurgica y Sorso (0.526 ng/l), lugar de residencia de

una importante bolsa de mano de obra para la industria circundante.

No obstante, debemos sefialar el reducido numero de muestras
obtenido en estas dos poblaciones (8 para la primera y 9 para la segunda)
que hacen necesario un estudio mas amplio y en profundidad para obtener

datos estadisticamente significativos (Fig. 18).
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Media Cd (Localidades)
0,6 -
0,5
0,4
0,3 O Alghero
021 m Ozeri
O Porto Torres
0.1 0O Sassari
0 p m Oschiri
@ Sennori
O Alghero 0,35 B Sorso
m Ozeri 0,349 O Thiesi
O Porto Torres 0,503
O Sassari 0,312
W Oschiri 0,315
O Sennori 0,277

Figura 18. Valores medios de cadmio en pacientes distribuidos segun

la localidad.

IV.3.3. Niveles de cadmio en sangre. Mediana y percentiles.

Los datos obtenidos del estudio de los niveles de cadmio en la poblaciéon
analizada fueron sometidos a un estudio estadistico de tipo no-paramétrico
(mediana y percentil). Los resultados obtenidos demuestran un valor de la
mediana de 0.31ug/l, lo que representa un valor significativamente mas bajo
que el obtenido en otros trabajos cientificos con similares caracteristicas
(entre los 0.5y 0.7ug/l) (Figura 19).

Este estudio confirmo los resultados obtenidos anteriormente,
observando como la concentracion del cadmio determinada en la sangre de
los sujetos fumadores fue casi el doble de la que se pudo determinar en los
sujetos no-fumadores. Asi, los valores de la mediana en los primeros fue de

0.49 ug/l, mientras que en los segundos fue de 0.27ug/l.
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Niveles de Cadmio en Sangre (ug/l)

Total
5° 25° 75° 95°
Mediana Pct Pct Pct Pct
Poblacion
total 0,31 0,125 0,23 0,45 0,715
Non Fumadores - Ex Fumadores
Total 0,27 0,123 0,22 0,365 0,547
Edad
18-
39 0,23 0,12 0,18 0,305 0,508
40-
59 0,26 0,146 0,22 0,36 0,614
> 60 0,32 0,124 0,245 0,39 0,502
Fumadores
Total 0,49 0,149 0,355 0,602 0,857
Edad
18 -
39 0,49 0,161 0,34 0,615 1,001
40 -
59 0,48 0,116 0,37 0,592 0,669
> 60 0,475 0,31 0,385 0,77 0,836

Figura 19. Estudio de los valores de cadmio mediante mediana y percentiles.

Ademas, como ocurria en el estudio anterior, la mediana de valores de
cadmio en los exfumadores fue mayor (0.33 ug/l) que la que presentaron los

sujetos que no habian fumado nunca (0.26 pg/l) (Fig. 20).
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Mediana Cd (Humo)

0,5
0,45
0,4-
0,35-
0,34
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05-
04

Non Fumadores Ex Fumadores Fumadores

@ Serie1
W Serie2 0,27 0,33 0,49

Figura 20. Mediana de los valores de cadmio en la poblacion distribuida

segun el habito de fumar

Por ultimo, hemos podido detectar una correlacién, entre los valores del
cadmio en sangre y la edad de los sujetos sometidos a estudio que eran no
fumadores. La mediana del grupo comprendido entre 18 y 39 anos fue de
0.23 ug/l; la del grupo comprendido entre 40 y 59 afos fue de 0.26 g/l y en
el grupo de sujetos de mas de 60 afos fue de 0.32 pg/l. Cuando el estudio
fue relazado en los mismos grupos de edad pero en sujetos fumadores, los
valores encontrados fueron significativamente mas elvados: 0.49 ng/l, 0.48

ug/l'y 0.48 pg/l en los tres grupos, respectivamente (Fig. 21).

Sin embargo, no pudimos demostrar una correlacion significativa entre

la variable sexo y el grupo de fumadores y no fumadores (Fig. 22).
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0,3
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0,2
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0,1

0,05

0

Mediana Cd (Edad)

18-39

40-59

>60

‘l Serie1

0,27

0,32

0,33

Figura 21. Correlacion entre la mediana de los valores de cadmio

y la poblacion distribuida segun edad.

0,35

0,3

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

0

Mediana Cd (Sexo)

masculino

mujer

‘l Serie1

0,31

0,31

Figura 22. Correlacion entre la mediana de los valores de cadmio

y la poblacion distribuida segun sexo.
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IV.4. ESTUDIO SOBRE LAS DIFERENTAS RESPUESTAS A LA
INOCULACION DE CADMIO POR VIA INTRACEREBROVENTRICULAR.
ANALISIS DE LA PRESION SANGUINEA EN RATAS CON NIVELES
NORMALES Y BAJOS DE CALICREINA URINARIA.

IV.4.1. Excrecion urinaria de calicreina

El estudio de urinario de los niveles de calicreina demostré6 que su
excrecion es menor en los grupos de ratas LKR (12.4+ 2.8 nkat/24h) en
relacion a los grupos NKR (32.8+ 2.9 nkat/24h), siendo esta diferencia

estadisticamente significativa (test de Student).

Tras la  administracibn de cadmio inyectado por Vvia
intracerebroventricular, se realiz6 un estudio de las modificaciones de la

presion sanguinea media (MBP).

Asi, en los grupos 1y 3, observanos un inmediato y sostenido aumento
de la MBP. En el grupo 1, después de la aparicion de un pico inicial de MBP
en el séptimo minuto (118+4mmHg versus 161+7mmHg, 27%), la presion
permanecid, durante todo el experimento, con valores mas altos que los
encontrados en condiciones basales. Al final del experimento la presion
sanguinea era todavia del 10% mas alta que los valores basales
(118+4mmHg versus 131+8mmHg). Después de 24h esta diferencia de MBP
se mantenia. En el grupo 3, encontramos una respuesta similar, observando
también un pico inicial en el cuarto minuto (113+9 versus 151+11 26%),
aunque la presion volvio, al final del experimento, a sus valores normales
(11349 versus 116+8).

En los grupos 2 y 4, que fueron sometidos a inyeccion via i.c.v. de
solucion salina, no han sido observados efectos sobre la MBP relevantes
(11744 mmHg versus 116+3mmHg y 115+5 mmHg versus 114+3 mmHg,

respectivamente).
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Una diferencia estadisticamente significativa ha sido encontrada en

todos los parametros urinario basales entre las dos cepas analizadas (Fig.

18).

Asi, ha sido detectada una disminucion significativa (P< 0.03) de los

valores en el grupo 1. Al contrario, en el grupo 3 se ha encontrado un

aumento significativo ( P <0.03 ) respecto a los datos basales mediante el

analisis de la t de Student. En las ratas tratadas con solucidén salina no han

sido observadas diferencias relevantes (Figura 23).

Pardametros urinarios antes y después de inyeccion i.c.v. de cadmio o

salina

|Parémetr0s urinarios

Valores basales

Valores finales

UV (ml/24 h)

Grupo 1
Grupo 2
Grupo 3
Grupo 4

UNa (mEq/24 h)

Grupo 1
Grupo 2
Grupo 3
Grupo 4

Uk (mEq/24 h)

Grupo 1
Grupo 2
Grupo 3
Grupo 4

Uosm (mOsm/l)

Grupo 1
Grupo 2
Grupo 3
Grupo 4

Figura 23. Parametros urinarios basales y finales

43.0 £ 20
35.0+12
17.7+ 8
17.0 +4.8

1761 + 432
1475 + 234
667 +274
720 £ 235

2186 1+ 482
1874 + 209
1177 + 580
1406 + 274

500 +210
478 + 183
749 + 329
859 + 280
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13.2+6
39.0 +11
220+4
13.0£1.5

1156 + 522
1096 + 540
1725 + 300
820 £ 175

936 +299
1274 + 307
1730 + 212
1493 + 297

1391 £ 245
515 +£200
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IV.4.2 Excrecion de potasio

El estudio de los valores de excrecion de potasio (Uk) entre ambos
grupos de ratas LKR, demostré una reduccion estadisticamente significativa
(P <0.0006 para el grupo 1 y P 0.0003 para el grupo 2), respecto a los
valores basales. Sin embargo, no encontramos diferencias entre los grupos
de ratas NKR.

IV.4.3 Volumen urinario
Los estudios del volumen urinario (UV) demostraron sélo en el grupo 1
valores significativamente mas bajos respecto a los valores basales (P

<0.0006). Finalmente, sodlo en este grupo ha sido observados valores mas

altos (P <0.0002) en cuanto a la osmolaridad (Uosm).
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V.1. ESTUDIO DEL CITOESQUELETO DE FIBROBLASTOS
NORMALES (FG) Y NEOPLASICOS (SGSI3A) EN CULTIVO.

Nuestros estudios han permitido determinar las modificaciones que
provoca el acetato de cadmio (5uM) en la estructuracion del citoesqueleto
celular de fibroblastos normales y neoplasicos en cultivo. El analisis de la
expresion y localizacion mediante inmunofluorescencia de las proteinas
actina, tubulina y vimentina, ponen en evidencia que las modificaciones
citolégicas que se producen son, en lineas generales, similares en ambas

lineas celulares.

Desde un punto de vista morfolégico, el cadmio induce drasticas
modificaciones en la forma celular. Dicha forma evoluciona gradualmente
pasando a través de formas intermedias; de triangular a fusiforme en los
fibroblastos normales, y pasando por formas irregulares y/o estrelladas con
numerosas prolongaciones citoplasmaticas en los fibroblastos neoplasicos,

que terminan adquiriendo una morfologia globosa.

La accion del cadmio sobre la morfologia de los elementos celulares
normales y tumorales varia en funcion del tiempo de incubacion. La
exposicion progresiva al cadmio provoca alteraciones cada vez mayores de
las proteinas citoesqueléticas analizadas, proteinas, que como es bien
conocido, ademas de desarrollar diferentes funciones celulares, son
responsables de la forma y estructura celular. Este hecho explicaria los
cambios morfoldgicos también progresivos que son observados en los

cultivos de fibroblastos bajo la influencia del cadmio.

Las modificaciones morfolégicas que comienzan a ser observables en
primera hora de la incubacion con cadmio, se vuelven muy evidentes
después de 8 horas de exposicion y alcanzan su maxima expresion a las 24
horas. Con este ultimo tiempo de exposicidn se hace especialmente evidente
una notable reduccion del volumen total de las células unido a una perdida

de su capacidad de union al substrato. Tales modificaciones pueden ser

97



Roberto Madeddu Discussion

atribuidas a las grandes alteraciones que se observan a nivel de la
membrana celular, y que pueden tener su origen en el propio cambio de la

forma celular o bien a la progresiva aunque parcial separacion del substrato.

V.1.1. Modificaciones de la proteina actina

La actina es una de las proteinas que mayores cambios sufre por la
accion del cadmio. Los estudios mediante inmunofluorescencia demuestran
una progresiva desaparicion y desestructuracion de los filamentos tanto en la
linea fibroblastica normal como en la neoplasica. No obstante, la
comparacién entre ambas permitidé evidenciar que la desapariciéon de las
fibras de estrés es mas marcada aunque se produce mas tardiamente en las
células SGS/3A que en las FG (Fig. 19).

En ambas lineas y de forma paralela a los diferentes y progresivos
tiempos de de incubacién, observamos que el desensamblaje de la proteina
se acompafaba de la progresiva formacién de pequefios agregados de

actina (smeared patches) que se disponen preferentemente cerca del nucleo.

Actina

6
S
S 5 /I
3
e 4
3 3 ——FG
E —m—SGS3A
[} 2
T
3
s 11
%0

K 1h. 8 h. 24 h.
Tiempo de exposicién

Figura 19. Modificacién de la actina por exposicion a cadmio en
células FG y SGS/3A.
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Es conocido que las fibras de estrés forman una especie de surcos o
canales con una funcién celular enormemente importante: a través de ellos
se vehiculiza el trafico intracelular de vesiculas. Por tanto, La
desestructuracion de los filamentos de actina no sélo conlleva un cambio o
una pérdida parcial de la arquitectura celular y como consecuencia de ello
de su forma, sino que también puede influir en la alteracién del paso de

sefales desde la membrana al nucleo (39 — 61- 87 -120 -121 - 131).

V.1.2 Modificaciones de la proteina tubulina

Los estudios realizados en relacion a la tubulina mostraron pocas
modificaciones en la primera hora de exposicion al cadmio. So6lo después de
ocho horas de exposicidn, pudimos detectar un desensamblaje de esta
proteina en ambas lineas celulares, que se hizo mas evidente a las
veinticuatro horas, originado un colapso parcial de la trama microtubular de la
célula (Fig. 20).

Tubulina
c 5
'g 4 ——FG
S —B—SGS3A
T 3
£
o 2
©
g1
)
S0l m
K 1h. 8 h. 24 h.
Tiempo de exposicion

Figura 20. Modificacion de la tubulina por exposicion a cadmio en
células FG y SGS/3A.

99



Roberto Madeddu Discussion

La desestructuracion de los microtubulos por la alteracion de la tubulina
podria estar ligada a las modificaciones intracelulares de la concentracion de
iones Ca2+ y Mg2+. Este ultimo, el Ca2+, sabemos que esta directamente
relacionado con la polimerizacién de los microtubulos. En este sentido, entre
las acciones de cadmio se encuentra la capacidad de activar una proteina
asociada al citoesqueleto, la Calmodulina. Una vez activada, esta proteina es
capaz de unirse a proteinas especificamente sobre los lugares donde actua
el Ca2+. Esta unidén supondria un potente efecto inhibitorio sobre el
ensamblaje de la tubulina, provocando su despolimerizacion y explicando la
desestructuraciéon de los microtubulos que observamos en los fibroblastos

tanto normales como neoplasicos.

No obstante, las principales modificaciones fueron observadas en las
células neoplasicas, en donde aparecieron a menudo formas andmalas
caracteristicas con la presencia de apéndices puntiagudos que parecen

indicar grandes modificaciones en la membrana celular.

Por ultimo, si comparamos los efectos que el cadmio induce en la actina
y en la tubulina en ambos tipos de fibroblastos, podemos observar como las
alteraciones de los microtubulos siempre aparecen mas tardiamente (a partir
de las 8 h de exposicion es cuando se hacen evidentes) y, ademas, son
menos acentuadas que las detectadas en la actina. Este hecho, sugiere que
el cadmio actua preferentemente sobre los filamentos de actina o que los

microtubulos son menos sensibles a la accion del metal pesado.

V.1.3. Modificaciones de la proteina vimentina

La vimentina es, sin duda, la proteina que menos modificaciones sufre
en los fibroblastos, tanto normales como neoplasicos, por la accién del
cadmio. Es cierto que a lo largo de los diferentes tiempos de exposicion (1h,
8h y 24h), observamos alteraciones graduales de la estructuracion de la
densa trama de estos delicados y delgados filamentos. Sin embargo, incluso
después de mas prolongado tiempo de exposicion (24h), los filamentos de
vimentina mantienen hasta cierto punto su morfologia (Fig. 21).

100



Roberto Madeddu Discussion

Figura 21. Modificacidn de la vimentina por exposicion a cadmio en
células FG y SGS/3A.

A pesar de ello, la accidn del cadmio provoca una perdida de la
organizacion tridimensional de estos filamentos, observando a menudo la
presencia de haces gruesos que se alejan del nucleo y aparecen situados en

las zonas periféricas.

A diferencia de lo que ocurre con la tubulina, en la vimentina no son
evidentes grandes fendmenos de despolimerizacion. Esto puede ser atribuido
a la elevada estabilidad quimica de los filamentos intermedios (148). De
hecho, la despolimeracién de estos filamentos sélo puede conseguirse en
laboratorio mediante el uso de prolongadas extracciones con soluciones de

alto poder desnaturalizante.

Parece pues, que los filamentos intermedios, desde un punto de vista

morfolégico pero no funcional, son menos sensibles a la accion del cadmio
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que la actina y la tubulina. Estas dos ultimas proteinas parecen perder sus

caracteristicas propias por la accion del metal pesado.

V.2. ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO SOBRE LA POBLACION SARDA.
ANALISIS DE LA CONCENTRACION DEL CADMIO EN SANGRE

Los valores de referencia de las concentraciones de distintos elementos
toxicos determinados en la poblacion sana no expuesta profesionalmente,
constituyen un elemento clave de la Sanidad Publica. Estos estudios
permiten la identificacion y determinacion de los limites maximos de
exposicion a dicha sustancia que pueden ser permitidos sin incidencia en la
salud. Ademas son fundamentales para examinar situaciones especiales y
para poder prevenir enfermedades causadas por la presencia de elementos

téxicos o por la falta de elementos esenciales.

El crecimiento industrial y otras actividades humanas han llevado en los
ultimos 50 aflos a una contaminacion ambiental difusa. Hoy en dia la
exposicidon ambiental a elementos téxicos, y entre estos al cadmio, es sin
duda uno de los lo principales riesgos para la salud, no soélo para los
trabajadores de las zonas industriales sino también para la poblacion en
general. En contraposicion a esto, una considerable cantidad de elementos
beneficiosos o incluso esenciales en algunas formulaciones quimicas y en
determinadas concentraciones, pueden ser introducidos en el ambiente con

el objetivo de mejorar la salud de la poblacion.

Sin embargo, la evaluacion de tipo cualitativa o incluso cuantitativa de
la contaminacion ambiental por parte de algunos metales es muy dificil. La
introduccion de indicadores bioldgicos, animales o vegetales, en la
monitorizacion ambiental es una alternativa a la determinacion directa de
elementos en “trazas” en el medio ambiente (13 - 128 -129 - 155 - 156). Ya
que la exposicion de la poblacion humana a estas sustancias dafinas
presenta un considerable interés, una evaluacion efectuada sobre material
biolégico y en especial la sangre de origen humano, es sin duda de enorme
importancia. Los valores de cadmio en sangre (S-Cd) son un buen
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biomacador de la exposicion ambiental y cupacional al cadmio. El valor real
de referencia para el S-Cd puede ser definido como el rango de las
concentraciones de cadmio en sangre en individuos residentes en una
especifica area y con un estilo de vida definido en referencia a Ila
alimentacion, la bebida y el humo, de una edad y sexo definidos y que no
estan profesionalmente expuestos al metal. Asi, los valores bajos pueden
reflejar una exposicion semanal o mensual, mientras en sujetos con largo
tiempo de exposicidon o en los que han asimilado gran cantidad de cadmio, el
acumulo corporeo total (body burden) puede influenciar los niveles en

sangre.

Los elementos en “trazas” son parte integrante de los tejidos humanos,
donde ejercen su efecto benéfico o toxico, en base a la forma quimica y a la
concentracion. En concreto, la cantidad de cadmio ha crecido
dramaticamente en las ultimas décadas, en consecuencia de la progresiva
industrializacion y del consiguiente crecimiento econdémico. De ahi, la
importancia del conocimiento del papel biolégico y de los mecanismos a

través de los cuales el cadmio puede actuar (37 - 100).

Resulta de vital importancia la exacta determinacion de sus
concentraciones en los fluidos biolégicos y en los tejidos; ya que un
conocimiento detallado de las concentraciones del cadmio en el organismo
humano, en la poblacion y de los valores normales de referencia, es
indispensable para determinar los riesgos para la salud causados por su
exposiciéon ambiental (12 - 19 - 33 - 36 - 47). En este sentido, habra que tener
en cuenta los efectos segun las diferentes caracteristicas del territorio
(geologicas, geograficas y demograficas), y también el estilo de vida
(costumbres nutricionales, costumbre de fumar, actividad fisica, factores

sociales etc.) de las poblaciones (101).

Cuando se elige un bioindicador se debe tener en cuenta Ia
disponibilidad y las caracteristicas metabodlicas del material en el que se
determina; la sangre, la orina y a veces, los cabellos son de los mas
representativos (149). Estos materiales son muy utiles en la determinacion de

103



Roberto Madeddu Discussion

la exposicion crénica a elementos en trazas, ya que pueden aparecer en
ellos a partir de los tejidos en los que se depositan como hueso, rifon y grasa
(82).

El cadmio es, entre los metales pesados, uno de los elementos mas
representativos y toxicos que puede acumularse en tejidos. Es necesario
examinar las fuentes principales de contaminacion de Cadmio para el
hombre. Los cultivos de hortalizas son una debido a la contaminacion del
terreno, de las aguas de riego, de los barros residuales empleados como
fertilizantes y del uso indiscriminado de los pesticidas. También sera
necesario evaluar las fuentes principales de exposicion y las caracteristicas
toxicoloégicas del cadmio, sus efectos sobre la salud humana, las actuales
normas técnicas y de tutela de la salud para el control de sus niveles y las

metodologias analiticas para su determinacién (50 - 51 -52).

El cadmio posee una toxicidad parecida al Hg o al As y se difunde
mucho mas Pb. Los empleos industriales en los que aparece este metal son
numerosos y es probable que se incrementen en el futuro. Por consiguiente,
la presencia de cadmio podria aumentar en el agua, aire y suelo, lo que
probablemente conllevara incrementos de sus niveles en las plantas y en la
comida de origen animal. Dado que parece no existir ningun limite fisioldgico
para la acumulacion del cadmio en los vegetales, en los individuos no
expuestos profesionalmente, la via principal de adquision de este metal sera
la dieta (111 - 136).

Sabemos que los efectos de este elemento sobre la salud humana
pueden ser graves, incluso después de una exposicidon a bajos niveles sobre
todo si ésta en continua y prolongada en el tiempo. El desarrollo tecnoldgico
estd permitiendo que los limites de su deteccidbn progresivamente se
reduzcan. No obstante, son necesarios estudios mas completos sobre las
concentraciones de cadmio en todas las fuentes potenciales de exposicion
humana, para definir los limites de seguridad y adquirir un conocimiento
detallado de la biodisponibilidad, las especies quimicas y las estrategias de
monitorizacion mas eficaces. Estos datos serviran sin duda como solida base
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para llegar a unas conclusiones sobre los efectos fisioldgicos y/o dafinos del

cadmio.

Muchos trabajos de la literatura establecen una asociacidn entre
sustancias xenobidticas y patologias humanas. El cadmio es considerado
oncogeénico en el hombre. Los niveles de exposicidon en determinadas
categorias de trabajadores son bastante conocidos y también sus efectos
agudos. Pero, su empleo extensivo en el pasado y su uso que actual en
productos de procedencia extracomunitaria, suscita preocupacion en relacion
a la salud de la poblacion, sobre todo si se tiene en cuenta su larga vida

media en el organismo.

Nos parece especialmente util adquirir informacion sobre los niveles del
cadmio en la poblacion (35 - 48 - 67 - 99 - 108 - 137). Son numerosos los
trabajos de este tipo en poblaciones residentes en América, Asia y algunos
paises europeos (71 - 72). Hay datos de Alemania, Bélgica, Suiza,
Yugoslavia y del Norte de ltalia pero esto son escasos en las poblaciones
del centro de ltalia y zonas insulares como Cerdefa poco expuestas
profesionalmente al metal (18 - 19 - 3 - 4 - 5 - 6 - 45). En nuestro caso,
estudiamos inicialmente la zona Norte de Cerdena, lo que permitira tener una
referencia representativa de la poblacion general residente en el area desde
al menos quince afnos, en relacion a factores especificos de riesgo. Ademas
servira como estudio de referencia para analisis posteriores y ya en curso, en
algunos poligonos industriales de Cerdefa, donde presumiblemente los
valores de Cadmio podrian ser diferentes, y en poblacidn con afectaciones

neurologicas.

La determinacion de los valores de cadmio en sangre de la poblacién
del Norte de Cerdena (ltalia), que se caracterizd por no estar expuesta
profesionalmente al cadmio, nos ha permitido determinar los sujetos
presentan una exposicion ambiental al cadmio distribuida variablemente, con
unos valores absolutos que son notables mas bajos que los recogidos en
otros estudios de similares caracteristicas (3 - 6 - 33 - 112 - 122). De hecho,
pudimos detectar cadmio en sangre en casi todos los sujetos sometidos al
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estudio. Sin embargo, las concentraciones medias de cadmio en esta
poblacién (mediana 0.31), siempre se situaron por debajo de la
concentracion media detectada en otras regiones italianas y en otros paises

europeos (Bélgica, Suecia y Alemania) (45 - 67 - 108 - 137).

Nuestros resultados también difieren de los observados en otros
estudios como los realizados en Inglaterra y en naciones no europeas,
principalmente en, en los cuales los niveles de cadmio detectados siempre
fueron mucho mas elevados (8 -10 - 30 - 151 -153 - 157 -158). En concreto,
en un estudio realizado sobre mujeres japonesas no fumadoras, la media
geométrica (GM) de la concentracion de cadmio en sangre fue de 0.2 gr/l,
valores muy superiores a los nuestros y que pueden ser atribuidos a una
continua exposicion a este agente que se ingiere con la dieta, y en particular

con consumo de arroz altamente contaminado de Cadmio (97 -119).

Los niveles mas bajos de cadmio en sangre detectado en nuestro
estudio en relacibn a otros de similares caracteristicas, ha podido ser
confirmado mediante el analisis estadistico de tipo paramétrico. Asi, hemos
podido corroborar que los valores encontrados en nuestra poblacion (media
0.355 pg/l) son menores que la media presente en la mayor parte de las
poblaciones (rango desde 0.7 a 1.2 nug/l), incluyendo la detectada en otros
trabajos, como el realizado en la poblacién de Singapur, en la que los valores

sobre los grupos étnicos variaban desde 0.21 a 0.49 nugl/l.

Es conocido que las concentraciones de cadmio detectadas en una
poblacion pueden estar influenciadas por diversos factores entre los que se
encuentra la dieta, el humo, la edad, el sexo, la residencia, la ocupacién, etc
(65 — 67 -69 -99). En nuestro estudio, hemos utilizado criterios de exclusion
que nos han permitido asegurar la no inclusién en la poblacion analizada de
sujetos que por diferentes motivos, de trabajo o personales, hubiesen estado
expuestos al cadmio. Para identificar los remanentes determinados sobre las
concentraciones del Cadmio, hemos efectuado, como ya hemos comentado,

un analisis estadistico bien paramétrico o bien no-paramétrico.
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Nuestros datos han mostrado como uno de los principales factores que
condiciona los niveles de cadmio en sangre, el habito de fumar. Asi, las
determinaciones de cadmio en este grupo de poblacion (sujetos fumadores)
fue notablemnete mas alta (casi el doble) en relacion a los resultados
obtenidos en sujetos no fumadores. Los sujetos exfumadores vienen a
encontrarse en una posicion intermedia con niveles inferiores a los
fumadores, pero mayores que los de los no fumadores. En este sentido,
nuestros resultados coinciden y son apoyados por los observados en otros
estudios similares (26 - 45 - 152). No obstante, las diferencias encontradas
en nuestro estudio entre ambos grupos de poblacidon, son ciertamente
menores que las halladas en estos ultimos analisis citados, en los que se

describen diferencias de entre 2 a 5 veces.

Esta diferencia se hace mucho mas notable cuando comparamos
nuestros resultados con otros, como los obtenidos en Canada. El analisis de
la poblacién de Quebec arroja unos resultados sorpredentes, con niveles
extremadamente altos de cadmio en sujetos fumadores ya sean residentes
en la ciudad o en el campo. En este grupo de poblacidon se encontaron
niveles medios de cadmio hasta 14 veces mayores que los detectados en
no-fumadores. Ademas, mientras que los fumadores residentes en la ciudad
presentaban una concentracion media de cadmio de 46.1 ugr/l (respecto a
los 2.7 ng/l de los no-fumadores), los fumadores residentes en el campo
tenian una concentracion media de 40.0 ugr/l (respecto a los 2.7ug/l de los
no-fumadores). Estos datos indican la importancia de la zona de residencia
en cuanto a la determinacion de los niveles de cadmio en sangre (7 — 8 — 10
— 30). No obstante, los niveles de cadmio tan elevados en la poblacién de
Quebec no han sido satisfactoriamente explicados. Se ha sugerido que la
diferencia con otros estudios de similares caracteristicas podria encontarse
en el hecho de que los cigarros producidos en Canada contienen valores

muy elevados de cadmio respecto a los cigarros producidos en otros paises.

Sin embargo, los datos sobre los niveles de cadmio en la poblaciéon son

extremadamente variables. Un ejemplo significativo de esta diversidad es el
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estudio realizado en la India, en donde, en contraposicidon a los sorpredentes
resultados de Canada, se han encontrado valores similares entre la

poblacién fumadora y la no-fumadora.

Como ya hemos comentado, son muchos los factores que parecen
poder influir en los valores de cadmio detectados en la poblacion. Ademas
del habito de fumar (98 - 104), el sexo y la edad se han considerado dentro
de estos factores. No obstante, en nuestro estudio, ni la edad ni el sexo
parecen poseer un efecto signifiactivo sobre los valores de cadmio. En
algunos estudios como los realizados en Suecia parecen determinar unos
valores de cadmio mayors en la mujer no-fumadora que en los hombres. Sin

embargo, estudios similares en el Norte de Italia arrojan resultados opuestos.

A diferencia de lo que ocurre con el sexo y la edad, en nuestro estudio
si es significativo la variable que define el lugar de residencia de la poblacion.
El hecho de que la poblacion residente en el campo muestre valores mas
altos respecto alos habitantes de la ciudad, podria ser explicado porque las
ciudades y pueblos tomados en consideracion en el analsis, muestran una
bajisima contaminacidn ambiental y muchos son pueblos con pocos
habitantes. Por otra parte, deberia tenerse en cuenta la dieta de los
residentes en el campo en la que pueden aparecer alimentos tipicos del

lugar, de fabricacion propia 'y que podrian estar contaminados por el metal.

De hecho, el estudio de la dieta en nuestra poblacién se esta
desarrollando actualmente. Presumimos que el tipo de dieta y de los
diferentes factores nutricionales puedan interferir de forma bastante marcada
sobre las concentraciones de cadmio en nuestra poblacion. Esperamos
tener resultados en breve que permitiran decir con exactitud cuanto puede
llegar a influir esta dieta sobre nuestros resultados (49 - 97 — 119 - 14 -36 -
108).

Como vemos, los diferentes y a veces contradictorios resultados
encontrados en este tipo de estudios, hacen dificil llegar a unos datos
definitivos y concluyentes. Habiendo analizado, por ahora, solo la parte
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septentrional de la regidén, donde ya estudios de la poblaciéon animal habian
mostrado valores bajos de cadmio, seran necesarios analisis de la poblacion
central y meridional de la isla, para confirmar los datos sobre la poblacién

sarda.

Dentro de nuestro estudio, todavia algunas variables pueden ser
importantes: la dieta, objeto actual de estudio, las caracteristicas
ambientales, agrarias e industriales de la isla y por ultimo y no por ello menos
importante, el hecho de que la poblacion de Cerdeha tiene unas
caracteristicas genéticas muy peculiares, presentandose con una incidencia
elevada patologias del tipo de la diabetes, la esclerosis multiple y talasemia,
lo que ha llevado a realizar numerosos estudios en este sentido. Hasta
ahora lo que podemos decir es que, los niveles de la concentracion de
cadmio en la poblacion del Norte de Cerdefna, no expuesta profesionalmente
al cadmio, son, en sus valores absolutos, bastantes bajos con referencia a
otros paises europeos, mientras que los datos obtenidos en relacion a la
influencia de factors como el humo, la edad, el sexo y la residencia, entran
dentro de los resultados obtenidos en la mayor parte de los trabajos

cientificos de parecidos objetivos.

V.3. ESTUDIO SOBRE LAS DIFERENTAS RESPUESTAS A LA
INOCULACION DE CADMIO POR VIA INTRACEREBROVENTRICULAR.
ANALISIS DE LA PRESION SANGUINEA EN RATAS CON VALORES
NORMALES Y BAJOS DE CALICREINA URINARIA.

El cadmio se acumula fundamentalmente en la corteza renal causando
alteraciones funcionales y metabdlicas de las células epiteliares de los
tubulos glomerulares. No obstante, también se ha evidenciado su acumulo en

otros tejidos como higado y sistema nervioso central.

La presencia de cadmio en el organismo se ha relacionado con la
patogénesis de la hipertension arterial. Asi este metal pesado puede inducir
hipertension en ratas anestesiadas y no anestesiadas cuandoes administrado
por via oral, intraperitoneal (i.p.) y intracerebroventricular (i.c.v.). Parece que
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la via de administracion es muy importante. Mientras que administrado por
via periférica, parece no alcanzar dosis suficientes para inducir efectos sobre

la presion arterial, por viai.c.v. aumenta la presion sanguinea.

Los mecanismos responsables de esta accion son todavia
desconocidos. Entre las hipdtesis que intentan explicar los efectos
cardiovascurales del metal se encuentarn el aumento de retencion de sodio,
una accion vasoconstrictora directa, una interaccion con los canales del

calcio y una activacion del sistema nervioso simpatico.

Se ha podido obervar que la respuesta hipertensiva inducida por el
cadmio i.c.v. es precedida en muchos casos por tratamientos de antagonistas
del calcio. Esto hace suponer que dicho efecto puede estar relacionado con
la modulaciéon de los canales del calcio a nivel cerebral, aunque los
resultados no son concluyentes.De hecho, una gran absorcion de calcio
(Intake) puede proteger contra la absorcidén, el acumulo y toxicidad del
cadmio. Se sabe que el cadmio se liga al calcio ocupando los sitios de la
calmodulina. Este es un receptor intracelular que regula muchas actividades
y procesos celulares activando los enzimas calcio-calmodulina dependientes;
esto podria ser al menos, en parte, un punto de partida para explicar la

toxicidad del cadmio y de otros metales pesados (22 - 46 - 58).

Por otra parte, algunos estudios han demostrado que la inoculacion
i.c.v. del cadmio han llevado a una reduccion espontanea de la presion en
ratas hipertensas (SHR) y en cobayas. Esto podria ser explicado por el
hecho de que el cadmio puede sustituir al calcio en su unién a la
calmodulina cerebral y ésta, una vez activada por el cadmio, podria aumentar
la actividad de los enzimas que intervienen en la sintesis de dopamina. El
aumento de los niveles de dopamina a nivel cerebral seria responsable de la
hipotension provocada por el Cadmio i.c.v. Todavia no podemos explicar

estos dos efectos contrapuestos del cadmio i.c.v (141 - 142 -143).

En nuestro estudio determinamos los efectos hipertensivos de una
administracion aguda de cadmio por via i.v.c en una cepa de ratas con una

110



Roberto Madeddu Discussion

congénita baja secrecion urinaria de calicreina. Esta cepa (LKR) ha sido
producto de un stok seleccionado de ratas Wistar con bajos niveles urinarios
de calicreina. Inicialmente esta cepa desarroll6 valores presores del 15%
mas altos respecto a la cepa Wistar, pero con el tiempo, los valores se

acercaron a los de las ratas con niveles normales de calicreina (NKR).

La calicreina renal ha sido relaccionada con la heredabilidad de la
hipertension arteriosa: ésta rompe las moléculas de quininégeno con bajo
peso y determina la liberacion de los péptidos de quinina. Aunque ya en 1934
se observo una reduccion de la excrecion urinaria de calicreina en relacion a
la hipertensidn humana, estas observaciones han pasado desapercibidas
durante mas de cuarenta anos. Hoy sabemos que un fenotipo con bajos
niveles de calicreina urinaria puede ser un indicador de sensibilidad a las
sales en relacion a la la presion sanguinea humana. De hecho, ratas con
baja calicreina desarrollan un moderado aumento de los niveles de la presion
sanguinea cuando estan expuestas a altos niveles de sodio en la dieta diaria
(11-23-115).

Nos preguntamos por tanto, si el cadmio inoculado por via i.c.v. puede
aumentar la presion arterial de ratas LKR, que poseen caracteristicas
cuantitativas y cualitativas diferentes de las NKR. Visto que las
caracteristicas de la calicreina incluyen una proteccion y reparacion a nivel
renal, la excrecion de bajos niveles de calicreina puede modifica los efectos
del cadmio a nivel de la excrecién renal del sodio (31 - 32 - 114 -124 — 114 -
116).

Es conocido que el sistema calicreina-quinina influye sobre las
funciones cardiovasculares. En base a este hecho, hemos disenado una
experiencia con el objeto de analizar, en una cepa de ratas “inbred” con bajos
valores de excrecion de calicreina, las eventuales diferencias que, sobre la
presion sanguinea y sobre las excreciones de electrolitos, puede ejercer la
adminitracion de cadmio inoculado por via intracerebroventricular. En
contraposicidon a esta experiencia se han utilizado también las normales
Wistar.
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Nuestros resultados demuestran que la inoculacién de cadmio por via
intracerebroventricular provoca una respuesta hipertensiva. El aumento de la
presion sanguinea se pudo observar en las dos cepas, aunque la cepa LKR
mostré un aumento de presion mas prolongado que el observado en la cepa
NKR. En concreto, el aumento de la presion sanguinea en la cepa LKR se
mantuvo durante 2 horas mas que en la cepa NKR, tiempo suficiente
pudiesemos determinar como la presion se normalizaba y alcanzaba valores
basales en esta ultima (NKR). Ademas, después de un periodo de 24 horas
de la inyeccion del Cadmio, la presién sanguinea mostré un aumento del 10
%, lo que sin embargo fue observado en la cepa LKR a las horas de la
administracion del metal pesado. En cambio, en la cepa NKR la presion
sanguinea sufrio un aumento transitorio en el momento de la introduccién
del cadmio por via intracerebroventricular, pero volvié a sus valores basales

después de una hora permaneciendo sin modificarse después de 24 horas.

Estos resultados, es decir el hecho de que el Cadmio
intracerebroventricular pueda producir una hipertension aguda en la cepa de
las ratas LKR, confirma el dato de que este metal pesado puede interferir, a

través de un mecanismo central sobre la funcionalidad cardiovascular.

Ademas, los valores con los que se sabe que actuan los calcio-
antagonistas sugieren que el cadmio puede interferir con el paso
transmembrana del calcio al interior del encéfalo, hecho que sabemos que es

critico en el control de la presion sanguinea a nivel central.

Aunque es aceptado la implicaciéon de los canales del calcio en la
hipertension inducida por cadmio, nuestros resultados sugieren una
mecanismo mas complejo en la interrelacion de ambos sistemas. En efecto,
en las LKR hay un aumento de la actividad del sistema renina-angiotensina,
no compensada por el sistema vasodilatador de la quinina. Sabemos que los
AT1, receptores del subtipo 1 de la Angiotensina Il, median la mayor parte de
los efectos biolégicos de esta molécula a través de varios sistemas de
traduccién de la senal, como la activaciéon de la fosfolipasa C y A2, la
inhibicion de la adenilato ciclasa y la apertura de los canales de calcio. Es
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posible que, en este caso, la apertura de los canales de calcio represente el
sistema de traduccion de la sefal, determinado por una estimulacién del AT1.
Esto podria explicar, al menos en parte, la aumentada sensibilidad, en esta

cepa, a la subida de la presion sanguinea.

Por otra parte, los diferentes efectos que induce el cadmio suministrado
por via intracerebroventricular en las ratas LKR, pueden estar relacionados
con el diferente estado hemodinamica en el que se encuentran los animales
de experimentacion. Debemos tener en cuenta que la presencia de una
hiperfiltracion glomerular, una reducida excrecién de sodio, una polidipsia y
una poliuria con una posible disfuncion central sobre el control de la sed, son

todas caracteristicas fenotipicas de las ratas LKR.

El hecho de que en las ratas LKR esté presente la poliuria a pesar de
que el mecanismo de concentracion urinaria se mantenga intacto, podria ser
debido a una aumentada actividad del sistema renina-angiotensina; de esta
forma la Angiotensina Il cerebral provocaria un aumento del estimulo de la
sed, la liberacién de ADH y de la excrecion a nivel renal de sodio. Por tanto,
se puede sugerir que los diferentes efectos del cadmio no son sélo datos de
una consecuencia directa del antagonismo a nivel del receptor entre el metal
y el calcio, si no que seguramente son el resultado de un mecanismo mas

complejo.

Finalmente, cuando las experiencias se llevaron acabo en los grupos de
ratas NKR y LKR tratados solo con solucion salina, no pudimos demostrar
ninguna modificacion de los parametros renales. Sélo se pudo detectar una
escasa escasa excrecion del potasio en las ratas LKR, que en este momento
no podemos explicar. Ademas en las ratas, sea LKR que NKR, sometidas
solamente al proceso quirurgico, no se observaron cambios ni en la presion

sanguinea ni en la excrecidn de los electrolitos.

Seran necesarios, por tanto, futuros estudios para aclarar y comprender

mejor los efectos del cadmio sobre la presion sanguinea. Nuestro trabajo
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refuerza la importancia de los factores ambientales en los cambios de los

valores de presidon en un contexto de causa no heredable.

V.4. NUEVAS PERSPECTIVAS DE LA INVESTIGACION SOBRE
CADMIO. ESTUDIO SOBRE ALGUNAS PATOLOGIAS NEUROLOGICAS
(EM, ELA, ALZHEIMER) DESDE UN PUNTO DE VISTA CUANTITATIVO Y
CUALITATIVO

Aunque no forma parte de los objetivos del presente trabajo de
investigacion, si queremos hacer mencién de los proximos pasos que nos
planteamos como continuacién de esta linea de investigacion relacionada

con los efectos toxicos del cadmio.

Las enfermedades neuroldégicas generalmente estan  bien
caracterizadas desde un punto de vista médico y patologico, aunque en
algunas no se conozca aun su etiologia. Por tanto, la obtencidén de base de
datos y registros es indispensable para estudios etioldégicos de tipo
retrospectivo o longitudinal (154). Este ultimo es preferiblemente usado para
trastornos no lineales como la esclerosis multiple (EM) mientras que los
estudios de tipo de cortes puede garantizar la homogeneidad en
enfermedades de curso previsible como la enfermedad de Alzheimer (AD) y

la esclerosis lateral amiotréfica (ELA).

Con respecto a la EM, en Cerdefia, han sido creadas bases de datos
(1995) debido a la alta incidencia de esta enfermedad, comparable so6lo con
algunas regiones de Escocia y cuyas causas pueden estar relacionadas con
los nuevos acontecimientos ambientales en el contexto de un antiguo

“background” genético.

La AD es el tipo mas frecuente de demencia en la poblacion italiana
anciana. No hay por el momento datos epidemiolégicos en Cerdefia. Su
etiologia es desconocida aunque se ha postulado la relacion con alelos

polimorfos del "locus apo-y" en varios grupos étnicos, incluidos los sardos.
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Estudios epidemioldgicos sobre la ELA sugieren que los factores
exdgenos desempefian un papel relevante a pesar de los errores
diagnosticos que todavia aparecen relevantes. En Cerdefa, la incidencia
media de la ELA no presenta variaciones en el periodo 1971-90 aunque su

distribucion ha resultado heterogénea.

Las tres enfermedades nombradas (EM, AD, ELA) son fisiopatologica y
clinicamente diferentes, pero todas resultan epidemiolégicamente iguales
cuando se relacionan con la exposicidn a los metales pesados, observacion
que también ha podido ser confirmada por datos de laboratorio (15 - 17 - 81 -
96).

En el caso del EM, evidencias epidemiolégicas indican que la
preocupante "explosién" ocurrida en Ohio (EE.UU.) durante el periodo 1982-
85 (40 casos) esta en relacion con un exceso de concentracion de residuos
de metales pesados y especialmente de cadmio en las aguas. Otro pequefio
"cluster" ha sido observado en lllinois (EE.UU.) alrededor de una zona de

tratamiento de metales pesados.

En el caso de la ELA es sabido que ratones de experimentacion
expuestos al cadmio desarrollan una neuropatia periférica (132) y que esta
enfermedad esta asociada a la exposicion prolongada al Cadmio en los
trabajadores que producen baterias de Cd/Zn. Algunos sugieren que el
Cadmio altera la barrera hematoencefalica (BHE) y reduce los niveles del

Cu/Zn superoxido-dismutasa.

Por otra parte, altos niveles de metalotioneina (MT), senal de exposicion
a los metales pesados (25), se encuentran comunmente en los cerebros de
pacientes fallecidos por ELA. De la misma manera que para la EM, hay
evidencias en algunos trabajos cientificos acerca del posible papel del humo
de los cigarrillos (y tal vez de la presencia de cadmio), como factor de riesgo

de la ELA. No obstante estos datos no han sido confirmados.

115



Roberto Madeddu Discussion

Concentraciones altas de cadmio y zinc, han sido observadas, usando
espectrofotometria de masa, en cerebros de individuos con involucién senil
cerebral (SICC) y con AD. Al igual que para la EM, el Zinc se reduce
significativamente en los pacientes con AD. Los niveles de cadmio tienen una
correlacion inversa a la alteracion neurofibrilar (presencia de “enredos”

neurofibrilares) en tejido de sistema nervioso central (59 — 77 — 123).

Algunos estudios evidencian que en el liquido cerebroespinal (liquido
cefalorraquideo) de pacientes AD se hallan niveles reducidos de cadmio y
aumentados niveles de cobre. La asociacion de EM, ELA y AD con la
presencia de metales pesados, y en particular con el cadmio, a nivel
plasmatico-licuoral, su papel fisiopatolégico y las posibles medidas
preventivas, estan lejos de ser comprendidos. Hay pues una mayor exigencia
de informaciones mas amplias y detalladas en relacion a  estudios
focalizados y, por tanto, deberia ser prioritario investigar sobre regiones
como Cerdefna que, siendo heterogénea desde un punto de vista ambiental,

es homogénea y peculiar desde un punto de vista genético.

Debido a todos los hechos expuestos anteriormente, nos planteamos
como un subproyecto dentro de esta linea de investigacion, identificar los
factores etioldgicos y moduladores de la presencia de metales pesados, y en
particular del cadmio, en las enfermedades ya descritas. En este sentido, el
curso temporal y la severidad de las enfermedades seran analizados en el
contexto de dos variables principales: la presencia del cadmio en los liquidos
biolégicos en relacion al entorno y el fondo inmunoldgico y genético de la

poblacion sarda estudiada.

Es sabido que, mientras que AD y ELA mantienen un curso clinico
temporalmente lineal, la EM presenta un curso imprevisible (reincidente,
progresivo o ambos; de formas benignas a formas muy severas). Se puede
especular que mientras que la acumulacion de cadmio y otros metales
pesados puede tener un efecto directo sobre la progresién clinica del AD y
ELA, esta no influye en los aspectos de la actividad intermitente tipica del
EM. Sin embargo, el efecto asociado al cadmio si puede ser relacionado con
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la progresion clinica del EM en sus componentes no-inflamatorios en "sensu
stricto." (123 - 150).

Podemos adelantar algunos de los aspectos de esta nueva

investigacion.

En primer lugar, ya se ha empezado a efectuar estudios de poblacion y
estudios caso-control comparando las tasas de enfermedad en las
diferentes areas de estudio, rurales y urbanas, que difieren por background
ambiental, socio-sanitario y genético. Dado que se ha afirmado que el
Cadmio posee parecidos efectos a los desarrollados por los estrogenos en
los tejidos corpéreos (76) y, siendo los estrégenos variablemente asociados
con AD (efectos protectores) y con la EM (efectos dafinos), pensamos que el
estudio presenta y puede aportar muchos datos relevantes. El area de
estudio incluye el Norte de Cerdena con una poblacion de unos 454.000
habitantes. El flujo migratorio es moderado, sobre todo desde otras zonas de
la isla, y la composicion étnica del area es estable estando compuesta en

gran parte por nativos.

En segundo lugar, y para garantizar la uniformidad de la comprobacion
neurologica, se ha decidido basarse en criterios diagnodsticos universalmente
aceptados.

*La EM viene definida en base a los criterios de McDonald basados en
la historia clinica, examen clinico, MRI y analisis de liquido cefalorraquideo.

*Para el diagnostico de la AD, aunque los pacientes sean considerados
probablemente afectados por AD, se estan utilizando las lineas guia
NINCDS-ADRDA Work Group.

*La ELA es un sindrome peculiar que afecta a la primera y la segunda
neurona de la via motora. No existen pruebas hematicas especificas, y el
diagnodstico se basa en la historia, el examen clinico y las pruebas

neurofisiolégicas, o sea los criterios diagndsticos modificados de El Escorial.

En tercer lugar, ha sido preparado “ad hoc” un protocolo para rellenar
por cada sujeto junto a la extraccion de material biolégico, sangre total,
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plasma y, cuando es posible, liquido cerebroespinal. El protocolo incluye los
siguientes cuestionarios:

-cuestionario abreviado para informaciones genealogicas, geograficas,
sociales y laborales del donante.

-cuestionario dedicado a la individuacion de casos multiples por las
enfermedades de interés en la misma familia

-moédulo de consentimiento informado del donante.

En cuarto y ultimo lugar, una vez conseguido el consentimiento se
efectua la extraccion (unos 30 ml por donante) con material certificado para
evitar contaminaciones por metales y guardado con EDTA, el plasma sera
filtrado para evitar contaminaciones celulares y los linfomonocitos separados
por un gradiente de Ficoll. La mitad de los linfomonocitos sera utilizada para
extraccion del ADN y la otra guardada en nitrogeno liquido para eventuales
pruebas funcionales. Las alicuotas de ADN, sangre total y plasma seran

conservadas en congelador a -80° hasta el momento del analisis.

Se han planeado los siguientes estudios: 1) caso-control, comparacion
entre individuos enfermos y sanos con respecto a la exposicion al cadmio y a
la presencia de este metal en la poblacion de referencia en distintas
situaciones geograficas; 2) estudio de seguimiento, es decir muestras de
poblacion aun no afectada pero seleccionada en base a su exposicion al
cadmio; 3) estudios ecoldgicos a través de la comparaciéon de las diferentes
tasas de enfermedades en areas distintas (rurales, urbanas, etc.) del Norte

de Cerdena.

Actualmente, junto a la recoleccién de las muestras, se esta empezando
a analizar, a través de la espectrofotometria de absorcion atomica, la
concentracion del cadmio en la sangre total, en el plasma, en las células
mononucleadas periféricas y, si es posible, en el liquido cerebroespinal. Los
datos seran comparados con los resultados que llegaran de un estudio
representativo sobre la poblacion general del Norte de Cerdena. Las posibles

diferencias seran analizadas para la significatividad estadistica.
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Ademas, se esta empezando a estudiar en laboratorio el plasma, las
células mononucleadas periféricas y las muestras de liquido cefalorraquideo
en relacion a variables biolégicas correlacionadas con la presencia del
Cadmio. En la gama de pruebas disponibles, se han elegido, aquellos con la
correlacion mas evidente con las enfermedades neurologicas objeto de
estudio:

-Apoptosis (24 - 34 - 88 - 91-92-93 - 125).

-Citoquinas y receptores (IFNgamma, Tn-alfa, TGFbeta1, IL-1, -2, -4, -6,
-10)

-Niveles de estrogenos y otras hormonas esteroideas (56).

-Metaloproteinas y sus inhibidores (MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2) (16 —
78 -112).

119






VI. CONCLUSIONES






Roberto Madeddu Conclusiones

1. El cadmio induce drasticas modificaciones en la morfologia celular de los
fibroblastos normales (FG) y neoplasicos (SGS/3A). Dichas
modificaciones son graduales, evolucionando desde la morfologia
fusiforme normal hacia formas irregulares, estrelladas, con marcadas
prolongaciones citoplasmaticas y en ultimo termino hacia una morfologia

globosa.

2. La accion del cadmio sobre la morfologia de los fibroblastos normales y
neoplasicos es dependiente del tiempo de exposicion. Se inician en
primera hora de la incubacion y alcanzan su maxima expresion a las 24

horas.

3. El cadmio induce una desestructuracion del citoesqueleto tanto en
fibroblastos normales como neoplasicos, afectando a la organizacion de

los filamentos de actina, tubulina y vimentina.

4. Los filamentos de actina son las estructuras del citoesqueleto celular que
sufre la mayor y mas temprana desestructuracion por la accion del
cadmio. Su progresiva desaparicion se produce en ambas lineas
celulares si bien, esta se produce mas tardiamente y de forma mas

marcada en las células SGS/3A.

5. Los cambios inducidos por el cadmio en la organizacion de la tubulina son
menores que los de la actina, aparecen mas tardiamente (sélo a partir de
las 8 horas de exposicion) y se producen preferentemente en los

fibroblastos neoplasicos.

6. La vimentina es, sin duda, la proteina que menos modificaciones sufre por
la accién del cadmio en ambas lineas celulares, manteniendo hasta cierto
punto su morfologia incluso después del periodo mas largo de exposicion
(24 horas).
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7. La media de los valores de cadmio en sangre de la poblacién sarda del
Norte de Cerdena fue de 0.355 ug/l, siendo menor que la detectada en

otras regiones italianas y en otros paises europeos.

8. Los valores de cadmio en sangre en la poblacion analizada presenta una
relacion estadisticamente significativa con el habito de fumar y con el
lugar de residencia. Sin embargo no se correlacionan ni con la edad ni

con el sexo.

9. El cadmio administrado por via intracerebroventricular provoca un
aumento de la presidon arterial en ratas. Este aumento fue
significativamente mayor en la cepa NKR con baja excrecion de
calicreina, que en la cepa NKR usada como control y con excrecion

normal de calicreina.
10. La accién del cadmio administrado por via intracerebroventricular sobre

la presion arterial sugiere que este metal pesado puede interferir, a través

de un mecanismo central, sobre la funcionalidad cardiovascular.
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