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OBJETIVOS

Los efectos tóxicos de ios metaies sobre ios organismos
vivos han sido considerados como un probiema para 1a saiud de
1as personas expuestas a ios mismos por razones iaboraies y
también para 1a pobiación en genera], especiaimente si reside
en áreas industriaiizadas, aunque muchoscontaminantes preexií
ten en e] medio naturaimente debido a determinados tipos de
sueios, aguas y aiimentos. Este problema se ha visto agudizado
por e] gran desarroiio tecnoiógico que ha desencadenado e] uso
masivo de dichos metaies, no sóio desde e] punto de vista cuan
titativo, sino también por 1a creciente incorporación a ios
procesos de eiementos que en cierto modo no se consideraban
riesgosos para 1a saiud debido a su escasa incidencia.

Ciertos metaies y sus compuestos, cuando actúan como
contaminantes de] medio ambiente y son absorbidos por e] orga­
nismo vivo pueden comportarse como agentes etioiógicos de en ­
fermedades profesionaies o de intoxicaciones crónicas (con plg
mo, mercurio, bismuto, cadmio, manganeso, beriiio, bario, etc).

Uno de ios medios fundamentaies para Iograr ios objeti­
vos de ios programas de higiene ambienta] es 1a identificación
de 1as condiciones de] medio y de ios cambios bioiógicos que
anuncian ias primeras fases dei deterioro de 1a salud. Comono
siempre se dispone de métodos técnicos para esa identificación,
y no siempre se apiican medidas preventivas, sigue siendo necg
saria 1a detección precoz de] deterioro de 1a saiud.

Las modificaciones de los parámetros bioquímicos medi ­
dos en diversos medios bioïógicos figuran con frecuencia entre
105 indicadores más sensibies de ias aïteraciones precoces de
1a sa1ud debidas a 1a presencia de agentes nocivos en e] medio
de trabajo. Esas modificaciones representan una reacción a 1a
exposición a] agente nocivo y, en ciertos casos, pueden indi ­
car un verdadero efecto sobre 1a salud. En otros casos pueden
indicar simpiemente 1a existencia de mecanismos homeostáticos
y compensatorios que son reversibies. Pueden también ser e] e­
fecto de lesiones ceiulares menores pero que no ilegan a alte­
rar 1a sa1ud porque e] proceso.de regeneración es suficiente
para corregirïas. Es por 10 tanto esencia] proceder a una eva­



luación cuantitativa de los parámetros bioquímicos y al estable
cimiento de las relaciones dosis-efecto y dosis-respuesta.

Los progresos en el conocimiento de los caminos metabóli
cos y de las técnicas de análisis han permitido identificar y
medir numerosos parámetros bioquímicos que antes no se conocian.
Muchosde ellos sólo sirven todavia para la investigación, unos
porque exigen un material complejo y otros porque aún se desco­
noce el'significado de las modificaciones observadas. Por eso,
cuando se trata de seleccionar parámetros bioquímicos especifi­
cos, un criterio importante es su valor predictivo en lo que se
refiere a la exposición y a'la alteración inminente o existente
de la salud. Son raros los parámetros cuyo valor predictivo se
ha comprobado; algunos sólo son visibles cuando se utilizan en
estudios epidemiológicos.

Comolas células y los tejidos sólo pueden aportar un ng
mero limitado de respuestas a una gran variedad de agresiones,
las modificaciones observadas son con frecuencia no especificas
A veces, la naturaleza cuantitativa del cambio, proporciona una
especificidad algo mayor, pero en la mayoria de los casos será
indispensable disponer de un medio independiente que permita
probar la exposición a un agente particular para confirmar la
relación de causa a efecto.

Refiriéndonos a los metales, el plomo tiene uso masivo y
provoca una intoxicación conocida con el nombre de saturnismo.
Comoel plomo ejerce un efecto característico en el camino bio­
sintético del hemo, se producen modificaciones de actividades
enzimáticas, y alteraciones en la concentración en sangre o en
orina de ciertos precursores. Antes que se presenten sintomas
de intoxicación, se observan cambios precoces reversibles de
dichos parámetros de laboratorio. Aunque no se trata de paráme­
tros especificos, son útiles para el estudio de grupos de obre­
ros. En los casos de intoxicación crónica esos parámetros son
indicadores cuantitativos de respuesta. Las determinaciones de
plomo en sangre y plomo en orina se consideran también indicado
res cuantitativos de la exposición.

Se sabe que otros metales también producen alteraciones
en el camino biosintético del hemo.



E1 cadmio tiene a] presente una utiiización industria]
cada vez mayor, y su presencia en e] medio ambiente ocasiona e
fectos tóxicos sobre 10s organismos expuestos.

E1 cadmio es un subproducto de 1a fabricación de] zinc
o piomo. Industrialmente se usa en a1eaciones, en pigmentos y
en 10s reactores nucïeares como absorbedor de neutrOnes. La fa
bricación de soidadura para aïuminio, amaïgamas dentaïes, 1am­
paras incandescentes, bombas de humo, munición de armas de ba­
jo caiibre y baterias, ofrece oportunidades adicionaies para
1a exposición industria]. E1 cadmio de ios efiuentes industria
ies, asi como e] de ias emisiones de 10s vehiculos a motor,
contribuye a 1a contaminación de] aire. Las concentraciones e­
1evadas en e] agua de bebida pueden deberse a pérdidas de cad­
mio de ias cañerías o a contaminación industria].

E] cadmio forma biocompïejos en e] organismo, que son
causa de su proïongado tiempo de residencia en e] mismo y que
io hacen un tóxico acumuiativo. E1 meta] se deposita principal
mente en riñón y en higado.

La exposición durante un tiempo proiongado a] cadmio ha
estado reiacionada con e] desarroiio de varios sintomas y sig­
nos: insuficiencia respiratoria, trastornos renaies, osteomaia
cia, anemia, anosmia y coioración amari11a de ios dientes.
Existe una seria preocupación acerca dei ro] potencia] de] cad
mio en e] desarroiio de enfermedades cardiovascuiares y en par
ticuïar de 1a hipertensión. Aigunos estudios también han suge­
rido que e] cadmio podria ser carcinogénico.

Si bien e] contro] de 1a concentración de meta] en fïui
dos bioiógicos se considera en generai un parámetro especifico
de 1a intoxicación por cada meta], no hay datos que demuestren
que 1a concentración de cadmio en sangre se pueda usar para es
timar los nive1es de cadmio en ios órganos de seres humanos.
No existe todavia un nive] umbra] en sangre que tenga vaior pa
ra e] contro] de Ios obreros o de pobiaciones expuestas a1 cad
mio en Ios a1imentos o en e1 aire ambienta].

Diversas investigaciones indican que en grupos de indi­
viduos expuestos a concentraciones no demasiado eievadas de



cadmio y que tienen una función renal normal, puede existir una
relación entre el cadmio total retenido en el cuerpo y la excrg
ción urinaria. Debido a la existencia de una gran dispersión,
el valor predictivo es bajo para casos aislados. Durante la ex­
posición en ambientes laborales, las relaciones entre cadmio re
tenido y excreción urinaria pueden ser variables, debido espe­
cialmente a lesiones renales asociadas.

A pesar de que es cuantiosa la información existente a ­
cerca del cadmio y sus efectos, aún no se sabe cual es su meca­
nismo de acción y es todavia más escaso el conocimiento acerca
de su acción sobre el metabolismo de las porfirinas; sin embar­
go, en virtud de sus propiedades deberia poseer efectos signifl
cativos sobre ese camino metabólico.

De alli que se considere importante determinar los efec­
tos del cadmio sobre el metabolismo de las porfirinas, asi como
intentar establecer alguna correlación entre el aumentoo dismi
nución de alguna actividad enzimática, o de la excreción de al­
gún metabolito y las concentraciones de cadmio acumuladas en los
distintos órganos. Tambiénseria interesante esclarecer el o los
mecanismos por los cuales se producen dichas alteraciones.

Para poder cumplir con los objetivos propuestos se nece­
sita un conocimiento profundo no sólo acerca de la toxicologia
del cadmio sino muy especialmente de la dinámica de su absor ­
ción, distribución, y excreción. Interesa conocer las caracteris
ticas de los cadmio-complejos biosintetizados por el organismo,
su estabilidad y su toxicidad. Además, es importante tener en
cuenta que los elementos tóxicos interaccionan muchas veces con
los esenciales, pudiendo la presencia de cantidades adecuadas
de estos últimos en la dieta contribuir en algunos casos a la
protección del hombre y de los animales a los efectos de bajos
niveles de metales tóxicos: Algo análogo ocurre en relación con
las vitaminas. Por ello la administración de dosis controladas
de ciertos elementos esenciales y/o vitaminas paralelamente al
cadmio, podria atenuar la toxicidad del tóxico, y de los estu ­
dios dosis-efecto sobre enzimas de la biosintesis del hemopo ­
dria surgir un mayor conocimiento acerca del mecanismo de acción
del cadmio sobre la biosintesis de estos pigmentos vitales.



E110constituiría una contribución a1 terreno todavia
poco explorado de] conocimiento de pqrámetros bioquímicos úti­
1es para 1a detección precoz de] deterioro de 1a saïud por con
taminantes menosdifundidos pero de uti1izaci6n creciente.
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I. EL CADMIO

I.1 GENERALIDADES

Los metaies constituyen una fracción importante de 1a
biosfera y parece probabie que durante e] proceso de 1a evoiu
ción que dió origen a ios mamíferos haya prevaïecido 1a compg
sición metáiica de 1a corteza terrestre. Asi surgió e] hombre
comoun ser heterotrófico que requiere tanto nutrientes orgá­
nicos como inorgánicos para sus procesos vitaïes.

E1 piomo, e] mercurio, e] cadmio y otros metaies pesa ­
dos, son eïementos no esenciaies que resuitan tóxicos a bajos
niveies, por lo cua] constituyen un probiema para 1a salud de
las personas expuestas a ios mismos por razones 1abora1es,
asi como para 1a pobiación en genera].

E1 cadmio y e] zinc pertenecen a 1a misma "famiiia“ de
metaies. E1 cadmio se obtiene como subproducto de 1a produc ­
ción de] zinc, pero también tiene muchas ap1icaciones indus ­
triales, entre ias cuaïes podemosmencionar e] gaivanizado de
metaies y a1eaciones, fabricación de pigmentos, baterias, es­
tabiïizantes para piásticos y coiectores de energia soiar
(Environmentaï Science and Technoiogy, 1977).

Ei cadmio es y seguirá siendo importante para 1a econo­
mia tecnoiógica mundia] (Environ. Sci. and Techno]., 1977).

Desde hace mucho tiempo atrás se reconoce que e] cadmio
es un e1emento muy tóxico para ios seres vivos. Sin embargo,
es de reciente data una seria preocupación por sus posibies
efectos a largo p1azo sobre 1a saiud humana. Esto se debe a
su creciente consumoy a su consiguiente dispersión en e] am­
biente, pero en especia], debido a 1a aparición a fines-de 1a
década de] 40 y a comienzos de 1a de] 50 de 1a enfermedad de
Itai¿itai en 1a Bahia de Toyama, Japón. Esta enfermedad se
producía en mujeres de más de cincuenta años de vida, que ha­
bian tenido varios embarazos. Se caracterizaba por d010res
1umbares y de 1as piernas, deformaciones de] esqueieto, sus­
ceptibiiidad a müitipies fracturas después de 1igero esfuerzo
fisico y desde dificuitades a1 caminar hasta parálisis (Beïi­
ies, 1975). Eran también caracteristicas de dicha doiencia
proteinuria, enzimuria, giucosuria, aminoaciduria, hiperca1ci



uria, hipouricemia, hipercreatinemia e hipocloremia (Nogawa,
1978). Se demostro que e] cadmio de una fundición, ubicada a­
guas arriba de ia bahia era e] causante de la enfermedad (Beii
1es, 1975). E1 cadmio era transportado por e] agua y concentra
do en ios arrozaies a niveïes bastante aïtos (Fïeischer, Saro­
fim, Fassett, Hammond,Schackiette, Nisbet y Epstein, 1974).
Se ha estimado que 1a ingesta diaria promedio de cadmio en e]
área endémica estaba entre 10s 500 y 800 ug/dia, mientras que
1a ingesta de] meta] fuera de] área era de 30-50 ug/dia (Fuku­
shima, 1973; Kjeistróm, Shiroishi y Evrin, 1977).

Pero 1a enfermedad de Itai-itai representa sóio una de
ias facetas de 1a intoxicación con cadmio, que puede ocasionar
sintomas muy diversos, ios cuaies dependen de una mu1tip1ici­
dad de factores.

Las principaies manifestaciones de 1a intoxicación aguda
observadas en e] hombreson trastornos gastrointestinaies des­
pués de 1a ingestión y neumonitis quimica después de 1a inhaïa
ción de vapor de óxido de cadmio. En anima1es se han observado
también efectos tóxicos en otros órganos (sistema cardiovascu­
1ar, riñón, higado, sistema hematopoyético, páncreas, sistema
inmunoïógico, aparato reproductor).

Varios signos y sintomas se han relacionado en particu­
1ar con 1a exposición humana a 1argo p1azo: insuficiencia res­
piratoria, trastornos rena1es, osteomaiacia, anemia, anosmiay
coioración amariiia de Ios dientes. También se puede inducir
en ratas hipertensión por administración de cadmio durante 1a:
gos periodos. Estas üitimas observaciones han dado 1ugar a una
gran preocupación debido a que e] cadmio podria ser un causan­
te potencia] de enfermedades cardiovascuTares y de hiperten­
sión en e] hombre. Aigunos estudios también indican que e] cad
mio podria ser carcinogénico (IARC, 1973, 1976).

Actua1mente se tratan de adoptar mayores medidas de segu
ridad con e] objeto de disminuir 105 riesgos que ocasi0na e]
uso de] cadmio.

Se reaïizan también esfuerzos para entender mejor su com
piicado mecanismo de acción en ei organismo, para encontrar
formas adecuadas de evaiuar 1a saiud de ios individuos expues­
tos a dicho meta] y para ha11ar tratamientos adecuados para



prevenir o neutrah‘zaf‘ su toxicidad.



I.2 FUENTES DE CADMIO EN LA CORTEZA TERRESTRE

Se estima que 1a concentración de] cadmio en 1a corteza
terrestre es de 0,15 ppm.

E1 cadmio es un e1ement0 que se acumula naturaTmente en
los depósitos de su1furos, donde acompaña a1 zinc y a] mercu­
rio, y en mucho menor grado, a1 p10mo y a1 cobre. En Tos mis­
mos se encuentra como CdS, CdSe, CdO, CdCO3, (Hg, Cd)S con
11,7% de Cd. E1 compuesto más común es e] CdS. Casi todo e]

cadmio acompaña como e1emento menor a Tos su1furos de otros e
Tementos especiaïmente a Tos de zinc, en aTgunos de Tos cua­
1es 11ega a estar en una proporción de Si, aunque otros con­
tienen en promedio 0,3% de cadmio. E1 PbS 11ega a tener 5.000
ppm de cadmio, aunque en dicho minera] se ha informado un con
tenido medio de 10 ppm.

La concentración de cadmio es baja en todas Tas rocas
igneas y su contenido en ias mismas no está asociado con nin­
gün e1emento mayor ni con e] zinc, variando mucho 1a re1ación
Cd/Zn en todos Tos tipos de rocas igneas. Se encuentran mayo­
res concentraciones de cadmio en esquistos (especiaïmente en
Tos ricos en materia orgánica), sedimentos oceánicos y Tacus­
tres, fosforitas y nódu105 oceánicos de manganeso (F1eischer
et a1., 1974).

Toda 1a producción mundia] de cadmio proviene de Tos
squuros de zinc, p10moy cobre de Tos cua1es se recupera co­
mo un subproducto.



I.3 USOS DEL CADMIO

A pesar de que el cadmio es un subproducto tiene muchas
aplicaciones. La producción mundial de cadmio en los últimos
años ha oscilado entre 11.000-14.000 toneladas métricas por
año.

Los cuatro mayores consumidores de cadmio son los Esta­
dos Unidos, Alemania Occidental, Gran Bretaña y Japón.

El principal uso del cadmio que alcanza el 35% es en el
galvanizado (depósito electrolitico de cadmio sobre la super­
ficie de acero, hierro, cobre, bronce y otros metales y alea­
ciones para protegerlos de la corrosión), seguido por la pro­
ducción de pigmentos (23%), como el amarillo de sulfuro de
cadmio. Otros usos incluyen estabilizantes para cloruro de pg
livinilo (PVC)(alrededor del 16%)y baterias de níquel-cad­
mio (13%). Sin embargo estos porcentajes están sujetos a modi
ficaciones, pues por ejemplo la fabricación de baterias es un
rubro en creciente actividad. Un uso nuevo del cadmio lo cons
tituyen los colectores de energia solar, que podrian llegar a
consumir en el futuro un 50% del metal. Por su capacidad de
absorber neutrones el cadmio también se enplea en las barras
de control de algunos reactores nucleares (Environ. Sci. and
Technol., 1977).



1.4 FUENTES DE DISPERSION DEL CADMIO EN LA BIOSFERA

Ni bien e] hombre empezó a producir metaies, empezó a
contaminar e] ambiente con cadmio, ya que éste constituye una
impureza norma] de] zinc, cobre y piomo.

Durante este sigïo e] cadmio y sus compuestos han sido
empieados en forma creciente por 1as industrias, con e] consi
guiente aumento de 1a contaminación ambienta]. E1 cadmio pue­
de ser emitido a 1a atmósfera por 1as fundiciones, y por ias
industrias que 10 usan para 1a fabricación de acumuïadores,
a1eaciones, pinturas y pïásticos. Tambiéncontribuyen 1a inci
neración de residuos y e] tratamiento de chatarra. Otra fuen­
te es 1a contaminación de] sueïo con fertiiizantes obtenidos
con residuos provenientes de plantas de tratamiento de aguas.

Una parte de] cadmio de] aire es inha1ada por ios seres
humanos y animaies, pero 1a mayor parte se deposita en e] sue
1o y agua.

E1 cadmio depositado en e] agua puede dar 1ugar a un au
mento de 1a concentración de] meta] en organismos de] agua pg
tabïe. En casos de inundación o irrigación 1a cantidad de cad
mio presente en e] sueio podria incrementarse 11evando consi­
guientemente a un aumento de] mismo en productos agricoïas cg
moarroz-y trigo (Friberg, Piscator, Nordberg y Kjeiistrüm,
1974).

Aigunos autores han intentado confeccionar diagramas
de fiujo de] cadmio en 1a biosfera. La Figura 1 fue tomada de
F1eischer et a1. (1974).



dos (año 1968) (Tomadode Fïeischer et a1., 1974).
biosfera. E1 estudio corresponde a 105 Estados Un1­

Figura.1 Fuentes, usos y redistribución de] cadmio en 1a
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1.5 CADMIO EN LA REPUBLICA ARGENTINA

E1 cadmio en nuestro pais se obtiene como subproducto de
1a eiaboración de zinc eiectroiitico. Se produce en Rio Terce­
ro (Córdoba) y en San Lorenzo (Santa Fe).

En 1967 - 1977 e] consumo aparente osciió entre 36,7 y
57,7 toneladas anuaies y casi 1a totaiidad de dicho meta] ha
sido producido en e] pais. Se espera una demanda futura cre­
ciente en razón de 1a expansión de ios sectores que lo requie­
ren en sus eiaboraciones (Cámara de 1a Industria Quimica,
1978).

Es interesante mencionar que también 1a demanda de zinc,
de alrededor de 40.000 toneiadas está cubierta casi totaimente
por producción naciona] (Carievari, 1980).

En 1a zona cordiiierana de nuestro pais hay una minerail
zación profusa de piomo predominantemente como PbS y de zinc
como ZnS (Consejo Federal de Inversiones, 1966). En 1a Figura
2 se puede ver 1a distribución de los principaies yacimientos.
Estos datos nos indican que en nuestro pais existe abundancia
de ios mineraies que sueien contener cadmio, y que además hay
suficiente producción de] mismo, a partir de esos mineraies,
de modo que es de interes ocuparse de] estudio de 1a contamina
ción de] ambiente, asi como de ias personas ocupacionaimente
reiacionadas con dicho meta].

Por supuesto, 1a mineria y 1a metaiurgia iocai no deben
ser ios ünicos causantes de 1a contaminación de] ambiente, ya
que seguramente e] uso de muchos productos provenientes de pal
ses más a1tamente industriaiizados contribuye a 1a dispersión
de] cadmio, asi como también e] meta] incorporado a1 aire y
agua.

De un intento de búsqueda de datos acerca de 1a disper­
sión de cadmio en nuestro pais se ha encontrado que 1a informa
ción es muy fragmentaria.
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1.6 DATOS SOBRE DISPERSION DE CADMIO EN AIRE, AGUA, SUELO Y

SERES HUMANOS

Las concentraciones de cadmio en aire generaïmente osci
lan entre 0,001 y 0,05 ug/m3 pero pueden 11egar a 5 pg/m3 ce:
ca de una fuente de emisión como una fundición. Para e] am ­

biente 1abora1 e] valor umbra] Iimite (VUL) es de 50 ug/m3.

E] agua de mar contiene alrededor de 0,1 pg/i, e] agua
du1ce sin contaminación 1 ug/i, mientras que e] limite de'1a
Organización Mundia] de 1a Saïud (World Heaith Organization,
WHO)para e] agua potabïe es de 10 ug/i.

Las concentraciones en suelo son genera1mente menores
de 1 ug/g (1 ppm) pero pueden 11egar a 100 ug/g como resuita­
do de] depósito de] cadmio proveniente de] aire, irrigación
con agua contaminada, o 1a apiicación de fertiiizantes obteni
dos de aguas cïoacaïes. En circunstancias especiaies como en
e] caso de 1a pequeña iocaiidad de Shipham en Somerset, Ingla
terra, se han encontrado en sueio concentraciones de hasta
1.000 ppm. Sin embargo, 1a incorporación de cadmio en 1as
p1antas no está necesariamente reiacionada con su concentra ­
ción en e] sueïo, ya que depende, entre otros factores de] pH
de] mismo.

Para 1a pobiación genera] 1a principal fuente de cadmio
es 1a aïimenticia, conteniendo 1a dieta media de 0,01 a 0,04
pg/g. La ingesta diaria de cadmio dependerá entonces de 1a
cantidad de aiimento consumido. En áreas no contaminadas se
encuentra dentro de] rango de 10-80 ug/dia, mientras que e]
iimite recomendado por 1a WHOes de 400-500 ug/semana. De e110
se absorbe en e] tracto digestivo airededor de 5%, de modo que
1a absorción diaria a través dei-intestino osci1a entre 0,5-4
ug­

Es dificil definir un vaior norma] para e] cadmio, asi
como determinar qué niveïes de exposición pueden ser dañinos
ahora o en e] futuro (Morgan, 1979).



1.7 PRINCIPIOS SOBRE ABSORCION, DISTRIBUCION Y ELIMINACION DE

DROGAS Y TOXICOS

En general las sustancias que ingresan al organismo por
via oral, respiratoria o cutánea, luego de pasar a la sangre
llegan a los tejidos de cada órgano, a una velocidad determi­
nada por el flujo de la sangre a través de dicho órgano y por
la rapidez del pasaje de las moléculas de la sustancia en es­
tudio, a través del lecho capilar hacia las células del órga­
no en particular.

En el plasma, algunas de las moléculas pueden estar uni
das a proteinas por lo cual no pueden salir libremente del
mismo.

Las sustancias en estudio pueden permanecer en solución
en los compartimientos fluidos o localizarse por procesos de
adsorción o partición en particulas subcelulares, macromolécu
las o depósitos grasos.

Su eliminación se realiza, por excreción de la sustan­
cia sin modificar y/o de sus metabolitos. La proporción, en
la cual cada uno de estos procesos tiene lugar, queda determi
nada por las propiedades fisicas y químicas de la sustancia y
por su interacción con los tejidos especializados responsa ­
bles de las reacciones de eliminación. El riñón es, en muchos
casos, la principal via de eliminación; otra es la excreción
en el tracto gastrointestinal, directamente de la sangre o
por intermedio de la bilis; el sudor también puede jugar un
papel en este proceso. Los agentes volátiles se eliminan por
los pulmones. El higado tiene a menudo una gran importancia
en el metabolismo, aunque la degradación de las sustancias se
puede producir también en otros tejidos.

Resumiendo, la vida media de la sustancia ingresada de­
pende de un modo complejo de las velocidades relativas de to­
Idos los procesos recién mencionados.
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1.8 BIOCOMPLEJOS DE LOS METALES PESADOS

Muchos metaies pesados forman una ampiia variedad de com
plejos con moïéculas orgánicas. Esto juega un papeï importante
no sóio en e] efecto bioquímico de] meta], sino también en e]
transporte de] mismopor e] cuerpo, en su excreción biiiar y
recircuiación enterohepática, en e] desarroïio de agentes terg
péuticos para e] tratamiento de envenenamientos con metales pg
sados, y en 1a interacción de un meta] pesado y otro eiemento.

E1 cadmio forma biocompiejos importantes cuyo significa­
do bioiógico resu1tará más claro, iuego de 1a lectura de ios
capitulos subsiguientes. '



1.9 ABSORCION, DISTRIBUCION Y EXCRECION DEL CADMIO

1.9.1 Absorción gastrointestina] de] cadmio
Se han rea1izado varios estudios sobre 1a absorción in­

testina] de] cadmio en animaies de experimentación. En gene ­
ra], en e] cuerpo se acumula sóio una pequeña proporción de]
cadmio de 1a dieta. Asi se han obtenido vaiores de absorción
que van desde un 0,3% en ratas (Keiio y Kostia], 1977 a) has­
aïrededor de 7% en aves de corra] (Se11, 1975) y 25% en huma­
nos (Suzuki y Lu, 1976). Ademásde reflejar una diferencia en
tre especies, estas variaciones son también una consecuencia
de] uso de diferentes técnicas para medir 1a absorción de cad
mio. En humanos por ejemplo, Yamagata e Iwashima (1975) encon
traron una absorción de 4,4% y Friberg et a1. (1974) caicuia­
ron una absorción de 8-10%.

Todavia no se conoce bien e] mecanismo de absorción de]
cadmio a través de 1a mucosa gastrointestina]. Se ha sugerido
que e] cadmio se une en 1a mucosa a 1a metaiotioneina (Squibb,
Cousins, Siibon y Levin, 1976; Va1berg, Sorbie y Hamiiton,
1976), y que esto 1imita 1a absorción de] meta] durante 1a ei
posición a bajos niveies de] mismo. Sin embargo, e] cadmio
también se une a otros componentes no identificados de 1a mu­
cosa con pesos moiecuiares muy variabies (Washkoy Cousins,
1977), ios cuales pueden tener también participación en e]
proceso de absorción.

Una caracteristica de 1a absorción de] cadmio es que se
haiia influenciada en grado considerabie por los metaies esen
ciaies hierro, ca1cio, cobre y posibiemente zinc. Existe una
competencia entre e] cadmio y aigunos de estos metaïes por
ios sitios de unión en 1a mucosa, si.bien se sabe que en mu­
chos casos no hay interacción entre ios metaies mismos, y ade
másqueios procesos de absorción de hierro, caicio y cobre
son diferentes. Puede ser que no exista un mecanismoespecifi
co para 1a absorción de] cadmio y que e] meta] utiiice siste­
mas transportadores que se han desarroiiado para 1a absorción
de otros metaies esenciaies. /



1.9.2 Transporte y distribución de] cadmio

1.9.2.1 Cadmio en sangre

Después de 1a absorción o inyección, e] cadmio es trans­
portado por 1a sangre a 10s distintos órganos. La desaparición
de] meta] de 1a sangre tiene 1ugar rápidamente y en dos fases
distintas, una rápida y otra ienta. La duración de 1a primer
fase es de 30 minutos (Johnson y Mi11er, 1970; Perry y Erian ­
ger, 1971), aunque para Matsubara-Khan (1974) es de un dia. SÉ
gün Perry y Erianger (1971) 1a veiocidad de desaparición de]
cadmio dependeria de 1a dosis. Se supone que e] decaimiento rá
pido inicia] de] meta] está asociado con su eiiminación de]
piasma, pero parte de] cadmio se transfiere posteriormente a
10s gióbuios rojos (Shaikh y Lucis, 1972).

En genera] las concentraciones en sangre son bajas compa
radas con ias de otros tejidos.

No se sabe todavia bien a que fracciones proteicas se ha
11a unido e] cadmio en 1a sangre. Nordberg (1977) ha confirma­
do que a ios 20 minutos y 4 horas después de 1a administración
de 1°9CdC12 a ratones 1a mayor parte de] meta] estaba unido a
ias proteinas plasmáticas más abundantes. Sin embargo, 1uego
de 24-96 horas e] cadmio se encontraba asociado principaimente'
a una fracción de bajo peso moiecuiar, sugiriéndose que se tra
taba de metaiotioneinas. En hemoiizados de eritrocitos de ra ­
tón recogidos 24 horas o más 1uego de una inyección ünica o va
rias inyecciones de cadmio, se observó que 1a mayor proporción
de] catión estaba asociada a una proteina con igua] peso moie­
cuiar que 1a metaiotioneina. Se ha sugerido entonces que 1a me
taiotioneina actüa como un medio de transporte de] cadmio en
sangre. E1 cadmio, en esta forma puede ser fiïtrado por 1a mem
brana giomerular y reabsorbido subsiguientemente por 10s tübu­
ios. '

1.9.2.2 Distribución tisuiar de] cadmio

La distribución de] cadmio en ios tejidos, después de 1a
administración ora] y parentera] de] meta] depende de 1a dosis,

-de 1a via de administración y de 1a frecuencia de 1a misma.

E1 cadmio se deposita principaimente en higado y riñón.



La acumuiación en 10s otros órganos como bazo, páncreas, cora­
zón, puimones y testicuio es generaimente mucho menor.

Las concentraciones de cadmio en e] higado de ratas, a
ias que se les ha administrado unos pocos dias antes una dosis
ünica de cadmio, son generalmente dos o tres veces mayores que

1973; Washko y Cousins
1977), aunque en un estudio Decker,

en ios riñones (Moore, Stara y Crocker,
1976;
Byerrum y Hoppert (1957) encontraron que ios riñones tenian 1a

Sasser y Jarboe,

mayor concentración después de 8 horas.

Cuando e] cadmio se administra por via parentera] se a­
Sa­

bbioni y Marafante (1975 a) encontraron 40-50% de una dosis ig
precia más 1a capacidad de] higado para acumuiar e] meta].

traperitonea] (i.p.) de 800 ug/kg de cadmio en e] higado de ra
1976) y en

1972) e] máximo ingreso de cadmio en
tas después de 24 horas. En ratas

(Shaikh y Lucis,
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(Cempei y Webb,
ratones

1as concentraciones eïevadas se mantienen un considerabie tiem
po después, reteniéndose un 60%de 1a dosis inyectada en e] hi

1977 b).gado después de 2-5 semanas (Keiio y Kostia],

En Ïos riñones ias concentraciones de cadmio son inicial
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1a dosis y aumenta mucho más ientamente después de 1a adminis­
tración (Decker et a1., 1957; Burch y Walsh, 1959; Shaikh y Lu
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disminución gradua] de 1a reiación de concentraciones entre e]
cis, Cempe] y Webb, Se produce con e] tiempo una
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1.9.3 Excreción de] cadmio

Se ha expuesto anteriormente que 1a asimiiación de] cad­
mio dietario en e] hombre y en animaïes de experimentación es
un proceso re1ativamente ineficiente, existiendo en genera] u­
na absorción de apenas 2% de] meta]. Como además e] cadmio se
retiene ïuego ávidamente, resuïta también Iimitada 1a capaci­
dad de Ios animaïes para eliminarïo. Pequeñas cantidades se
pierden por orina, cabeïïos y sudor; pero son 1as heces 1a
principaï via de excreción de] cadmio.

Aparentemente 1a eliminación feca] de] cadmio se debe o­
riginar a partir de su e1iminación en 1a mucosa intestina],
por subsiguiente descamación de 1a misma (Va1berg et a1.,
1976).

1.9.4 Vida media bioïógica de] cadmio

Friberg et a1. (1974) han discutido 1os métodos usados
para 1a estimación de 1a vida media bioïógica de] cadmio en se
res humanos y han sugerido que e] valor para ésta osciïa en­
tre 10 y 30 años. Los mismos autores han ca1cu1ado para ratas
y ratones una vida media de 100-300 dias, comparado con 250­
500 dias en perros y más de 4 años en monos.



1.10 Factores que influyen en la absorción y distribución del
cadmio

1.10.1 Estado nutricional

Se considera que una dieta deficiente puede exacerbar
significativamente los efectos tóxicos del cadmio. Se sospecha
que la baja calidad nutritiva de la dieta consumida por las
victimas de la enfermedad de Itai-itai fue uno de los principa
les factores que llevaron al desarrollo de la enfermedad (Fri­
berg et al., 1974).

1.10.1.1 Proteinas

Muto y 0mori (1977) observaron que las ratas que recibi­
an una dieta con bajo contenido proteico, eran más suscepti ­
bles a la inclusión de 200 mg Cd/kg de dieta, que las ratas
que recibian una dieta norma] balanceada. Las concentraciones
de cadmio en higado y riñones eran el doble que en los contro­
les bien alimentados. El efecto de la deficiencia de proteinas
sobre la acumulación de cadmio en riñón era mucho menor, sin
embargo, que el producido por una deficiencia de calcio y fós­
foro.

1.10.1.2 Calcio

Éstudios con ratones y ratas en periodo de crecimiento o
embarazo que recibian 25-50 mg Cd/kg de dieta demostraron que
una baja ingesta diaria de calcio puede exacerbar la severidad
de la intoxicación con cadmio. Un agregado de cadmio a la die­
ta dió lugar a un menor crecimiento, anemia y mineralización
reducida en los huesos, en animales que recibían menos de 0,1%
de calcio en la dieta, mientras que los animales c0n cantida­
des adecuadas de calcio no se veian afectados (Larsson y Pisca
tor, 1971; Itokawa, Abe, Tabei y Tanaka, 1974; Pond y Walker,
1975; Washkoy Cousins, 1975). Estos últimos efectos se rela ­
cionaron con una acumulación aumentada de cadmio en los teji­
dos. Dependiendo de la ingesta total se ha encontrado en higa­
do y riñón de animales deficientes en calcio concentraciones
50-300%superiores a los controles (Larsson y Piscator, 1971;
Kobayasha, Nakahara y Hasegawa, 1971; Itokawa et al., 1974;



Washkoy Cousins, 1977). También se han observado concentra­
ciones más e1evadas de cadmio en e] fémur y pulmón de ratas
con dietas deficientes en caicio (Kawamura, Yoshida, Noshino
e Itokawa, 1978; Washko y Cousins, 1977).

La acumuiación aumentada de cadmio en ios animaies defi
cientes en caicio parece deberse a una mayor absorción intes­
tina] de] meta], seéün 10 demostrado en estudios realizados
con 109Cd. En estos estudios se observó que 1a deficiencia de
calcio no tenia efecto sobre 1a distribución y acumuiación de
cadmio cuando este üitimo meta] ingresaba por via parentera]
(Nashko y Cousins, 1977).

Según Washkoy Cousins (1977), en 1a fracción proteica
de bajo peso moiecuiar de 1a mucosa intestina] hay dos cadmio
-proteinas separadas con funciones diferentes. Una es proba ­
biemente metaiotioneina y 1a otra es una proteina que une cal
cio pero que tiene casi 1a misma afinidad para unir cadmio
(Bredderman y Nasserman, 1974). Cuando se administra una die­
ta baja en ca1cio se induce 1a sintesis de 1a proteina que u­
ne caicio (Bar y Nasserman, 1973) y como consecuencia tendria
1ugar un aumento de 1a incorporación de cadmio en dicha protg
ina y un transporte mayor de este meta] a 1a circulación
(Washkoy Cousins, 1977). Esta hipótesis está de acuerdo con
observaciones sobre e] efecto antagónico de] cadmio en 1a ab­
sorción intestina] de] calcio (Ando, Sayato, Tonomuray Osawa,
1977). Sin embargo Hamiïton y Smith (1977) encontraron que 1a
incorporación de cadmio a intestino de rata ¿n u¿tno no varia
con e] pretratamiento de ios animaies con una dieta deficien­
te en ca1cio, ni con 1a incorporación de caicio a1 medio, con
trariamente a lo esperado.

1.10.1.3 Hierro

E1 diagnóstico de anemia en trabajadores industriaïes
expuestos a1 cadmio, 11evó a pensar que e] cadmio podria te­
ner efectos adversos sobre e] metaboiismo de] hierro. Esto se
confirmó en animaies de experimentación intoxicados con cad­
mio, en los cuaies se observaba una disminución de 1a concen­
tración de hierro en higado, duodeno y suero (Bunn y Matrone,
1966; Fox, Fry, Harïand, Scherte] y Weeks, 1971; Jacobs, Jones,



Fox y Fry, 1978); la cual se podia revertir por administración
oral o_parenteral de hierro (Fox et al., 1971; Pond y Walker,
1972). Pareceria entonces que el cadmio puede inducir un esta­
do de deficiencia de hierro por interferencia con su absorción
intestinal (Freeland y Cousins, 1973; Hamilton y Valberg,
1974).

Los niveles de hierro en los animales también tienen in­
fluencia sobre el metabolismo del cadmio. La absorción de una
dosis oral de cadmio era 2 a 7 veces mayor en ratas y ratones
deficientes en hierro que en controles (Valberg et al., 1976;
Ragan, 1977) y a su vez, el suplemento de hierro y ascórbico
en la dieta reducia el contenido de cadmio en ratas (Maji y
Yoshida, 1974).

La incorporación a mucosa de cadmio en un liquido de pe:
fusión duodenal era mayor en ratones que tenian una capacidad
de absorción de hierro aumentada y disminuia por agregado de
hierro al medio de perfusión, lo cual sugeriria la existencia
de un camino común de ingreso al organismo (Hamilton y Valberg,
1974).

1.10.1.4'Cobre y Zinc

Se sabe bien que existen interacciones antagónicas com­
plejas entre cadmio, cobre y zinc en animales (Bremner, 1974,
1978). La ingesta elevada de cadmio en la dieta puede producir
estados de deficiencia de ambosmetales esenciales, manifestán
dose por medio de fallas en el crecimiento, paraqueratosis,
anemia, ruptura de la aorta, rarefacción del esqueleto y menor
viabilidad de los descendientes (Hill, Matrone, Payne y Val­
berg, 1963; Supplee, 1963; Bunn y Matrone, 1966; Petering,
Johnson y Stemmer, 1971; Campbell y Mills, 1974). El desarro­
llo de estas lesiones se ve acompañado generalmente por cam­
bios en las concentraciones tisulares de cobre y zinc y se pue
de evitar por suplemento de ambos metales en la dieta (Hill y
Matrone, 1970). Bremner (1978) trató la posible implicancia de
la metalotioneina en estas interacciones.

-El tratamiento con cobre y zinc puede modificar las con­
centraciones de cadmio en los tejidos. Por ejemplo, el conteni
do de cadmio en riñón de ratas se reducia en un 33-50% cuando
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1a concentración de cobre en 1a dieta aumentaba de 2,6 a 7,8
mg/kg o 1a concentración de zinc de 30 a 1.000 mg/kg (Campbeii,
Davies y Miiïs, 1978).

De estudios 11evados a cabo con e] objeto de acïarar e]
significado biológico de Ios efectos de] cobre y de] zinc so­
bre 1a toxicidad de] cadmio, Jacobs et a1. (1978) encontraron
en 1a codorniz japonesa que 1a retención de este üitimo en hi­
gado y riñón podia reducirse a un tercio, simpiemente aumentan
do a1 dob1e ias dosis empieadas de cobre, zinc y manganeso,
que eran de 5, 30 y 12 mg/kg en 1a dieta respectivamente. Este
efecto se hacia evidente a dosis de cadmio de 20 a 13000 ug/kg
que son próximas a 1as encontradas en dietas humanas. La mayor
parte de] cadmio retenido se encontraba en e] tracto gastroin­
testina]. Hahny Evans (1975) encontraron evidencias en ratas
que sugeririan que ios niveies de zinc pueden tener infiuencia
sobre 1a distribución de cadmio entre 1as proteinas intestina­
1es, a pesar de que no pudieron detectar ningún efecto signifi
cativo en 1a absorción de dicho meta].

Se ha observado que 1a concentración y distribución de
cadmio en ios tejidos, se encuentra a1terada por efecto de] cg
bre y de] zinc, en experimentos en 10s cuaïes se inyectaron
los metaies. Asi ias concentraciones de cadmio aumentaban en
e] higado pero decrecian en ios riñones de ratas a 1as que se
habia inyectado 24 horas antes cadmio y un exceso de cobre o
de zinc (Shank y Vetter, 1974). E1 cadmio en e] higado también
aumentaba cuando e] zinc se inyectaba 24 horas antes que e]
primer meta] (Gunn, Gouid y Anderson, 1968). E1 efecto de] tra
tamiento con zinc consistia en aumentar 1a incorporación de
cadmio en 1a metaiotioneina hepática (Webb, 1972 b).

En contraste, 1a inyección de cobre junto con cadmio de­
crece ]a unión de] cadmio a 1a metaiotioneina hepática, y au­
menta 1a toxicidad de este üitimo meta] (Irons y Smith, 1976).
Esto está de acuerdo con otras observaciones acerca de] despia
zamiento de] cadmio de 1a metaiotioneina hepática ovina (Brem­
ner, 1978).

E1 cobre, no soiamente cuproso (Rupp y Neser, 1974), si­
no también cüprico (Suzuki, Kubota y Takenaka, 1977), posee
¿n uitno una mayor afinidad para 1a metalotioneina que e] zinc



y el cadmio. La metalotioneína de riñón, inducida por exposi ­
ción al cadmio, tiene un alto contenido de cobre (Stonard y
Webb, 1976; Suzuki et al., 1977; Suzuki, 1979). Estos dos fac­
tores tienen relación con los efectos adversos del cadmio para
los riñones, pues se reemplaza cadmio en la metalotioneína por
cobre y se libera cadmio tóxico en el riñón.

Nomiyama(1978) introdujo una relación ¿n vao entre el
contenido de cobre y la alteración del riñón, según la cual,
el contenido de cobre del riñón tiene una vinculación más di ­
recta que el cadmio urinario con la excreción de BZ-microglobu
lina, un marcador sensible y posible de la disfunción tubular
renal.

Por otro lado, Suzuki y Yamamura(1979), inyectando a ra
tas diversos complejos de cadmio, llegaron a la conclusión que
el contenido de cobre en la metalotioneína de riñón dependía
de la forma química en que se encontraba el cadmio.

1.10.1.5 Selenio

Se ha demostrado que la inyección de compuestos de sele­
nio a ratas tiene un efecto marcado sobre la distribución de
cadmio en el cuerpo (Parizek, Ostadalova, Benes y Babicky,
1968; Gunn, Gould y Anderson, 1968; Chen, Nhanger y Weswig,
1975 a; Gasiewicz y Smith, 1976; Magos y Webb, 1976).

El selenio protege contra la necrosis de los testículos
inducida por el cadmio (Gunn et al., 1968). La inyección de se
lenio induce cambios considerables en la distribución de cad­
mio en los testículos, con un desplazamiento marcado del cad­
mio de las proteínas de bajo a las de alto peso molecular en
el citosol y un aumento masivo de la concentración de cadmio
en testículos (Chen et al., 1975 a). Una redistribución simi ­
lar se observó en el hígado y en los riñones, y en todos los
casos las proteínas de alto peso molecular parecían contener
también selenio.

Una asociación análoga entre cadmio y selenio se encon
tró en la sangre de ratas a las cuales se había administrado
ambosmetales. Al igual que en los testículos, el selenio pro­
vocaba un aumento en la-concentración total de cadmio en san­
gre (Magos y Webb, 1976) con un desplazamiento del metal hacia



proteínas de peso molecular mas alto (Chen et al., 1975 a).
Sin embargoestas eran diferentes de las proteínas presentes
en testículos, hígado y riñón.

Todavía se sabe poco acerca de la naturaleza de la unión
del cadmio y del selenio a estas proteínas, pero aparentemente
la toxicidad del cadmio se reduce al producirse esa asociación
conjunta con el selenio a las mismas.

1.10.1.6 Vitaminas

Las variaciones en el contenido vitamínico de los anima­
les también tienen influencia sobre la acumulación de cadmio
en los tejidos. Así, la absorción de cadmio se encontró aumen­
tada en gallinas deficientes en vitamina D (Worker y Migicovs­
ky, 1961), en tanto que la acumulación de cadmio en tejidos de
codorniz japonesa disminuyó por administración suplementaria
de ascórbico (Fox et al., 1971). El ultimo efecto probablemen­
te fue una consecuencia de un aumento de la absorción de hie ­
rro en los animales a los cuales se les dió un suplemento de
vitamina C.

En otros estudios se observó que las concentraciones de
cadmio en hígado y riñones de ratas deficientes en piridoxina
que recibían 100 mg Cd/kg de dieta eran menores que las de los
animales que recibían un suplemento de piridoxina (Stowe, Go­
yer, Medleyy Cates, 1974). Se sugirió que cantidades excesi­
vas de piridoxina podían aumentar los efectos tóxicos del cad­
mio en seres humanos.

1.10.2 Efecto de la edad y dietas lácteas

Los animales muy jóvenes retienen una proporción inusual
mente alta de cualquier metal presente en la dieta. El cadmio
no constituye una excepción. La edad y el consumo de dietas
lácteas tienen un efecto considerable en la retención del me­
tal. Kello y Kostial (1977 a) encontraron que la retención de
115mCdera 14-18 veces mayor en ratas jóvenes que recibían una
dieta de leche de vaca con-respecto a ratas de la misma edad
que recibían alimento sólido normal. La retención se medía por
conteo de todo el cuerpo siete días después de la administra ­



cion de] isbtopo y se hacia evidente en ratas de 3 a 52 sema ­
nas .

Sasser y Jarboe (1977) han confirmado que 1a retencion
de cadmio es muy aita en animaies recien nacidos con vaiores
de 12, 5 y 0,5% para ratas de 5610 2 y 24 horas y para ratas
recien destetadas respectivamente. Sin embargo, por 10 menos
60%de] cadmio retenido.por las ratas-recien nacidas estaba to
davia en e] tracto gastrointestina] 15 dias despues de 1a admi
nistracibn, 10 que demuestra que e1 compartimiento intestina]
de] cadmio en ias-ratas recien nacidas es grande y reiativamen
te inmóvil.

La retencion en todo e] cuerpo de 115mCdadministrado
por via i.p. tambien depende de 1a edad (Keiio y Kostia], 1977
b). Por ejempio, ios vaiores de retencion en ratas de una sema
na y de un año de edad eran 88 y 73% respectivamente cuando se
median 15 dias despues de 1a administracion de] isotopo. Pero
en 10s animaies mas jovenes habia reiativamente menos 115mCd
en higado, riñon y sangre, y teniendo en cuenta los haiiazgos
de Sasser y Jarboe (1977) es probabïe que 1a mayor parte de]
isbtopo estuviera unida a1 tracto gastrointestina] de ias ratas
mas jovenes.

1.10.3 Sexo

La indicación mas obvia de que existen diferencias en
cuanto a1 sexo, en e] metaboiismo de] cadmio y 1a susceptibiii
dad a su envenenamiento, es ei hecho de que 1a enfermedad de
Itai-itai se produce casi exciusivamente en mujeres. Ademasse
ven mas afectadas mujeres muitiparas postmenopausicas, 10 que
sugiere que debe haber aiguna infiuencia hormona] en e] metabg
Iismo de] cadmio. La existencia de diferencias reïacionadas
con e] sexo se ha confirmado en aigunos estudios experimenta ­
ies con animaies. Las ratas macho son más susceptibies que
las hembras a 1a toxicidad cronica con cadmio de acuerdo con
1a tasa de mortaiidad (Johns, Finks y Aisberg, 1923) pero me­
nos susceptibles a 1a toxicidad aguda (Cempei y Webb, 1976).
La potenciación, por acción de] cadmio de] tiempo de sueño con
hexobarbita] es mayor en ratas macho que en hembras (Hadley,
Miya y Bousquet, 1974).



Estas diferencias en respuesta no estan necesariamente
relacionadas con diferencias en 1a“absorción y distribución
de] cadmio. Sin embargo, hay evidencias que 1as mujeres japong
sas acumulan más cadmio que ios hombres (Sumino, Hayakawa y
Shibata, 1975) y las concentraciones hepáticas y renaies de
cadmio son mayores en ratas hembra que en machos, tanto des —
pues de una inyeccion unica, como despues de 1a administracion
de cadmio a 1argo piazo (Cempeï y Webb, 1976; Stonard y Webb,
1976).

La vida media biológica estimada para e] cadmio en ratón
es mayor para ias hembras que para ios machos (Matsubara-Khan,
1974).
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I.11 METALOTIONEINAS

1.11.1 Generalidades

Se trata de un grupo de metaloproteinas citoplasmaticas
de bajo peso molecular con alta afinidad hacia el mercurio,
cadmio, zinc, plata y cobre. Las unidades proteicas tienen una
composición similar de aminoácidos y se denominan tioneinas de
bido a su alto‘contenido de restos tioles.

La tioneina unida a metales se conoce comometalotionei­
na. La tioneina unida a un metal en particular, p0r ejemplo
zinc, se puede nombrar comozinc-tioneina; cuando la metalotig
neina contiene dos metales en relaciones atómicas similares,
por ejemplo cadmio y zinc, se denomina (cadmio, zinc)-tioneina
(Cherian y Goyer, 1978).

Margoshes y Vallee (1957) aislaron por primera vez una
tioneina a partir de riñon de caballo. Posteriormente Kági y
Vallee (1960, 1961) estudiaron algunas de sus caracteristicas.
En los años Subsiguientes esta proteina se aislo de riñon huma
no (Pulido, Kági y Vallee, 1966), de higado humano (Bühler y
Kági, 1974) y de muchos tejidos de varias especies animales
(Piscator, 1964; Nordberg, Nordberg, Piscator y Vesterberg,
1972; Webb, 1972 a; Weser, Rupp, Donay, Linnemann, Voelter,
Voetsch y Jung, 1973; Cherian, 1974). l

A pesar de hallarse normalmente en los tejidos trazas de
tioneina, luego de la exposicion a dosis subletales de metales
como el cadmio (Shaikh y Lucis, 1970), el zinc (Webb 1972 b),
el mercurio (Piotrowski,.Troianowska, Nisniewska-Knypl y Bola­
nowska, 1974), la plata (Winge , Premakumar y Rajagopalan,
1975 a), y el cobre (Bremner y Young, 1976), aumenta significa
tivamente su concentracion en los tejidos. Dicha proteina pue­
de tener, por lo tanto, un rol importante en el metabolismo y
toxicidad de metales.

Tambieninducen la sintesis de metalotioneina otros fac­
tores comola restricción de la ingesta de alimentos (Bremner
y Davies, 1975); los agentes alquilantes (Kotsonis y Klaassen,
1979); el frio, el calor, los ejercicios agotadores y la into­
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xicación con Cqu (0h, Deagen, Hhanger y Weswig, 1978); las
infecciones bacterianas (Sobocinski, Canterbury, Mapesy Din ­
terman, 1978) y las reacciones de hipersensibilidad (Sobocins­
ki, Canterbury, Hauer y Beall, 1979).

1.11.2 Propiedades

Las metalotioneinas aisladas de diferentes órganos de v3
rias especies muestran sin embargociertas propiedades caractg
risticas comunes. Tienen bajo peso molecular (6000-10000), de
6 a 11% de metal y un 30% de cisteina, y carecen completamente
de aminoácidos aromáticos. Los iones metalicos en la metalotig
neina se unen a la proteina a través de los átomos de azufre
de tres residuos cisteinicos. Estas proteinas no contienen nin
gün puente disulfuro (Kojima, Berger, Vallee y Kági, 1976).

La minima absorbancia de estas proteinas a 280 nm se de­
be a la ausencia de aminoácidos aromáticos y la alta absorban­
cia a 250 nm, al enlace cadmio-mercaptida. La absorbancia a
250 nm disminuye cuando el cadmio en la metalotionaina se reem
plaza por zinc, mercurio o cobre.

Las metalotioneinas son estables al calor y resisten un
calentamiento de 60-85°C durante dos a diez minutos (Webb,
1972 a; Cherian, 1974; Shaikh y Smith, 1975; Winge et al.,
1975 a; Cherian y Clarkson, 1976).

Según Cherian y Goyer (1978) no han sido detectadas meta
lotioneinas en ningün fluido biológico en ausencia de efectos
patológicos, y se las considera proteinas tisulares localiza —
das en el citoplasma. Sin embargo Kági y Nordberg (1979) seña­
lan que tampoco se han encontrado metalotioneinas en el suero
de animales expuestos durante breves lapsos a zinc, cadmio, c2
bre y mercurio, debido a la carencia de métodos adecuados para
su medición. Garvey y Chang (1981) han utilizado radioinmunoen
sayo (RIA) para medir metalotioneinas en plasma de ratas luego
de una, dos o tres inyecciones con dosis subletales de sales
de cadmio o de zinc, y han hallado diferencias significativas
con controles que recibían Unicamentesolución fisiológica.
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Por otro 1ado, hay datos acerca de 1a microheterogenei ­
dad de 1a metaïotioneina (Kági, Himmeihoch, Nhanger;"Bethune y
Va11ee, 1974). Luego de 1a inyeccion repetida de 1as saïes de
cadmio, zinc y cobre, se han aisïado dos formas de meta1otio ­
neina de higado de rata mediante técnicas de cromatografía de
intercambio iónico (Shaikh y Lucis, 1976; Ninge y Rajagopalan,
1972; Büh1er y Kági, 1974) y de enfocado isoeïectrico (Nordberg
et a1., 1972; Neser et a1., 1973; Cherian, 1974). Tambien se
aisïaron proteinas simi1ares de riñon de rata por enfocado iso
eïectrico 1uego de 1a exposicion a vapor de mercurio (Cherian
y Ciarkson, 1976). Se observaron 561o ligeras variaciones en
1a composicion aminoacidica de dichas proteinas, en tanto que
1as diferencias en puntos isoe1ectricos podrian estar re1acio­
nadas con distintos contenidos de zinc y con las reïaciones
cadmiozzinc. Nordberg y Nordberg (1975) postuiaron que una de
dichas proteinas podria tener cierto ro] en e] transporte de]
cadmio de] higado a1 riñon.

Suzuki (1980) desarro1ló un método ana1itico novedoso
que torna muchomas senci11a 1a investigacion de isometaïotio­
neinas. La sa1ida de un cromatógrafo ïiquido-de a1ta presión,
equipado con una coiumna de permeacion de ge1es, se conecta di
rectamente a1 tubo de] nebulizador de un espectrofotómetro de
absorción atómica y 1a co1umna se eïuye con una s01ucion tampg
nada alcalina. Se ana1izan 1as isometa1otioneinas en 1os sobre
nadantes a 170.000 g en una hora, con un pequeño consumo de
muestra.

1.11.3 Aïgunos metaies inductores de metaïotioneinas

Luego de] tratamiento con dosis sub1eta1es de ciertos me
taïes, se induce 1a sintesis de meta1otioneinas especiaïmente
en higado, riñon y bazo, pero también en otros órganos.

Como puede verse en 1a Tab1a 1 tomada de Cherian y Goyer
(1978), 1a sintesis de tioneinas inducidas por diversos meta ­
1es parece ser especifica de ciertos órganos.

E1 cadmio en dosis reïativamente bajas induce 1a sinte ­
sis de metaïotioneinas, principa1mente en higado y riñón. La
mayoria de las investigaciones re1ativas a 1a cadmio-tioneína



TABLA I

Sintesis de proteinas con propiedades
de MTen varios órganos por efecto de

diversas saies metáiicas

METAL HIGADO RIÑON BAZO HUESO

bismuto ? +

cadmio + + + ?

cobre + +

piomo

mercurio +

pïata + + ?

zinc +

oro ? +

+ indica sintesis; - faita de sintesis; ? no hay evi
dencia experimenta] definida

La sintesis se produce iuego de 1a administración pg
renteraï u ora] de 1as saies de Ios metaies.



se han realizado en dichos organos y dado que han de exponerse
a 10 1argo de todo_este capitulo, no vamos a enumerarias aqui.

La inyección repetida de pequeñas dosis de cioruro mercg
rico induce 1a sintesis de proteinas semejantes a ias metalo ­
tioneinas en riñón, pero no en otros órganos (Piotrowski et
a]., 1974). La exposición repetida a vapor de mercurio tiene
efectos simiïares (Cherian y C1arkson, 1976).

En respuesta a] zinc (en concentraciones mayores de 30
ug/g tejido) se sintetizan metaiotioneinas hepáticas (Bremner,
Davis y Milis, 1973; Cherian, 1977 a), pero a diferencia de]
cadmio y e] mercurio, e] zinc no tiene influencia en 1a sintea
sis de metaiotioneinas renaies (Cherian, 1977 a). Esto se pue­
de exp1icar parciaimente por e] hecho de que e] zinc no se acu
mu1aen e] riñón en ias intoxicaciOnes crónicas.

También existen datos que sugieren que e] cobre en aitas
c0ncentraciones induce 1a sintesis de 1a cobre-tioneina en hi­
gado y riñón (Bioomer y Sourkes, 1973; Winge, Premakumar, Hiiey
y Rajagopaian, 1975 b; Bremner y Davies, 1976). Sin embargo 1a
queiatina ha sido aisïada de higado de rata despues de 1a in ­
yección repetida de cobre (Wingeet a1., 1975 b). Esta protei­
na difiere de 1a metaiotioneina en su composicion de aminoáci­
dos, especiaimente en cisteina y en su comportamiento en croma
tografia de intercambio anionico.

Estudios mas recientes sugieren que 1a cobre-tioneina es
inestabie y e] compiejo cobre-cisteina se libera de dicha pro­
teina faciïmente durante e] aisiamiento en presencia de oxige­
no.

Bremner y Davies (1975) han separado (cobre, zinc)-tio ­
neinas de higado de rata bajo condiciones anaerobicas, y estas
proteinas son'similares en composicion de aminoácidos a 1a cad
mio-tioneina. Prinz y Weser (1975) también obthieron cobre ­
tioneina de 1evadura crecida en un medio con a1to contenido de

cobre, en condiciones anaeróbicas. Rupp, Voeiter y Heser (1975)
encontraron que 1as caracteristicas espectraies de esta protei­
na y ia-cobre-tioneina preparada ¿n vitno a partir de 1a cadmio
-tioneina por adición de cobre, eran idénticas.
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A pesar de que 1a proteina mitocondrocupreina aisiada en
1974 por Porter tiene peso m01ecu1ar mas aito que 1a tioneina,
ambas poseen idéntica composicion de aminoácidos. Comose obtig
ne de Ios 1isosomas de] higado, se podria tratar de una forma
poiimerizada de 1a cobre-tioneina atrapada por dichas organeias.

Las saïes de p1ata se han manifestado también como induc­
tores de ia metaiotioneina en higado y riñón (Winge et a1.,
1975 a). Asimismo ias saies de oro (Turka11, Bianchine y Leber,
1977) y de bismuto (Szymanska, Mogilnicka y Kaszper, 1977) indu
cirian 1a metaiotioneina de riñon.

1.11.4 Inducción y sintesis de ias cadmio y zinc-tioneinas

Luego que Piscator (1964) postuiara que 1a tioneina es u­
na proteina inducibie, se demostró que 1a formación de metaio ­
tioneinas hepáticas en respuesta a 1a administración parenterai
de cadmio esta acompañada por una incorporacion rapida de aming
ácidos radioactivos marcados en 1a apoproteina, mayor que en o­
tras proteinas solubies de] higado (Shaikh y Lucis, 1970; Brem­
ner y Davies, 1974; Cherian y Clarkson, 1976; Shaikh y Smith,
1976, 1977).

Webb (1972 a) no encontro evidencias de 1a presencia de
1a apoproteina tioneina, en e] higado de rata macho, y 11ego a
1a concïusion de que 1a sintesis se inducia en ese organo en
respuesta a 1a incorporación de] ion toxico. Establecio que 1a
administración de cicïoheximida, en dosis que inhibian 1a sintg
sis de proteina hepática en 105 animaies controies (1 mg/kg ca­
da 2 horas), impedía 1a producción de metaïotioneinaw Observb
ademas que 1a cicloheximida no interferia con e] ingreso de]
cadmioa1 higado, pero afectaba 1a distribución intraceïular
de] e1emento. Cuando se inhibia 1a sintesis de proteinas e] cad
mio estaba asociado únicamente a las proteinas de aito peso mo­
1ecu1ar de] citoso], mientras que en ausencia de cicioheximida,
1a mayor parte de] cadmio de dicha fracción se bailaba como me­
taiotioneina. Sugirio que esta diferencia en ei modeïo de dis ­
tribucion de] cadmio se debia a 1a ausencia de sintesis de tio­
neina. En 1974 Squibb y Cousins demOstraron que 1a cicloheximi­
da inhibia también 1a incorporacion de cisteina tritiada en 1a



metalotioneina, iuego de 1a administración de cadmio.

Webb (1972 a) observo que 1a actinomicina D inyectada i.
p. en dosis de 100 pg/kg cada 24 horas durante cinco dias no te
nia efecto sobre 1a sintesis de 1a metaiotioneina 1uego de 1a
administración de cadmio (2,4 mg/kg) suministrado 2 horas antes
de 1a nitima dosis de] antibiótico.

Squibb y Cousins (1974) sin embargo, encontrarOn que 1a
sintesis de esta metaioproteina medida por 1a incorporación de
115mCdy 3H-cisteina se inhibia por efecto de una dosis Unica
de actinomicina D (800 ug/kg) cuando esta se administraba de 30
minutos a 4 horas antes, pero no 3 horas despues que e] cadmio
(0,53 mg/kg). De estos datos ios autores dedujeron que 1a sintg
sis de cadmio-tioneina es inducibïe, siendo controiada a nive]
transcripciona] y precedida por 1a sintesis de] mRNA(s)adecua­
do.

Hasta ahora, se desconoce e] mecanismo que reguïa 1a sin­
tesis de cadmio-tioneina, sin embargo, como 10 afirman Bryan,
Hidaïgo, Koppa y Smith (1979), esta ciaro que en higado de rata
intervienen controies a nive] transcripciona]; estos controies
responden a ios niveies de cadmio que 11egan a 1a ce1u1a y 1a
sintesis de tioneina disminuye cuando 10s nive1es citopiasmati­
cos de dicha proteina atrapan e] cadmio intrace1u1ar.

En higado de rata e] zinc normalmente se encuentra en
fracciones proteicas de mas a1to peso moïecuïar que ias tionei­
nas, pero iuego de 1a inyeccion de cadmio se acumu1a en esta ul
tima fracción obteniéndose asi una (cadmio, zinc)-tioneina- Pa­
naïeiamente se observa un aumento en 1a concentración de zinc
con respecto a 10s controies (Suqawara, 1977).

La administración parenteraï de dosis suficientemente a1­
tas de zinc provoca un aumento de] contenido de zinc-tioneina
de] higado (Webb, 1972 a) y 1a incorporacion de 65Zn y/o de ami
noacidos marcados con 1"C a dicha proteina (Davies, Bremner y
Miïis, 1973; Richards, Bïuestone, Newkirk y Cousins, 1974; Ri­
chards y Cousins, 1975 a, b).

La administración de actinomicina D (Richards y Cousins,
1975 a) o de cicloheXimida (Squibb y Cousins, 1974) puede bio ­
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quear 1a sintesis de 1a zinc-tioneina. Basándose en estos datos
Richards y Cousins (1975 b) propusieron que 1a zinc-tioneina se
sintetiza de novo por un mecanismo estimuiado por e] zinc, que
implica transcripción. 0 sea que existe un paraieio entre 1a ag
ministración de aitas dosis de zinc y dosis mas bajas de cadmio.

Panemangaïore y Brady (1978) sostienen que ias fïuctuacig
nes de ios nive1es intraceïuiares de zinc pueden constituir un
importante mecanismo en 1a inducción y subsiguiente contro] de
ios niveies de zinc-tioneina.

1.11.5 Cinótica de 1a sintesis y degradación

1.11.5.1 Cinetica de 1a sintesis y degradación en higado

1.11.5.1.1 Respuesta a1 cadmio

En ratas se pudo medir 1a biosintesis de (cadmio, zinc) ­
tioneina en reiación con 1a dosis de cadmio, marcando simultang
amente e] cadmio y un aminoácido (por ejempio 109Cd y 35S-cis ­
teina - Sabbioni y Marafante, 1975 b). Se comprobó que e] conte
nido de metalotioneina en higado de ratas macho aduitas era pro
porciona] a 1a dosis de cadmio, cuando ésta no sobrepasaba ios
0,85 mg/kg peso. Con dosis mas a1tas, hasta 1,6 mg/kg e] conte­
nido de metalotioneina y de cadmio no aumentaba, o sea que e]
higado posee una capacidad iimitada para producir tioneina, en
respuesta a una Unica dosis aguda de cadmio, aunque se considera
que 1as dosis usadas pueden haber sido suficientes para 1imitar,
por inhibición de mecanismosde transporte, e] ingreso hepático
de] cadmio. Estas 1imitaciones no se observan a dosis inferio ­
res,.ya que 1as ratas toïeran 1a administración a intervaïos
diarios y durante varias semanas de pequeñas cantidades de cad­
mio (por ejempio 0,5-0,8 mg/kg). Bajo estas u1timas condiciones
1a sintesis de tioneina aumenta en proporción a1 contenido de
cadmio de] higado, y también aumenta 1a proporción de cadmio u­
nido a 1a tioneina (Sabbioni y Marafante, 1975 b).

Sato y Nagai (1980) ha11aron que 1uego de 1a administra ­
ción s.c; de 0,3 mg Cd/kg durante cuatro meses comienza a bajar
e] contenido de cadmio y zinc en higado.



Chen et al. (1975 b) calcularon una vida media de 4,2 di­
as para la tioneina correspondiente a la metalotioneina de higa
do de rata inducida por el cadmio, a partir de la velocidad de
perdida de 11+C-cisteina. El catión zinc tambien se eliminaba de
la metalotioneina a la misma velocidad que el 1“C, mientras que
el cadmio unido a la tioneina permanecia constante. Previamente
Lucis, Lucis y Aterman (1971) habian observado que existe una
continua degradación y sintesis de la apoproteina, a pesar de
que el cadmio permanece unido a la metalotioneina. De acuerdo
con lo sugerido por Shaikh y Smith (1976) y Probst, Bousquet y
Miya (1977 a), este recambio de la proteina sin pérdida de cad­
mio implica que el cation que se libera en la degradación de la
metalotioneina, inicia nueva sintesis de dicha proteina y se a­
socia a la misma. Ello explicaria por que, en ratas en las cua­
les la metalotioneina hepática ha sido inducida por una Unica
inyección de cadmio, la sintesis en respuesta a una segunda do­
sis del catión se produce sin retardo (Cempel y Webb, 1976),
aún cuando ésta se administra luego de un intervalo de 8-10 me­
ses.

Shaikh y Smith (1976) trabajando con 35S-cisteina y per ­
feccionando las condiciones experimentales calcularon para la
cadmio-tioneina una vida media biológica de 2,8 dias.

En ratas (Webb, 1972 a, b), asi comoen ratones (Nordberg,
Piscator y Lind, 1971 a; Nordberg, Piscator y Nordberg, 1971 b),
a intervalos cortos despues de la administracion de una dosis E
nica de cadmio, el higado capta el cation que se une a las orgg
nelas celulares y particularmente a las proteinas de alto peso
molecular del citosol. Una vez que comienza la sintesis de tio­
neina, el cadmio se transfiere de estos sitios de union inicia­
les a los sitios de alta afinidad de la nueva proteina. Por e ­
llo,.decrecen los contenidos del cation en las fracciones nuclg
ar, mitocondrial y microsomal. Tambien disminuye la cantidad de
cadmio en las proteinas solubles de alto peso molecular, a pe ­
sar de que aumenta el contenido total del cation en el citosol.
Tanaka, Sueda y Okahara (1974) observaron que estos cambios en
la distribucion intracelular del cadmio en higado de rata se
producian entre 1 y 6 horas después de la inyeccion intravenosa
(i.v.) de 109Cd (1 mg/kg). Los estudios de Cempel y Webb (1976)



establecieron que, en ratas macho, hay un periodo de 3-4 horas
entre 1a administracion de cadmio (1,6 mg/kg i.v.) y 1a inicia­
ción de 1a sintesis de metaïotioneina hepática. Una vez que di­
cha sintesis comienza, e] contenido de cadmio asociado a 1a tio
neina aumenta rapidanente, compietándose dicho proceso en 4-5
horas mas. En ratas hembra, sin embargo, un 5% de] cadmio tota]
de ia fraccion soiubie de] higado esta presente comometaiotio­
neina una hora despues de 1a administración de] catión. E110 pa
rece deberse a] reempiazo por cadmio de] zinc de 1a zinc-tioneí
na, que está presente en baja concentracion en e] higado de] a­
nima] hembra. Durante ias siguientes 2-3 horas 1a cantidad de
cadmio asociado a 1a tioneina aumenta primero 1entamente, y des
pues rápidamente hasta ilegar a un meximo que se produce a'i ­
gua] tiempo que en e] macho.

I.11.5.1.2 Respuesta a1 zinc

A pesar de que 1a zinc, o (zinc, cobre)-tioneinas, pare ­
cen estar a menudo presentes en bajas concentraciones en e] hi­
gado de varias especies de mamíferos, 1a sintesis aumentada de
metaiotioneina Iuego de 1a inyeccion i.p. de zinc se inicia 1ug
go de transcurrido un tiempo. Davies, Bremner y Miiis (1973) de
mostraron que 1a sintesis hepática de zinc-tioneina en ratas,
en respuesta a 1a inyección i.p. de zinc (300 ug/animai), empe­
zaba 1uego de 2 horas y aicanzaba un maximo a ias 18 horas.
Squibb, Cousins y Feidman (1977) utiiizando 35S-cisteina y 65Zn
(2 mg/rata) iiegan a 1a conclusion que 1a sintesis de tioneina
precede a 1a unión de] catión a 1a misma. De acuerdo con estos
autores 1a estimuiación de 1a sintesis de zinc-tioneina es casi
5 veces mayor iuego de una segunda dosis de 2 mg de zinc, que
Ïuego de 1a primer dosis recibida 20 horas antes. Los autores
sugieren que eiio se debe a que 1a primer dosis aumenta 1a capa
cidad de] higado de sintetizar metaiotioneina. Como1a inyec ­
cion de zinc estimuia 1a produccion de.tioneina-mRNA, 1a acting
micina D, que impide 1a transcripción de DNAcomo mRNA,inhibe
1a inducción de tioneina por e] zinc, y también por e] cadmio.
Squibb et a]. (1977) haiiaron que 1a sintesis de tioneina 1uego
de 1a segunda inyeccion también se inhibia por pretratamiento
con'actinomicina D. E110 impiica 1a produccion de nuevo mRNAy,
por 10 tanto, que e] reservorio de tioneina mRNAinducido por



]a primer dosis de zinc, tiene una vida media corta. Comoias
tioneinas inducidas en e] higado de rata por e] zinc y por e]
cadmio tienen idéntica composicion de aminoácidos y propieda ­
des electroforéticas simiiares (Ninge et a1., 1975 a), presumi
biemente ambos cationes estimuïan 1a producción de] mismo men­
sajero. Es improbabie entonces que e] mensajero inducido por
e] cadmio, aun cuando este estabiiizado por e] meta], tenga u­
na vida media extremadamente 1arga. La sintesis inmediata de
cadmio-tioneina, que se produce en e] higado de ratas tratadas
con cadmio en respuesta a una segunda dosis de] catión, aun si
esta se administra varios meses despues, sugiere entonces que
1a concentracion de mRNAnecesaria, se mantiene por e] recam ­
bio de 1a metaiotioneina (Webb, 1977).

La concentración hepática de zinc-tioneina en ratas defi
cientes en zinc aicanza un maximo siete horas despues de 1a in
yeccibn de] meta], decreciendo 1uego airededor de un 50% en 24
horas (Bremner y Davies, 1975). En ratas normales, iuego de 1a
administración i.p. de zinc, se 11ega a una concentracion maxi
ma de este catibn en higado a las 24 horas, y iuego decrece a1
nivel contro] a ias 48 horas (Richards y Cousins, 1975 a).
Feidman y Cousins (1976) han demostrado que ia zinc-tioneina
hepática inducida por e] zinc tiene una rápida veïocidad de re
cambio (vida media 18-19 horas). Es posibie entonces, que 1a
vida media de 1a (cadmio, zinc)-tioneina inducida por e] cad­
mio en e] higado de rata, varie con 1a reiación Cd/Zn en 1a mg
1ecu1a.

I.11.5.1.3 Respuesta a] cobre

Los mecanismos_que operan en 1a inducción y sintesis de
1a cobre-queiatina y/o de 1a (cobre, zinc)-tioneina en respues
ta a1 cobre parecen ser muy simiiares a aqueiios que controian
1a producción de (cadmio, zinc)-tioneina en respuesta a1 cad­
mio.

Asi, 1uego de 1a administracion parentera] de cobre, es­
te se acumuia iniciaïmente en 1a fracción proteica de a1to pe­
so moiecuiar de] citoso] hepático, 1a subsiguiente eiiminacion
de] cation de estas proteinas se correïaciona con 1a sintesis
de tioneina, que comienza pasadas ias dos horas (Bremner y Da­
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vies, 1974). A medida que progresa 1a sintesis, aumenta e] con­
tenido de zinc unido a 1a tioneina en paraieio con e] de cobre.
Bremner, Hoekstra, Davies y Young (1978) han demostrado que 1a
vida media de 1a apoproteina de 1a metaiotioneina inducida por
e] cobre en ei higado de rata depende de ias concentraciones de
zinc en e] anima], y se reduce en deficiencia de] óitimo meta].
Terao y Owens (1973) informaron que se produce un rapido recam­
bio de 1a tioneina asociada con cobre, con una vida media de
seis horas, en higado de rata iuego de 1a administración i.v.
de 67Cu.

1.11.5.2 Cinótica de 1a sintesis y degradación en riñón

Iniciaïmente se consideró que en e] riñón se acumuiaba
cadmio asociado a 1a tioneina sintetizada en e] higado, que por
fiitración giomerular y reabsorción tubuiar iograba ubicarse en
dicho órgano (Piscator, 1964).

Probst, Bousquet y Miya (1977, a, b) 11egan a 1a conciu­
sión de que e] higado es e] principa] sitio de 1a sintesis de
metaiotioneina inducida por e1 cadmio. Sin embargo otras expe ­
riencias sugieren, que 1a sintesis de tioneina se produce tam ­
bien en e] riñón, una vez que 1a concentración de cadmio sobre­
pasa e] umbra] necesario, y es independiente de 1a de] higado.
Por ejempio, se ha demostrado que 1a sintesis de metalotioneina
se produce en cuitivos de ceïuias de corteza rena] de cerdo,
cuando se hacen desarroiiar ¿n vitae en presencia de cadmio
(webby Danie], 1975). Ademas, las metaiotioneinas hepáticas y
renales de rata, inducidas por e] cadmio difieren mucho en sus
contenidos de zinc y de cobre (Stonard y Webb, 1976).

Cousins (1979) considera improbabie que e] cadmio sea
transportado de] higado a1 riñón comometaïotioneina. La Figura
3, muestra ios conceptos de Cousins. Cuando e] cadmio entra a
ias ce1u1as de 1a mucosa intestina] participa en ia inducción
de 1a metaiotioneina intestinai. Dicha proteina, a su vez, se ­
cuestra una porción importante de] cadmio de 1a dieta, que in ­
gresa asi a1 interior de ias cóiuias de 1a mucosa intestina].
E1 cadmio transportado por e] piasma 11ega a1 higado y se inco:
pora a 1a metaïotioneina hepatica. Cousins ha iogrado demostrar
que 1a cadmio-tioneina hepática puede sufrir degradación, aun­
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CELULA DE PLASMA CELULA

LA MUCOSA HEPATICA

INTESTINAL

(d (d mRNA

Tioneína Polisomas

DIETA Palisomas TiOn rn;
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Cd-Tioneína ® Cd-Tioneína(dá
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Figura‘3: Esquemaadaptado de Cousins (1979) que ilustra aspeg
tos de] transporte de] cadmio y de 1a biosíntesis de
cadmio-tioneína. E1 riñón Sintetizarïa su prepia me­
talotíoneïna.
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que 1a veiocidad de dicho proceso es mucho menor que en e] ca ­
so de 1a tioneina o 1a zinc-metalotioneina. E1 cadmio iiberado
interaccionaria con otros componentes ce1u1ares. Eventuaimente
e] cadmio se puede depositar en 1a celuia rena], 1a cua] sinte­
tiza su propia metaiotioneina.

Tanaka, Nomura, Onosaka y Min (1981) sugieren que 1a me­
talotioneina hepática se puede 1iberar a 1a sangre y transpor ­
tarse a1 riñon y orina en cierto tipo de desordenes hepáticos.

Sin embargo, Garvey y Chang (1981) han detectado median­
te RIA aumentos de metaïotioneina en piasma, Iuego de una, dos
o tres inyecciones con dosis subïetaies de cadmio.

Existen pocas investigaciones re1ativas a 1a sintesis de
tioneina en e] riñon en respuesta a cadmio u otros cationes. E3
tudios simuitaneos de 1a biosintesis de metaiotioneinas hepati­
cas y renaïes permitieron a Shaikh y Smith (1975, 1977) 11egar
a 1a conclusion de que ios residuos de cisteina se incorporan
directamente en ias metaioproteinas de ambos órganos, pero a di
ferente veiocidad. Asi se encontro que mientras que 1a incorpo­
ración de 1"C o 35S-cist(e)ina en 1a metaiotioneina hepática cg
menzaba 1uego de 2-3 horas y era maxima entre 8 y 12 horas des­
pues de 1a administración de cadmio, 1a biosintesis de 1a pro ­
teina rena] comenzaba 1uego de una hora y a1canzaba un maximo a
las 4 horas. Comoe] tratamiento con cicToheximida inhibia 1a
incorporación de] precursor marcado en ias tioneinas de higado
y de riñón, mientras que e1 tratamiento con actinomicina D impg
dia 1a sintesis de proteina sb1o en e] higado, Shaikh y Smith
(1975, 1977) atribuyeron las diferencias en e] curso de] tiempo
de 1a sintesis de tioneina en dichos organos a diferencias en
los mecanismos de contro].

En e] higado existe aparentemente un contro] transcrip ­
cionaï y en e] riñon un contro] trasïacionai de 1a sintesis de
tioneina, iuego de 1a exposicion a1 cadmio. Shaikh y Smith
(1977) sugieren que ios riñones de ios controies pueden tener
más metaiotioneina que e] higado, y asi puede ser mayor 1a con­
centración de mRNAsespecifico. En e] higado, que 1uego de una
exposición aguda acumula más cadmio que e] riñon, se necesita
producir nuevo mRNApara que empiece 1a sintesis aumentada de



tioneina. En e] riñón, parte de] cadmio asimiïado se une.inme ­
diatamente a 1a metaïotioneina, y además_1a concentración de
mRNAscitopïasmatico es suficiente para 1a traslación sin atra
so de proteina adiciona].

La vida media de 1a apoproteina de 1a cadmio-tioneina
rena] (5 dias; Shaikh y Smith, 1976) es casi e] doble que 1a
de 1a proteina hepática inducida por e] cadmio (2,8 dias;
Shaikh y Smith, 1975, 1976). Sin embargo, no existen diferen ­
cias significativas en Ta vida media de 1as metaïotioneinas he
paticas y renaïes inducidas por e] cobre en ratas, con concen­
traciones endógenas normaïes de zinc (Bremner et a1., 1978).

Suzuki y Yamamura(1980) ana1izaron mediante 1a tecnica
mencionada en 1.11.2 1as variaciones con e] tiempo de isometa­
1otioneinas en higado y riñon; 1uego de una inyeccion de cloru
ro de cadmio a ratas comprobaron que tanto las reïaciones de
metaïotioneina 1/11 como de Cd/Zn en cada isometaïotioneina en
higado variaban con e] tiempo. E1 cadmio en 1os sobrenadantes

de riñon aumentaba 1enta pero constantemente con e] tiempo y
se ha11aba presente comotres isometaïotioneinas. Los autores
sugieren que estas diferencias pueden estar re1acionadas con
1a distinta resistencia de 1as isometa1otioneinas frente a 1as
enzimas proteo1iticas y a 1as constantes de estabiïidad entre
metaïes e isotioneinas.

1.11.6 Sintesis de metalotioneinas en otros órganos

Se ha prestado poca atención a 1a sintesis de cadmio­
tioneina en otros tejidos, pero en genera] en organos distin ­
tos de] higado, riñon, intestino, bazo y páncreas, 1as concen­
traciones de] catibn son bajas y es posibïe que no a1cancen
los niveïes necesarios para 1a sintesis de tioneinas.

A pesar de que e] cadmio se acumuïa en bazo (en rata es
aproximadamente 1:10 dé 1a concentración en higado) Webby
Verschoy1e (1976) no pudieron detectar cadmio-tioneina en bazo
de ratas, 1uego de 1a inyección i.v. de 109Cd (1,0 mg/kg).
Amachery Ewing (1975) aisïaron pequeñas cantidades de proteif
nas que unen cadmio de 105 bazos de ratas y perros, después de
1a administración parentera] de mu1tip1es dosis de cadmio. Es­
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tas proteinas aparentemente tienen mayor peso mo1ecu1ar, que
ias metaiotioneinas de riñon de rata, aunque otras propiedades
son simiïares.

Tambien 1a ingestión continua de pequeñas cantidades de
cadmio (2,1 ug/dia) durante dos años conduce a 1a acumuiación
de cadmio-tioneina en e] páncreas (Sabbioni, Marafante, Pietra,
Amantini y Uberta11i, 1978). Sin embargo, parece que 1a cinéti
ca de la sintesis de metaiotioneina en ese órgano en respuesta
a] cation administrado parenteraimente es muydistinta que en
higado (Yau y Mennear, 1977). En páncreas también se ha haïia­
do zinc-tioneina (Bremnerleavies, 1974).

Después de inyecciones repetidas de cadmio, 1a mayor
parte de] meta] en sangre se ha11a en ios eritrocitos y por 10
menos un 60% parece estar unido a 1a tioneina (Nordberg et a1 u
1971 a, b). Nordberg (1977) sugiere en base a sus experiencias
que ias metaiotioneinas existen tanto en eritrocitos comoen
piasma. Garvey y Chang (1981) han detectado mediante RIA meta­
iotioneinas en piasma, ïuego de una, dos o tres inyecciones
con 0,8 mg Cd/kg.

Hiidebrand y Cram (1979) estudiaron cultivos de céiuias
sanguineas incubadas con cadmio y encontraron una proteina con
caracteristicas similares a 1a cadmio-tioneina.

Garty, Wongy Klaassen (1981) ha11aron en ratas inyecta
das con 1 mg Cd/kg i.v. (intravenoso) que e] cadmio en ios eri
trocitos se encuentra distribuido entre citoso] y fantasmas.
Luego de 5 y de 60 horas e] cadmio citosóiico se ha11a unido
principaimente a proteinas de aito peso moiecuiar (PM). A 1as
60 noras e] meta] se asocia también a una proteina con PMsiml
iar a] de 1a metaïotioneina pero que difiere de e11a en otras
caracteristicas.

Suzuki, Yamaday Shimizu (1981) han iogrado detectar
dos isometaiotioneinas en timo de raton.

1.11.7 Funciones bioiogicas de las metaiotioneinas

Respecto a ias funciones bioïogicas de las metaïotionei­
nas, se han sugerido varias, entre las cua1es podemos conside ­
rar:



i
V

Rol en el metabolismo intermedio

ii) Regulación del metabolismo del zinc

iii) Acumulación del exceso de zinc

iv Función de conservación
V

v) Absorción del zinc

vi) Rol de almacenamiento y regulatorio de las cobre-tionei­
nas

vii) Función en el desarrollo fetal y_postnatal

viii) Transporte de metales

ix) Respuesta inmune

x) Funcion en las intoxicaciones con metales

1.11.7.1 Rol en el metabolismo intermedio

Se ha propuesto que la proteina libre puede ser la molg
cula biológicamente activa, que actuaria en el mantenimiento
de los potenciales de oxido-reducción y transporte iónico (Ka­
gi et al., 1974), o como un reservorio metabólico de residuos
de cisteina (Neser, RUpp, Donay, Linnemann, Voelter, Voetsch y
Jung, 1973). Para impedir la oxidación y preservar estas fun ­
ciones seria necesaria la coordinación de los grupos sulfhidri
los de la tioneina a un catión adecuado (por ejemplo zinc) (So
kolowski y Neser, 1975).

Otra posibilidad seria que el derivado de cobre de la
tioneina fuera la forma activa. El descubrimiento de una cobre
-tioneina (cuprodoxina) oxidable en forma reversible c0ndujo a
Prinz y Neser (1975 b) a proponer una función para esta metalo
proteina en sistemas bioenergéticos, particularmente cuando el
contenido de la citocromo c oxidasa es bajo, como en el caso
de fetos y en levaduras crecidas anaerobicamente. Segun Prinz
y Weser la biosintesis de zinc-tioneina es un requerimiento
previo para la produccion de cuprodoxina.



Neser et a]. (1973) también han discutido 1a posibiïi ­
dad de que 1a tioneina, o su compïejo con e] zinc, puedan te ­
ner una función enzimática esencia], aunque todavia desconoci­
da.

Todas estas hipótesis expiicarian 1a acumuïación de me­
taiotioneinas en animaies expuestos a iones metaïicos tóxicos
(por ejempïo cadmio y mercurio, ya que estos cationes serian
potentes inhibidores de 1a función de 1a tioneina o metaiotio­
neina) en cuyo caso para superar 1a inhibición aumentaría 1a
sintesis de RNAy de 1a proteina.

1.11.7.2 Reguïación de] metaboiismo de] zinc

Es difici]
tesis anteriores con 1a

conciiiar aigunas de las sugerencias e hipó­
inducción de 1a sintesis de tioneina

1973),
(Bremner y Marshai], 1974) y en cerdos jóvenes, cuando

que se produce en higado de rata (Bremner et a1., ru­
miantes
1a concentración de zinc hepático excede un umbra] c1aramente

(Webb,
participa en 1a regulación de] metaboiismo de] zinc ha encon ­
trado fuerte apoyo experimenta] (Bremner et a1., 1973; Bühïer
y Kági, 1974; 1974;
1974; Chen, Nhanger y Weswig, 1975, b, c), y de acuerdo con R1

definido. La sugerencia 1972 a, b) de que 1a tioneina

Richards et a1., Chen, Eakin y Whanger,

chards y Cousins (1976) existe poca duda de que 1a tioneina
sea una proteina reguiadora, con una función especifica en e]
metaboïismo de] zinc.

1.11.7.3 Acumulación de] exceso de zinc

Chen, Vasey y Whanger (1977) han demostrado que 1a
zinc-tioneina que se acumuïa con rapidez en e] higado de ratas
en respuesta a 1a administración de a1tos nive1es de zinc, se
agota en tres dias, cuando_ios animaïes se transfieren a Una
dieta deficiente en zinc. A1 mismo tiempo se produce una aumen
tada excreción urinaria y feca] de] zinc, asociada con compueí
tos de bajo peso m01ecu1ar; 1a zinc-tioneina, sin embargo, no

puede detectar en orina ni en bilis.se Estos autores 11egan a
ia conclusión de que 1a tioneina juega un pape] fundamenta] en
1a acumuïación de] exceso de] zinc, más que en e] almacenamien
to de] catión para su posterior utiïización.

42



43

1.11.7.4 Función de conservación

Se sugiere sin embargo, una función de conservación cuan
do se forma zinc-tioneina hepática en ratas durante el trauma
post-quirurgico (Bremner y Davies, 1975) y en respuesta a la i­
nanición (Bremner et al., 1973; Richards y Cousins, 1976).

1.11.7.5 Absorción del Zinc

Evans, Dubois y Hambridge (1973 a) y Evans, Grace y Hahn
(1973 b), demostraron que la concentración de zjnc en el plasma
controlaba el contenido de dicho metal en la mucosa intestinal,
y esta ültima,mediaba, por lo menos en parte, el proceso de ab­
sorción del zinc. Previamente, el aislamiento de proteinas ten­
tativamente identificadas comotioneinas, con alta afinidad por
el zinc y cobre de la mucosa intestinal de gallina (Starcher,
1969), rata (Evans y Cornatzer, 1970) y vaca (Evans, Majors y
Cornatzer, 1970), condujo a la suposición de que la tioneina tg
nia una función reguladora en la absorción y/o transporte de di
chos cationes. Trabajos posteriores (Hahn y Evans, 1973; Evans
et al., 1973 a, b; Evans, Grace y Hahn, 1974; Evans y Hahn,
1974; Evans, Nolenetz y Grace, 1975; Evans y Winter, 1975), sin
embargo, establecieron que a) la zinc-tioneina no esta presente
en la mucosa intestinal de ratas deficientes en zinc después de
la administración oral de zinc (es decir cuando la velocidad de
absorción es alta) y b) la tioneina no es mediador de la absor­
ción de zinc y esta se produce por interacciones entre un pépti
do de bajo peso molecular (Evans y Hahn, 1974) que actüa como
ligante del zinc en la mucosa intestinal y el grado de satura­
ción de los sitios de unión de cationes de la albúmina serica
(Suso y Edwards, 1971; Evans et al., 1975) o transferrina (E­
vans y Winter, 1975).

Richards y Cousins (1975 a, b, 1976) encontraron que la
absorción intestinal de 65Zn disminuia en ratas que recibian
una dosis de 2 mg de zinc, pero no se hallaba afectada en ratas
que se trataban con actinomicina D antes de la administración
del zinc. La absorción del zinc se relacionó inversamente con
la sintesis de zinc-tioneina en la mucosaintestinal y directa­
mente con el contenido en este tejido del péptido de zinc de ba
jo peso molecular. En controles, cuando las velocidades de ab­



sorción eran aitas, se encontraban grandes cantidades de zinc
en 1a forma mencionada en üitimo 1ugar. Los autores sugieren­
que 1a unión de] zinc a 1a tioneina de ios hepatocitos y ceiu­
1as de 1a mucosa intestinal, o su iiberación de ios mismos es­
ta re1acionada directamente con 1a concentración de zinc en e]
suero. Se considera que 1a sintesis de dicha proteina en e] hi
gado controia e] ingreso y aimacenamiento de] zinc para su fu­
turo uso, mientras que en 1a mucosa intestinal provee una fuen
te aiternativa que puede asociar cationes y competir con e] 11
gante de bajo peso molecuiar, que funciona en 1a absorción de]
zinc, reguiando asi ia transferencia de] catión a 1a sangre.
La sintesis de tioneina en e] intestino de rata en respuesta a
1a administración ora] de cadmio, que se ha demostrado por es­

1975), puede te ­
ner importancia en 1a inhibición de 1a absorción de] zinc por
tudios con 3H-cisteina (Sugawara y Sugawara,

e] cadmio.

1.11.7.6 Ro] de aimacenamiento y reguiatorio de ias cobre-tio­
neinas

Para ias proteinas inducibies que unen cobre.de1 higado
y de] intestino se han propuesto similares funciones de aimace
namiento, reguiatorias y de transporte. Ninge et a1. (1975 b)
sugieren que 1a queiatina, una metaioproteina qUe muestra dife
rencias con 1a tioneina, puede actuar a1 mismo tiempo como pro
tectora contra 1a citotoxicidad de] cobre y como un mecanismo
de aimacenamiento y homeostatico para esta catión en e] higa­
do.

Davies y Campbeii (1977) señaïan que 1a interpretación
de 10s resuitados de muchas experiencias es difici], ya que
ias proteinas que contienen cobre todavia no estan bien carac­
terizadas.

1.11.7.7 Función de ias metaiotioneinas en e] desarroïio fetai
y postnata]

Las proteinas que asocian cobre de] higado de varias es
pecies animaïes, en contraste con 1as proteinas intestinaies,
.se han caracterizado como(cobre, zinc)-tioneinas. Estas meta­
iotioneinas y/o ias zinc-tioneinas parecen estar presentes en
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grandes cantidades en ciertos tejidos fetales y pueden jugar
un papel importante en el desarrollo pre y postnatal (Kági et
al., 1974).

1.11.7.8 Transporte de metales

Se ha especulado acerca de que las metalotioneinas po ­
drian jugar un papel en el transporte de ciertos metales del
higado al riñon, fenomeno observable con el transcurso del tiem
po en los diversos estudios de exposición al cadmio.

Sin embargo, algunas evidencias experimentales no apoyan
esta hipótesis. Por ejemplo, la sintesis de cadmio-tioneina pue
de hacer disminuir el transporte de la forma difusible de cad ­
mio y por lo tanto su excreción biliar (Cherian, 1977 b). El
transporte de cadmio del higado al riñón podria realizarse por
medio de quelacion por aminoácidos azufrados de péptidos de ba­
jo peso molecular. Un gran porcentaje de cadmio en la bilis ha
sido identificado comocadmio-glutatión (Cherian y Vostal,
1977). Otra posible forma de transporte seria una unión débil
a proteinas plasmáticas como la albúmina (Cherian y Goyer,
1978). Uno de los mayores argumentos en contra de un rol trans­
portador del cadmio para la cadmio-tioneina es su potencial e ­
fecto nefrotóxico (Cherian, Goyer y Richardson, 1976 a). Si
bien trazas de cadmio-tioneina en plasma causan daño renal, los
efectos nefrotóxicos de una exposición prolongada al cadmio apa
recen recien luego de un periodo de tiempo muy largo (Cherian,
Goyer y Richardson, 1977).

Segun Kági y Nordberg (1979) la metalotioneina aparece
en sangre y orina luego de una exposicion continua al cadmio, y
se ha postulado que el ensayo de metalotioneinas en plasma y o­
rina podria ser util comoindicador especifico de la intoxica ­
cion con cadmio.

Tanaka et al. (1981) produjeron experimentalmente, me ­
diante administración de tetracloruro de-carbono un desorden he
patico en ratas expuestas a 109Cd. Observaron entonces una dis­
minución del cadmio hepático y un aumento de cadmio en plasma,
riñón y orina. El cadmio tanto en el sobrenadante hepático como
en el riñon, plasma y orina de las ratas tratadas con tetraclo­



ruro de carbono, se hallaba principalmente en la forma de meta
lotioneina. Estos resultados sugieren que la metalotioneina he
patica se puede liberar a la sangre y transportarse al riñón y
orina en cierto tipo de desórdenes hepáticos.

Sin embargo Garvey y Chang (1981) han detectado median­
te RIA aumentos de metalotioneina en plasma, luego de una, dos
o tres inyecciones con dosis subletales de cadmio.

1.11.7.9 Respuesta inmune

La sintesis inducida de metalotioneina por bajas dosis
de metales tóxicos y la proteccion contra dosis subsiguientes
mas altas del metal se describe mas adelante (I.11.7.10.1).
Salta a la vista una analogía con la sintesis por efecto de un
antígeno de inmunoglobulinas en las respuestas inmunes en gene
ral.

El timo, los nódulos linfáticos y el bazo son organos
relacionados con la inmunidad, y varios autores han detectado
modificaciones y/o formacion de metalotioneinas en dichos orga
nos.

La administracion de una dosis subletal de cadmio oca­
siona una atrofia timica transitoria caracterizada por una dis
minución de peso (Suzuki et al., 1981). La deficiencia de zinc
también produce una involución del timo, y ademas una disminu­
ción de la capacidad inmune humoral (Jardieu y Fraker, 1979).
Suzuki et al. (1981) suponen que la involución del timo, luego
de la administración de cadmio podria deberse a una deficiencia
de zinc. Estos Ultimos autores logran ademas detectar las dos
isometalotioneinas en timo de raton.

Por otro lado, Amacher y Ewing (1975) y Suzuki, Motomu­
ra, Tsuchiya y Yamamura (1980), han informado que el cadmio in
duce metalotioneinas en bazo.

Hildebrand y Cram (1979) estudiaron cultivos de celulas
sanguíneas incubadas con cadmio y encontraron que la metalotig
neina se induce solo en los linfocitos pero no en los eritrocl
tos maduros.



A] presente se sabe poco acerca de] efecto de 1a sinte ­
sis de metaïotioneina en 1a respuesta inmune de] cuerpo, ya sea
a nivel de 1os 1infocitos T (dependientes de] timo) que inter ­
vienen en 1a inmunidad ce1u1ar o ios B (derivados de 1a méduia
ósea) que actuan en 1a inmunidad humorai.

1.11.7.10 Función de 1a tioneina en ias intoxicaciones con me­
tales

Desde ei punto de vista de 1a saiud ambienta] y ocupacig
na], y tambien de ias intoxicaciones accidentaïes y alimenta ­
rias, resuita interesante que 10s metaies inducen 1a sintesis
de tioneinas, ya que dicho fenómeno parece modificar 10s efec ­
tos patoiogicos de 1a exposición a ios mismos.

I.11.7.10.1 Función protectora

Como1a primer metaiotioneina aisiada tenia un alto con­
tenido de cadmio, se supuso que una función de 1a misma era pro
veer un mecanismo de defensa contra ese catión tóxico y aparen­
temente no esencia]. Kági y Va11ee (1960, 1961) ya consideraron
esa posibiiidad, y Piscator (1964) confirmó que en higado de cg
nejo se formaban grandes cantidades de meta1oproteinas en res ­
puesta a 1a administración repetida de cadmio. Dicho autor pro­
puso que una vez que se ha iniciado 1a sintesis de tioneina, e]
anima] se hace resistente a1 cadmio y puede toierar altas dosis
de] mismo. La importancia toxicoiogica de esta hipótesis estimg
lo muchas investigaciones sobre 1a sintesis de metaiotioneinas
en respuesta a 1a exposición a1 cadmio y otros cationes bivaien
tes. Numerososestudios posteriores (Nordberg, 1971; Nordberg
et a].,.1971 a, b; Squibb y Cousins, 1974; Stonard y Webb, 1976;
Friberg et a1., 1974) demostraron que 1a exposición proiongada
a bajas dosis de cadmio por inyección o ingestión puede condu ­
cir a 1a acumuiación de altas concentraciones de] catión y esta
biecieron c1aramente que 1a metaiotioneina cumpiia una funcion
en 1a detoxificación. Una aïta proporcion de1.cadmio retenido
por e] anima] se acumuia en e] higado y Ios riñones y 1a mayor
parte se une firmemente a 1a proteina inducibie. Sóio una peque
ña parte (quizas 10%) dei meta] en dichos organos queda poten ­
cialmente disponibie para interferir con enzimas esenciaies y
procesos funcionaies.



Se reconoce que el mecanismo de detoxificación provisto
por la sintesis induCible de tioneina no queda restringido al
cadmio, sino que probablemente actüa también en condiciones de
exposicion cronica a bajos niveles de mercurio (Piotrowski, Bo

1973) o a concentraciones elevadas de cobre
1973).

mos cationes son esenciales, a ciertas concentraciones son tam

lanowska y Sapota,
y zinc (Bremner y Davies, A pesar de que estos dos ülti

bien potencialmente muytóxicos; el zinc por ejemplo inhibe la
Na,
la fosforilacion oxidativa más que el mercurio, mientras que

K-ATPasa del riñon de rata, tanto como el cadmio, e

el cobre en concentraciones extremadamente bajas, inactiva a
la lipoamida oxidorreductasa y es tan efectivo comoel mercu ­
rio en la inducción de cambios de la permeabilidad pasiva de

1977).
les se consideran muy vulnerables a los metales pesados y en
las mitocondrias aisladas (Webb, Los ditioles funciona­

condiciones fisiológicas la proteccion contra los efectos de
dichos metales se puede lograr con un quelante de afinidad más
alta, por ejemplo un politiol comoen la tioneina.

Se debe señalar que muchos cationes ni inducen la sintg
sis de la tioneina, ni se unen a la misma. Shaikh y Lucis
(1970) y Webb (1972 a) informaron que el cobalto, níquel y plg
mono inducen la sintesis de la proteina en cuestión, mientras
que Sabbioni y Marafante (1975 a) encontraron que 37 de 42 di­

sobre la sintesisferentes iones metálicos no tenian-efecto ni
ni sobre el contenido cationico de la metalotioneina inducida
por el cadmio en el higado de rata.

La sintesis de tioneina probablemente tiene poco signi­
ficado en relación con la toxicidad de una Unica dosis aguda
de cadmio, a pesar de que Shaikh y Smith (1977) hallaron un au
mento de la toxicidad administrando a los animales cadmio e
inhibidores de la sintesis de proteinas, pero no se descarta
que ello podria deberse a un efecto sinergico entre metal e
inhibidor.

Se sabe que el pretratamiento de animales de experimen­
tación con una dosis baja de cadmio, protege contra una subsi­
guiente dosis letal del cation (Terhaar, Ris, Boudabushy
Fassett, 1965).
dosis alta de zinc tambien protege contra el daño testicular

Dicho tratamiento previo con cadmio, o con una
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inhibe­
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que se induce en machos (Parizek, 1960; Gunn, Gould y Anderson,
1961), contra la hemorragia placentaria (Parizek, 1964) y con ­
tra las maliormaciones teratogénicas (Ferm y Carpenter, 1967,
1968; Semba, Ohta y Yanamura, 1974). Comolas dosis de pretrata
miento con cadmio y zinc estimulan la formacion de las corres­
pondientes metalotioneinas, se ha considerado la posibilidad de
que dichas metalotioneinas también protejan contra los efectos
de una exposición aguda al cadmio (Webb, 1972 b; Suzuki y Yoshl
kawa, 1974; Leber y Miya, 1976; Squibb, Cousins, Silbon y Levin,
1976; Probst et al., 1977 a, b). Si los sitios de unión de ca ­
tiones en estas metalotioneinas estan completamente saturados
con zinc o, luego de la inducción con cadmio, con cadmio y zinc,
la proteccion podria producirse al reemplazar el cadmio al zinc
en las proteinas presintetizadas. Otra posibilidad, es que el
pretratamiento dispare el mecanismo de sintesis, de modoque la
producción de tioneina se realice mas rapidamente cuando el ani
mal recibe una dosis subsiguiente de cadmio. Ambashipótesis
tienen algun apoyo experimental. Asi, la administración de cad­
mio a ratas pretratadas con zinc ocasiona un desplazamiento de
este Ultimo metal de la zinc-tioneina hepática (Webb, 1972 b) y
de la (zinc, cadmio)-tioneina (Suzuki y Yoshikawa, 1974; Leber

_y Miya, 1976). Yoshikawa (1973) y Suzuki y Yoshikawa (1974) lle
gan a la conclusion de que este reemplazo de zinc conduce a una
acumulación e inmovilización de cadmio en el higado del animal
pretratado y asi disminuye la posibilidad de distribucion del
cation en los otros órganos. Leber y Miya (1976) encuentran que
la tolerancia al cadmio en ratones aumenta con la dosis de pre­
tratamiento, otro tanto sucede con la concentración de (cadmio,
zinc)-tioneina. Despuesde la administracion de la dosis letal,
todo el zinc de la tioneina puede reemplazarse por cadmio.
Probst et al. (1977 b) informan también una correlación positi­
va entre la concentración hepática de (cadmio, zinc)-tioneina
en ratones pretratados con cadmio y la LD 50 del cadmio; ambas
aumentan en proporción a la dosis de pretratamiento. Squibb et
al. (1976) hallan que el pretratamiento de ratas con una dosis
oral de 20 mg/kg protege contra una segunda dosis de 100 mg/kg,
tambien administrada oralmente después de un intervalo de 24
horas, pero aumenta el depósito de cadmio en higado, riñones y
testiculos. En los controles no pretratados, luego de la admi­
nistracion oral de 100 mg/kg de cadmio la sintesis de tioneina



hepática tarda mas en realizarse y en las primeras 1-3 horas el
'“catión se asocia con las proteinas de alto peso molecular del

citosol hepático. En las ratas pretratadas, la sintesis de tio­
neina se produce rapidamente y en todo momento luego de la adml
nistración de la segunda dosis, el cadmio en la fracción solu ­
ble del higado esta asociado a esta proteina.

Otras observaciones, sin embargo, no parecen estar de a­
cuerdo con la premisa de que la (cadmio, zinc)-tioneina preindu
cida protege contra la toxicidad aguda del cadmio. Webby
Verschoyle (1976), por ejemplo, han demostrado que mientras que
el higado de las ratas pretratadas con cadmio mantiene su conte
nido de (cadmio, zinc)-tioneina y su capacidad de sintetizar de
inmediato esta metalotioneina, durante un periodo de 9-14 dias,
la tolerancia al cadmio es máxima durante 1-3 dias luego de la
dosis inicial, disminuyendo despues con el tiempo. De acuerdo
con las observaciones de Yoshikawa (1973), Cherian y Vostal
(1974) y Squibb et al. (1976), la deposición de cadmio en el hi
gado era mucho mayor en las ratas pretratadas, que en las que
no lo estaban. En el riñón se unia la mayor parte del cadmio a
la metalotioneina citoplasmatica y menos a los componentes par­
ticulados, pero en los otros órganos (bazo, páncreas, cerebro y
corazón) la distribución intracelular del catión no se alteraba
con el tratamiento. Por otro lado, las ratas en las cuales se
indujo la sintesis de zinc-tioneina por restricción del alimen­
to, eran tan susceptibles al cadmio comolos animales alimenta­
dos normalmente (Webb y Verschoyle, 1976). Webb y Magos (1976)
llegan también a la conclusión de que la protección del cadmio
contra la nefrotoxicidad del mercurio no se puede explicar por
la presencia en los riñones de (cadmio, zinc)-tioneina. A pesar
de que la incorporación de mercurio en la metalotioneina presin
tetizada se produce por desplazamiento de cadmio y zinc de la
misma, y que el mercurio se incorpora a la metalotioneina que
se va sintetizando, no hay que olvidar que ellmercurio se inco:
pora también en otros componentes celulares del riñón. Con do ­
sis de mercurio normalmente nefrotóxicas, la incorporación au ­
mentada de este catión en los componentes nombrados en último
lugar, es mayor que en la metalotioneina, y los autores considg
ran que el cadmio protegé contra un efecto tubular directo del
mercurio.



I.ll.7.10.2 Toxicidad potencial de la cadmio-tioneina

Se ha investigado la influencia directa de la cadmio-tio
neina en la patogenesis de la nefropatia inducida por el cadmio
Nordberg (1971) habia demostrado que la cadmio-tioneina adminií
trada parenteralmente a ratones puede protegerlos de los efec ­
tos agudos del cadmio como la necrosis testicular. Luego se ob­
servó que este complejo metal-proteina puede dañar las células
tubulares renales (Nordberg, Goyer y Nordberg, 1975). Cherian y
Shaikh (1975) y Tanaka, Sueda, Onosaka y Okahara (1975) han de­
mostrado que la distribución de cadmio proveniente de la cadmio
-tioneina en varios órganos es diferente de la obtenida luego
de la inyección de sales de cadmio. La cadmio-tioneina se acumu
la preferencialmente en el riñon, produciéndose una importante
excreción urinaria de cadmio, mientras que las sales de cadmio
se depositan en su mayor parte en el higado.

Estudios ultraestructurales revelaron que la cadmio-tio­
neina causa cambios morfológicos en la membrana plasmática de
las células del lineamiento tubular renal y daños a las mitocon
drias (Cherian et al., 1976 a). Dosis similares de cloruro de
cadmio o de zinc-tioneina no tienen ningun efecto en la morfolg
gia de las celulas renales (Cherian, Kirby y Goyer, 1976 b). En
la actualidad se aCepta generalmente que la cadmio-tioneina ad­
ministrada parenteralmente es una potente nefrotoxina. Sin em­
bargo, no se conoce aün con certeza el mecanismo por el cual la
cadmio-tioneina manifiesta su toxicidad. Existen dos teorias
que están parcialmente apoyadas por evidencia experimental:

i) el complejo cadmio-tioneina mismoes la nefrotoxina (Webb,
1975; Cherian et al., 1976 a) y

ii) los iones cadmio liberados de la cadmio-tioneina por los
sistemas lisbsomales en las células tubulares renales son
los agentes tóxicos (Webby Etienne, 1977).

La inyección i.v. de cadmio-tioneina marcada con 109Cd o
1“Cy 35S-cisteina revelaron que la cadmio-tioneina intacta pus
de alcanzar las celulas renales, y puede filtrarse a la orina
sin una degradación mayor del complejo-metal-proteina, permane­
ciendo mas del 95% del cadmio en el riñón unido a la metalotio­



neina (Cherian y Shaikh, 1975).

E1 ro] de ios 1isosomas eñ 1a patogénesis de 1a cadmio ­
tioneina ha sido investigado. Se observó un mayor número de ii­
sosomas presentes, y un aumento en ias actividades enzimáticas
1isosoma1es siete dias después de 1a inyección de cadmio-tionei
na. Sin embargo, esto puede ser una respuesta secundaria a1 da­
ño de 1a céïuia rena] causado por e] complejo cadmio-proteina,
más que un efecto tóxico primario de 1a cadmio-tioneina misma
(Cherian y Goyer, 1978).

I.11.7.10.3 Progresión de 1a etapa toierante a 1a etapa tóxica,
Iuego de 1a administración crónica de sales inorgá­
nicas de cadmio

Se ha investigado en deta11e 1a infïuencia de 1a cadmio­
tioneina en 1a toxicidad rena] de] cadmio en ratas, 1uego de ad
ministración proïongada de saies inorgánicas de] eiemento (Go­
yer y Cherian, 1977; Cherian et a1., 1977).

Estos estudios indicaron que en e] envenenamiento cróni­
co con cadmio existen dos etapas. La primera es una fase to1e ­
rante, en 1a cua] 1a sintesis de 1a cadmio-tioneina tiene Iugar
y permanece intraceiuiarmente. Durante esta fase la proteina ig
traceiuiar cadmio-tioneina puede proteger de ios efectos tbxi ­
cos de1 cadmio y no se puede detectar en e] pïasma, ni se obse:
van daños en 1a morfoïogia de 1a ce1u1a rena]. La segunda etapa
es una fase tóxica, caracterizada por proteinuria y gïicosuria
y aparece mas adeïante entre ios efectos tóxicos de] cadmio. Se
puede observar entonces e] daño tubuïar rena] y 1a cadmio-tio ­
neina se puede aislar de] plasma de rata. De modo que e] daño
rena] en e] envenenamiento con cadmio inducido experimentaïmen­
te se puede correïacionar directamente con 1a presencia extrace
lular de cadmio-tioneina. I

Sato y Nagai (1980) administrando 0,3 mg/kg de cadmio
subcutaneo (s.c.) durante 4 meses observaron gue durante 1a pri
mer semana e] 97% de] cadmio en higado y riñón estaba unido a
1a.meta10tioneina..A 1as 9, 12 y 16 semanas, 1a mayor parte de]
cadmio'estaba unido a'1a'meta10tioneina pero aparecian cuatro
fracciones adicionaïes de más alto peso molecuïar que tenian u­



nido cadmio (trabajando con e] sobrenadante a 27.000 g) y sugig
ren que esta redistribución podria tener una infiuencia en 1a
toxicidad.

Gonick, Indraprasit, Rosen, Neustein, van de Veide y Ra­
ghavan (1979) han demostrado que 1a administración repetida de
cadmio a ratas normaies conduce a1 desarrolïo de] sindrome de
Fanconi (defecto generalizado de] transporte de membranas) y
que 1a aparición de 1a disfunción tubu1ar rena] coincide con 1a
inhibición de] sistema de transporte ATP-Na,K-ATPasacortica]
rena], ya que bajan ios nive1es de ATPy 1a actividad de 1a
Na,K-ATPasa.

Raghavan y Gonick (1980) sugieren que 1a meta1otioneina
pierde 1a capacidad de unir cadmio antes de que haya suficiente
cadmio 1ibre para inhibir a1 sistema ATP-Na,K-ATPasa. Sus resul
tados se basan en ias siguientes experiencias. Administraron
0,6 mg Cd/kg por dia durante catorce dias. E1 dia quince inyec­
taron 1,8 mg Cd/kg. Dividieron 10s animaïes en Ios grupos pre­
Fanconi (sacrificados Iuego de catorce inyecciones) y Fanconi
(sacrificados dos dias después de 1a inyección número Quince).
Los animaies de] grupo Fanconi presentaban giucosuria y aminoa­
ciduria pero estas anomaiias tubuiares renaies no se ha11aron
en e] grupo pre-Fanconi. E1 higado y 1a corteza rena] de] grupo
Fanconi tenian menor capacidad de incorporar cadmio radioacti­
vo, inyectado 24 horas antes de] sacrificio. Los estudios de
distribución de cadmio marcado, en 1a fracción so]ub1e de] cito
p1asma, indicaron que en 105 animales pre-Fanconi, 1a mayor pa:
te de] cadmio se unia a 1a metaiotioneina, mientras que en ios
animaies de] grupo Fanconi e] cadmio se distribuia por igual en
tre 1a metaïotioneina y Ias proteinas de alto peso moiecuïar.
En 1a corteza rena] dichos cambios estaban asociados con un de;
p1azamiento de 1a fracción soiubie de] citopïasma a 1as fraccig
nes mitocondria] y microsoma]. E110 podria originar una inhibi­
ción de 1as enzimas responsabies de 1a fosforiiación oxidativa
y de] transporte activo (por ejempio Na,K-ATPasa) y se produci­
ria una a1teración de] transporte tubuïar. '

Comocor01ario de este capituïo, habria que poner énfa­
sis en e] hecho de que 1a sintesis de cadmio-tioneina no se pue
de considerar de manera aisïada, sino que se deberia integrar
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con todos 105 aspectos de 1a fisioïogía ceïuïar y de] metabo1ií
mo de 1os eïementos trazas, que infïuyen en 1a toxicidad de]-«­
cadmio. .



1.12 TERAPIA DE LA INTOXICACION CON CADMIO

La terapia de la intoxicación con cadmio tiene como ob­
jetivos eliminar el catión tóxico del cuerpo o anular sus efes
tos.

Comola toxicidad de los metales pesados se produce por
interacciones con ligantes biológicos, se puede a veces alcan­
zar el primer objetivo por medio del uso de agentes quelantes
competitivos de alta afinidad y bajo peso molecular. A pesar
de que los agentes quelantes se han usado con éxito en el tra­
tamiento de la intoxicación con plomo (Chisholm, 1968) en geng.
ral estos compuestos carecen de especificidad. Muchas veces se
producen efectos laterales, por interferencia con el metabolis
mo de varios cationes esenciales. Comolo señalara Schubert
(1955) la eficacia de un ligante para asociar un ión metálico
¿n vivo está determinada no sólo por la constante de formación
del complejo catión-ligante, sino por un número de otros facto
res, comolas constantes de protonación del ligante y las cons
tantes de equilibrio del ión con otros ligantes. Estos equili­
brios no son simples, ya que cada ligante puede formar cantida
des significativas de más de una clase de complejos.

Al estudiar los efectos de distintos quelantes en el
tratamiento del envenenamiento con cadmio, hay que tener en
cuenta que muchas veces se produce redistribución del catión y
aumento del depósito en el riñón. A menudo se reduce la toxici
dad aguda, pero luego se desarrolla severo daño renal. En estu
dios con conejos Mac Farland (1960) verificó este hecho para
el 2,3-dimercaptopropanol (BAL), agente efectivo en el trata ­
miento de muchas intoxicaciones con metales. Otros autores in­
formaron efectos similares, y también mayor depósito en los
testículos en distintas especies animales, usando BAL,cistei­
na y 8,8-dimetilcisteina (penicilamina) (Dalhamny Friberg,
1955; Gunn, Gould y Anderson, 1966; Niemeier, Í967; Kennedy,
1968; Ogawa, Suzuki y Tsu2uki, 1972).

El glicósido del BALno sufre del mismo defecto, pues
se forman complejos menos liposolubles. La excreción del cad ­

'mio se produce en igual grado que con el BAL, pero no se obser
va alteración renal (Gilman, Phillips, Allen y Koelle, 1946;
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Tepperman, 1947). Sin embargo, 1uego de 1a administración de u­
na dosis baja de cadmio resulta menossignificativa 1a redistri
bución de] catión, después de] tratamiento con BAL. En ratas,
1a inyección intramuscuiar de BAL(5 mg) a] quinto y sexto dia
después de] tratamiento con 24 nmoïes de 1°9CdC12 no aitera 1as
funciones renaies. Dicho queïante produce un aumento temporario
de 1a excreción urinaria y una eievación de ia excreción feca],
que se proionga durante varios dias (Shaikh y Lucis, 1972).

Comoios agentes queiantes más conocidos son soiubïes en
agua, su efectividad depende de un funcionamiento rena] norma]
(Burgen, Martz, Forney, Steinrauf y Biickenstaff, 1976; Mayy
Wiïiiams, 1977).

Se ha tratado de aumentar 1a excreción bi1iar y fecal de
cadmio por administración de tiocoiesteroi (Burgen et a].,
1976). Dicho agente (240 mg/kg i.p.) reducía 1a mortaiidad des­
pués de una dosis aguda de CdC12 (10 mg/kg i.p.), pero no protg
gia contra 105 efectos de] cadmio administrado oraimente.

E1 EDTAy otros ácidos aminopolicarboxiiicos aparentan
ser más activos en 1a eiiminación de cadmio administrado paren­
teraimente que e1 BAL, peniciiamina y otros compuestos tióiicos
(Sivjakov y Braun, 1959; Ogawa et a1., 1972). De estos compues­
tos e] más efectivo parece ser e] ácido dietiientriaminopentaa­
cético (DTPA), siempre y cuando se administre a1 mismo tiempo o
inmediatamente después que e] catión (Niemeier, 1967; Ogawaet
a1., 1972). Si 1a administración de] compïejante se retrasa, 1a
efectividad disminuye proporcionaïmente a] tiempo transcurrido.
Luego de 24 horas, e] DTPAno tiene más efecto en 1a elimina ­
ción de] cadmio en ratones (Ogawa et a1., 1972). Parece que e]
DTPAy compuestos similares actúan principaimente sobre e] cad?
mio que circuïa en e] piasma. Rahman, Rosentha], Cerny y More­
tti (1974) dtiiizaron agentes queiantes encapsuiados con lípi­
dos, aumentando asi 1a deposición de] quelante en ios tejidos y
en e] caso del piomo y e] p1utonio, aumentando 1a excreción de
ios metaies. No se han determinado ios efectos de ios queiantes
encapsuiados para e] caso de] cadmio.

Tratándose de] cadmio, 1a inducción de 1a tioneina coml
piica 1a terapia por queïación.
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Tepperman, 1947). Sin embargo, luego de 1a administración de u­
na dosis baja de cadmio resuïta menossignificativa 1a redistrl
bución de] catión, después de] tratamiento con BAL. En ratas,
1a inyección intramuscuiar de BAL(5 mg) a] quinto y sexto día
después de] tratamiento con 24 nmoïes de lo9CdC12 no a1tera 1as
funciones renaïes. Dicho queiante produce un aumento temporario
de 1a excreción urinaria y una elevación de 1a excreción feca],
que se proionga durante varios dias (Shaikh y Lucis, 1972).

Como1os agentes queiantes más conocidos son soiubïes en
agua, su efectividad depende de un funcionamiento renal norma]
(Burgen, Martz, Forney, Steinrauf y Bïickenstaff, 1976; Mayy
Wiiïiams, 1977).

Se ha tratado de aumentar 1a excreción bi1iar y fecal de
cadmio por administración de tioco1ester01 (Burgen et a1.,
1976). Dicho agente (240 mg/kg i.p.) reducía 1a mortaïidad des­
pués de una dosis aguda de CdC12 (10 mg/kg i.p.), pero no protg
gia contra los efectos de] cadmio administrado oraimente.

E1 EDTAy otros ácidos amin0p01icarboxi1icos aparentan
ser más activos en 1a eliminación de cadmio administrado paren­
tera1mente que e1 BAL, peniciïamina y otros compuestos tióiicos
(Sivjakov y Braun, 1959; Ogawa et a]., 1972). De estos compues­
tos e] más efectivo parece ser e1 ácido dietiïentriaminopentaa­
cético (DTPA), siempre y cuando se administre a1 mismo tiempo o
inmediatamente después que e] catión (Niemeier, 1967; Ogawa et
a1., 1972). Si 1a administración de] compiejante se retrasa, 1a
efectividad disminuye proporcionaïmente a1 tiempo transcurrido.
Luego de 24 horas, e] DTPAno tiene más efecto en 1a e1imina ­
ción de] cadmio en ratones (Ogawa et a1., 1972). Parece que e]
DTPAy compuestos simiiares actúan principaimente sobre e] cad­
mio que circuia en e] piasma. Rahman, Rosentha], Cerny y More ­
tti (1974) utiiizaron agentes queïantes encapsuiados con 1íp1­
dos, aumentando asi 1a deposición de] queiante en ios tejidos y
en e] caso de] pïomo y e] p1utonio, aumentando 1a excreción de
los metaies. No se han determinado ios efectos de 105 queïantes
encapsuïados para e] caso de] cadmio.

Tratándose de] cadmio, la inducción de_1a tioneina com­
p1ica 1a terapia por queiación.



Por eHo se hace necesario buscar terapias a1ternativas.
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I. 13 ZINC Y CADMIO

Varios mecanismos rigen ias interacciones de ios eiemen­
tos inorgánicos en e] organismo, estos usuaimente impïican com
petencias por ios sitios de unión y transporte en ias metaio­
proteinas y otros c0mponentes funcionaies, y se pueden producir
durante 1a absorción, distribución y excreción.

E1 zinc es un eiemento esencia]. En algunos paises se ha
recomendado e] uso de saies de zinc como supiemento de 1a die­
ta o como medicamento.

E1 zinc se diferencia de otros e1ementos trazas, en que
no parece existir un depósito funciona] de] mismo. Casi todo
e] zinc se ha11a atrapado en ios huesos o en las proteinas,
por 10 cua] se desarroiian sintomas de carencia inmediatamente
despues de administrar una dieta deficiente en e] meta] (Goi­
den y Goiden, 1981).

Comose ha señalado ya, e] zinc tiene varias propiedades
fisico-químicas simiiares a] cadmio y acompaña a este Ditimo
meta] en 1a naturaieza. E1 zinc revierte aigunos efectos tóxi­
cos de] cadmio. Parizek (1957) y Gunn, Gouïd y Anderson (1961)
observaron que administrando simuitaneamente por via subcutáng
a zinc y cadmio a ratas, se evitaba e] seVero daño testicuiar
observado cuando e1 cadmio se administraba soio. Gunn, Gouid y
Anderson (1963) informaron también que e] zinc prevenia tumo­
res de ios testicuios. Schroeder y Buckman(1967) demostraron
que 1a inyeccion de un queiante de zinc podia reducir 1a hiper
tensión sanguínea observada en ratas tratadas con cadmio. Ade­
más eJ zinc se opone a otras aiteraciones provocadas por e]
cadmio, como disturbios en 1a homeostasis de 1a giucosa y en
1a función hepática y pancreática (Meraïi y Singha], 1976). La
administración de zinc antes de] cadmio produce un marcado au­
mento de 1a Dosis Leta] 50 (DL 50) de este üitimo en ratones
(Leber y Miya, 1976).

Todos estos hechos 11evarian a suponer que e] cadmio pro
duce una disminución en e] contenido de zinc de ios tejidos.
Sin embargo, se ha observado 10 contrario. E1 cadmio.provoca
una acumuiación de zinc debido a que 1a meta1otioneina induci­
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da por e] cadmio 10 secuestra. Comoconsecuencia de eiio, e]

contenido de zinc hepático en ratas se e1eva sobre ios vaiores
controles (Webb, 1972; Sugawara, 1977; Sato y Nagai, 1980;
Bonner, King y Parke, 1981).

E1 origen de] zinc metaiotioneinico no está compietamen­
estabiecido. Winge, Premakumary Rajagopaian (1978) han sugerí
do que 1a imposibiiidad de ios tejidos de eiiminar cadmio, con
duce a un "atrapamiento" de zinc, qUe depende de 1a concentra­
ción de cadmio. E1 zinc depositado en e] higado proviene prin­
cipalmente de una reducción de 1a excreción feca] en genera],
y en particuiar de] meta], siendo 1a dieta también un factor
contribuyente.

En ias intoxicaciones a iargo piazo con dosis subietaies
de cadmio,e1 zinc acumuiado (conjuntamente con e] cadmio) en
1a fracción metaiotioneinica de higado y riñón no impide que
a] excederse un cierto nivei de cadmio en dichos órganos, se
aitere 1a distribución subceiuiar de] üitimo meta], y se comien
cen a observar sintomas de toxicidad renal como giucosuria, ami
noaciduria y proteinuria.

La reiación entre e] cadmio adsorbido, e] zinc endógeno y
1a toxicidad se estudió en diversas condiciones experimentaies
(Sugawara, 1977; Sato y Nagai, 1980; Suzuki y Yamamura, 1980;
Whanger, Ridiington y Hoicomb, 1980). Cain y Hoit (1979) obser­
varon que en ei higado de ratas 1a reiación cadmiozzinc determi
na 1a veiocidad de degradación de 1a metaiotioneina.

Bonner, King y Parke (1981) estudiaron e] efecto de 1a ag
ministración de 2000 ppm de zinc, como suifato de zinc, en 1a
dieta, sobre 1a toxicidad de] cadmio administrado en forma sub­
cutánea en dosis de 1,5 mg Cd/kg durante 28 dias. ObservarOn
que ios animaies tratados con ambos metaies tienen mayor conceg
tración de cadmio en higado, en comparación con 10s que reciben
únicamente este óitimo meta]. La administración de zinc no aitg
ra e] desarroiio de 1a iesión renal, que se manifiesta por 1a
perdida de trazas de metaies en orina. Estós autores encuentran
que 1a aita concentración de zinc dietario no interfiere con 1a
variación de las concentraciones de cobre inducidas por e] cad­
mio en ios distintos tejidos.
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Petering, Johnson y Stemmer (1971) han sugerido que por
lo menos parte de la toxicidad del'cadmio podia deberse a que
actua comoun antimetabolito del zinc.

Por otro lado, El-Gazzar, Boyle y Petering (1979) han ha­
llado que la ingestión de niveles muy bajos de cadmio, puede a­
fectar en higado de ratas el metabolismo del zinc, sin la forma
cion de cadmio o de zinc-metalotioneinas. Sus estudios sugieren
que se necesita evaluar mejor los disturbios del metabolismo
del zinc como un factor causante de los efectos crónicos para
la salud por parte del cadmio.

Comolos metales esenciales son cofactores de varias enzl
mas, el aumento o disminución de los niveles de los mismos po­
dria ser un indice de la correspondiente actividad enzimática.

En particular el zinc ejerce un rol esencial sobre el
ALA-D, enzima del camino biosintetico del hemo que, como se ve­
ra en el capitulo 11.2.3 es una tipica enzima sulfhidrilica.

Algunos estudios indican que el zinc activa la enzima tan
to ¿n thno (Abdulla y Haeger-Aronsen, 1971; Davis y Avram,
1978, 1980; Nelson, Hughes y Meredith, 1981), como ¿n uLvo (Fi­

nelli, Murtny, Peirano y Petering, 1974; Finelli, Klauder, Kara
ffa y Petering, 1975; Abdulla, Svensson y Haeger-Aronsen, 1979).

Seria factible que el cadmio, o los desequilibrios de los
metales esenciales ocasionados por el mismo, afectaran a dicha
enzima y también otras del camino del hemo.

Por otro lado la administración de zinc exógeno durante
las intoxicaciones con cadmio podria modificar la actividad de
dichas enzimas, y ejercer un efecto protector.



1.14 VITAMINA C Y CADMIO

E1 acido L-ascórbico es 1a conocida vitamina C (Figura
4 A).

E1 ácido L-ascórbico previene y cura e] sindrome de defi­
ciencia de vitamina C, aunque se le han encontrado otros usos
terapéuticos.

La vida media de 1a vitamina C en e] organismo humano es­
tá inversamente reiacionada con 1a dosis, siendo aproximadamen­
te de diez dias (Kaiiner, Hartmann y Hornig, 1981).

En genera] se recomienda para ios seres humanos una ingeí
ta diaria de 100 mg de acido ascórbico, pero Pauling (1970,
1971) ha sugerido de 2 a 9 g diarios, dependiendo de 1a variabi
iidad individua]. ‘

Se ha ha11ado que e] acido L-ascórbico puede aumentar 1a
absorción de hierro de 1a dieta. Esto tiene importancia en ias­
interreiaciones entre e] hierro y otros eïementos, en especia]
a nivel de 1a absorción intestinal (Fox, 1975).

Segün Fox (1975) 1a vitamina C produce un efecto benefi­
cioso en 1a intoxicación con varios metaies, entre ellos e1 cad
mio. Papaioannou, Sohler y Pfeiffer (1978) usaron con éxito
60 mg de zinc y 2 g de vitamina C por dia en e] tratamiento de
obreros expuestos a1 pïomo. Los niveies de piomo en sangre baja
ban de vaiores tóxicos a niveies permisibïes.

Suzuki y Yoshida (1978) estudiaron ios efectos de] hierro
(400 ppm en 1a dieta) y acido ascórbico (1% en 1a dieta) en 1a
toxicidad crónica de ratas, a 1as que se administraba 50 ppmde
cadmio en e] aiimento durante 180 dias. Observaron que dicho
tratamiento evitaba 1a anemia y e] retardo en e] crecimiento y
reducia ios niveies-tisuiares de cadmio. Sin embargo 1a concen­
tración de zinc en higado, riñón y hueso no se normaïizaba. Si
estos compUestos se administraban 90 dias después de 1a ingesta
de 1a dieta con cadmio, los efectos eran simiïares.

La administración de cantidades variabies de cadmio provg
ca una disminución de] contenido de ascórbico_en e] tejido hepí
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tico y rena1 de ratas por disminución de 1a sintesis (Chatter ­
jee, Banerjee y Rudrapa], 1973; Rudrapa], Chatteriee y Chatter­
jee, 1974). E1 supiemento de ácido ascórbico a1 grupo de ratas
intoxicadas aumenta e] contenido tisular de esta vitamina con
respecto a 1as ratas normaïes, pero no 11ega a] nive] de 10s
controies con supiemento de ascórbico (Rudrapaï et a1., 1974).

Se verificó ademas que 1a actividad de 1a dehidroascorba­
tasa era más aïta en ratas intoxicadas con cadmio y que un su ­
piemento de ácido L-ascórbico no hacia descender ésta a niveies
normaies (Chatterjee, Majumder, Banerjee, Roy, Ray y Rudrapa],
1975). Otros estudios de administración de ácido L-ascórbico a
ratas intoxicadas con cadmio en re1ación con 1a veiocidad de
crecimiento, niveies de hemogïobina y de enzimas, demostraron
que dicha vitamina parecería 11evar a una especie de protección
contra 1a toxicidad de] meta] (Chatterjee et a1., 1973).

Todavia no se conocen 105 mecanismos por ios cuaies e] á­
cido L-ascórbico, se acepta que en condiciones bioiógicas puede
comportarse como agente reductor. Por otro 1ado e] ascórbico y
aigunos de sus metaboiitos se podrian unir a elementos inorgáni
cos afectando su movimiento a traves de ias membranas biológi ­
cas.

Degwitz, Waisch, Dubberstein y Winter-(1975) trabajando
con cobayos aiimentados con una dieta carente en vitamina C, en
contraron que e] nive] de citocromo Puso de higado, riñón y a ­
drenaïes, desciende. E1 nive] de dicho citocromo se normaliza
por administración de ácido 5-amin01evu1inico, e] sustrato cia­
ve para 1a biosintesis de] hemo. E110 sugeriria que e] metabo ­
Iismo de] hemo se modifica por 1a faita de vitamina.

E1 zinc no tiene tendencia a sufrir oxidación o reducción
y según Soiomons, Jacob, Pineda.y Viteri (1979), 1a vitamina C
no influye en su absorción.



I. 15 ACIDO FOLICO Y CADMIO

Resuïta interesante también investigar comoactúa e] áci­
do fólico (Figura 4 B) en 1as intoxicaciones con metaïes que in
terfieren en e] metaboïismo de] hemo, por cuanto esta vitamina
se está usando actualmente con éxito en e] tratamiento de pa ­
cientes con ciertas porfirias (Nider de Xifra, Batile, Steïla y
Maïamud, 1980).

Se ha demostrado que en Eugiena gnac¿L¿¿ existe un factor
que activa 1a PBGasa, reguïando su actividad, y que dicho fac ­
tor se puede reempiazar por ácido fólico (Juknat de Geralnik,
Rossetti y Bat11e, 1981).

Por otro 1ado, existen antecedentes (Tephïy, 1975) de que
ios derivados de 1a pteridina protegen a 1a Deaminasa de 1a in­
hibición por plomo. E1 ácido foïico se usa además para e] trata
miento de determinados tipos de anemia.
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II. LA BIOSINTESIS DEL HEMO Y EL CADMIO

II.1 INTRODUCCION

Se ha mencionado ya que, entre otros efectos, se ha en —
contrado que e] cadmio produce importantes aiteraciones hemato­
Iogicas tanto en e] hombre como en animaies de experimentación.
Sin embargo, no se ha prestado demasiada atención a1 estudio de
1a accion de] cadmio sobre 1a biosintesis de 1as porfirinas y
ias enzimas invoiucradas en este camino metabólico.

E1 cadmio, anaiogamente a1 piomo y otros metaies pesados,
es inhibidor de aqueïias enzimas cuya actividad depende de 1a
presencia de grupos sulfhidrilos 1ibres. Unade ias manifesta ­
ciones mas evidentes de] efecto de] piomo, por ejempio, es e]
disturbio que produce en 1a biosintesis de] hemo dando 1ugar a
una porfirinuria o porfiria secundaria, por inhibición, en pri­
mer ]ugar de 1a enzima ALA-Dehidrasa, si bien tambien ejerce
accion sobre otras enzimas. Es de esperar, que e] cadmio presen
te un comportamiento simiiar a1 de] piomo.

La estructura tetrapirrólica es una de ias bases primor ­
diaïes para 1a supervivencia en 1a mayoria de Ios sistemas bio­
iogicos terrestres. Es 1a responsab1e de] coior rojo de 1a hemo
giobina y de] verde de 1a ciorofiia, ios dos pigmentos más im ­
portantes de 1a materia viviente, invoïucrados en Tos procesos
fundamentaies de 1a respiracion y fotosíntesis. Agreguemosque
ias porfirinas en genera], que son tetrapirroies participan asi
mismoen un numero de reacciones metaboiicas de gran significa­
do fisioiogico, comotransportadores de e1ectrones, energia y
gases, oxidaciones bioiogicas, fijación de nitrógeno,_y otras.

E1 pape] vita] y ubicuo de ias porfirinas, y e] hecho de
que 1a mayoria de los sistemas bioiogicos no 1as requieren como
factores de crecimiento, nos esta indicando, por un 1ado, que
ias ce1u1as vivientes son capaces de sintetizar sus propios te­
trapirroies, y ademas que pueden hacerio a partir de precurso ­
res mas simp1es.

La eiucidacion de las primeras etapas en e] camino de 1a
biosintesis de] hemo, fue e] resuitado de una serie de bri ­



11antes trabajos con compuestos radioactivos provenientes de
105 1aboratorios de Shemin, Rimington, Neuberger y Granick. Es
tos estudios, estabiecieron las bases para los posteriores a ­
vances en este campo y demostraron que e] mismo camino biosin­
tetico opera en todas ias formas vivientes. Es decir, todas
1as ce1u1as aerobicas, de animaies, p1antas y bacterias, son
capaces de sintetizar sus tetrapirroies, a traves de un camino
cuyas etapas, hasta 1a formación de protoporfirina IX, son
exactamente coincidentes, cuando e] producto fina] es hemo,
ciorofiia o bacteriocïorofiïas, produciéndose 1uego ias ramifi
caciones especificas. Las corrinas, en cambio, se biosinteti ­
zan a partir de] uroporfirinbgeno III.

En 1a Figura 5 se i1ustra esquematicamente e] camino big
sintetico de 105tetrapirroies.

Sabemos que e] metaboïismo esta reguïado por un intrinca
do mosaico de enzimas, sujetas a un fino contro] genético. Una
fa11a en este contro] puede 11evar a 1a formacion defectuosa
de una o mas enzimas especificas, dando 1ugar asi a un error
innato de] metaboïismo, que puede manifestarse en distintas
formas. Las expresiones cïinicas de estas enfermedades, también
son variables y cuaiquier sistema de] organismo puede estar a ­
fectado; asi comotambién puede esperarse una desviacion gene -*
tica ocasiona] en cuaïquier camino metabbiico.

Las porfirias abarcan un grupo de enfermedades, en 1as
cua1es ocurren desórdenes en e] metaboiismo de 1as porfirinas,
que pueden ser hereditarios y por ende pertenecer a 1a fami1ia
de errores congénitos de] metabo1ismo, o adquiridos.

Las manifestaciones cïinicas y bioquimicas, especificas
para cada tipo de porfiria, están re1acionadas con e] tejido
en e] cua] ocurre y se expresa fundamentalmente 1a faïla meta­
boiica, asi como 1a o ias etapas en e] camino biosintetico de
1as porfirinas, en 1as cuaies ha ocurrido dicha falïa.

Para apreciar faciïmente ias causas de desórdenes en e]
metaboïismo de ias porfirinas es esencia] un conocimiento pre­
-vio de] camino norma] de 1a biosintesis de] hemo.
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II.2 LAS ENZIMAS DEL CAMINO DE LOS TETRAPIRROLES

11.2.1 Succini] CoASintetasa

Existen numerosas evidencias experimentaïes que indican
que 1a Succini] CoASintetasa (Suc CoA-S) desempeña un importan
te ro] en 1a biosintesis de ios tetrapirroies y su contro] (Hi­
der de Xifra y Tigier, 1971; Batiie, Liambias, Nider de Xifra y
Tigier, 1975).

Esta enzima fue descubierta por Kaufman en 1951, desde en
tonces ha sido detectada, aisiada y purificada a partir de numg
rosas fuentes, comocorazon de cerdo, riñón,-hojas de espinaca,
1eguminosas, trigo y tabaco, mitoc0ndrias de a1cauci1, caïios
de soya y E. coii (Nishimura y Grinne], 1972; Hider de Xifra y
Bat11e, 1973).

11.2.2 Acido ó-aminoïevüiico Sintetasa

La formacion de ALAa partir de g1icocoia y succini] CoA,
es 1a primer etapa que conduce especificamente a 1a biosintesis
de porfirinas, cataïizada por 1a enzima ó-aminoievüïico Sintetg
sa (ALA-S).

A pesar de su supuesta dbicuidad, e] ALA-Sha sido encon­
trada en extractos iibres de ce1u1as de Rhodopbeudomonaó¿phe­
noidea, RhodopóeudomonaópaiuainLa, Rhodo¿p¿n¿tlum nubnum, eri­
trocitos de aves, higados de cobayo y rata, en espinaca y ex­
tractos de ca110s de soya. Sin embargo, no ha podido detectarse
en protopïastidos y cioroplastos, comotampoco en 1a fraccion
mitocondriai de plantas superiores. La primera detección en un
sistema de origen vegeta] fue reportada por Wider de Xifra, Ba­
t11e y Tigier (1971).

Se acepta que e] ALA-S es una de 1as enzimas c1aves en e]
camino metabólico de] hemo y se 1a considera 1a enzima limitan­
te en 1a mayoria de Ios tejidos estudiados.

La excreción e1evada de ALAy PBGen 1as porfirias de ti­
po hepático agudo, ha 11evado a investigar ias causas o fa11as
congénitas, generadoras de esta anomaiia. Es importante señaiar
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que de] estudio de modeios experimentaies de porfiria, en ios
cuaies se induce una sintesis exacerbada de precursores y/o
porfirinas, mediante 1a administracion de ciertos compuestos
iiamados porfirinogenicos, ya sea en animaies enteros o cuiti­
vos de ce1u1as, se observo que, en todos ios casos, 1a activi­
dad de] ALA-Sestaba significativamente incrementada. Estos da
tos estaban indicando muy ciaramente, que sin 1ugar a dudas e]
ALA-Ses 1a enzima limitante, que controia e] camino de 1a big
sintesis de ias porfirinas, y que cambios en su actividad son
una de ias causas principaies de ios disturbios bioquímicos
que observamos en ias porfirias.

Es interesante tambien agregar aqui, que ademas de exis­
tir una gran gama de compuestos capaces de provocar un aumento
de 1a actividad de] ALA-S, se encontraron otros, como por ejem
pio 1a hemina, que pOr e] contrario actuan inhibiendo 1a enzi­
ma.

Estos dos efectos, que soio hemos esbozado, son eiemen ­
tos fundamentaies dentro de] mecanismo de 1a reguiacion de 1a
biosintesis de ias porfirinas.

11.2.3 Acido ó-aminoievüiico Dehidrasa

La enzima 6-amin01evü1ico Dehidrasa (ALA-D), cataiiza 1a
sintesis de] primer intermediario aromático, e] monopirro] por
fobiiinogeno (PBG) a partir de dos moiecuias de ALA.

Esta enzima ha siflo detectada en una gran cantidad de
sistemas bioibgicos y se posee una muy ampiia información ace:
ca de eiia. Ha sido aisiada, purificada y caracterizada a par­
tir de las fuentes mas variadas dentro de 1a escaia zooiogica
y de] reino vegeta], y se ha logrado cristaiizar a partir de
higado bovino (Shemin, 1976).

En aqueiios tejidos en ios cuaïes tambien se ha detecta­
do e] ALA-S, 1a actividad de] ALA-Des generalmente mucho.ma ­
yor. A diferencia con ei ALA-S, que es particuiada, e] ALA-D
es una enzima Jocaiizada en e] citopiasma. Esto impiica que en
ias céiuias, e] ALAdebe saiir de-1a mitocondria y pasar a1 ci
top1asma antes de poder convertirse en PBG.
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En genera] se comporta como una enzima termoestable y ti­
picamente suifhidriiica, en 1a mayoria de los casos requiere 1a
presencia de un activador tióiico para exhibir e] maximode ac­
tividad. La inhiben agentes bioqueantes de grupos suifhidriios,
tales como e] PCMB,e] AIA y metaies pesados, como e] piomo,
mercurio y cadmio.

En muchos tejidos se ha comprobado, ademas, que 1a activi
dad de 1a enzima depende de 1a presencia de ciertos cationes,
postuiandose que, por ejempio, e] zinc y e] cobre forman parte
de 1a estructura mismade 1a proteina enzimática, tratándose en
tonces de una metaioenzima. En genera] ios iones zinc, magnesiq
aiuminio y manganeso, a ciertas concentraciones, producen 1a ag
tivación de] ALA-D.

Uno de ios principaies probiemas que aquejan actuaimente
a1 hombre, como hemos venido mencionando es e] de 1a contamina­
ción ambienta]. Comoconsecuencia de e110, muchas son 1as enfer
medades adquiridas, entre 1as cuaies 1a porfiria ocupa un 1ugar
de importancia.

De ios contaminantes ambientaies tóxicos, ciertos metaies
como piomo, mercurio y cadmio juegan un papel relevante.

La intoxicación crónica por pïomo, conocida como p1umbis­
mo o saturnismo, provoca, como dijimos a1 comienZo de este capi
tuio, a nive] de] metaboiismo ce1u1ar, una significativa inhibi
ción de enzimas suifhidriiicas que se manifiesta con mayor sen­
sibiiidad sobre aigunas etapas de] camino de] hemo. Una de las
caracteristicas bioquímicas de 1a intoxicación por plomo es una
acumuiación de ALAy coproporfirina en orina y gióbuios rojos.
Si bien e] mecanismo rea] no esta compietamente diiucidado, se
ha establecido, que en estos casos, se observa una inhibición
significativa de 1a actividad de] ALA-D,que puede iiegar hasta
un 80-90% en ios estados mas graves, proponiendose que este
efecto se debe a un bioqueo de ios grupos suifhidriïos de] si ­
tio activo de 1a enzima, por ei piomo. De manera, que 1a deter­
minación de 1a actividad de] ALA-D, se esta tomando como un da­
to adiciona] de importancia para confirmar un diagnóstico de sa
turnismo (Chishoim, 1964). Seria importante y üti] que pudiera
contarse con un parametro simiiar para 1a detección temprana de



una intoxicación por cadmio.

11.2.4 Porfobiiinogenasa

En 1957, Lockwood y Rimington, designaron c0n e] nombre
de Porfobiiinogenasa (PBGasa) a] compiejo enzimático que cata­
]iza 1a ciciización de cuatro moïecuias de PBG, para dar e]
uroporfirinógeno III, e] intermediario fisioiógico de 1a bio ­
sintesis de] hemo, clorofiïas y corrinas. La PBGasa es un com­
piejo enzimático, formado a] menos por dos enzimas diferentes
1a uroporfirinógeno I Sintetasa o Deaminasa, que es una proteí
na termoestable, y 1a uroporfirinógeno III Cosintetasa o Isomg
rasa, que es termoióbii.

La Deaminasa cataiiza 1a condensación de cuatro m01es de
PBG,con eiiminación de cuatro iones amonio y posterior cierre
de] aniiio reducido, dando 1ugar a] uroporfirinógeno I. La Iso
merasa, no puede usar a1 PBGcomo sustrato, es decir es inca ­
paz de actuar sobre e] monopirro] soio, tampoco puede empiear
a1 uroporfirinógeno I; sin embargo, cuando funciona conjunta ­
mente con 1a Deaminasa, constituye e] compiejo de 1a PBGasa,
e] que, a partir de cuatro moies de PBGproduce e] uroporfiri­
nógeno III, resuitado de 1a condensación cabeza a coia de tres
pirroies y un cuarto en posición invertida.

Este sistema enzimático se ha detectado en tejidos de
fuentes muydiversas, tales comobacterias, aigas, protozoos,
piantas superiores, eritrocitos de conejos, aves y humanos, hi
gado bovino. Una reciente y compieta actuaiización acerca de
esta enzima puede encontrarse en e] trabajo de Batiie y Rosse­
tti (1977).

En 1a mayoria de ios sistemas estudiados 1a PBGasa es
una enzima citopiasmatica.

La PBGasa, asi como sus componentes Deaminasa e Isomera­
sa, se ha aisiado, y purificado a partir de numerosos tejidos
y estudiado sus propiedades.

La PBGasa, Deaminasa e Isomerasa son también enzimas
suifhidriiicas, 10s grupos suifhidriios podrian estar invoiu­
crados en e] centro activo de las enzimas, asi como intervenir



en 1a asociacion de 1a Deaminasa con 1a Isomerasa, para formar
e] compiejo‘aCtivo de 1a PBGasa.

Una de ias formas mas raras de porfiria, y a1 mismo tiem
po 1a primera descripta en 1874, es 1a Porfiria Congenita Eri­
tropoyetica, cuyas caracteristicas bioquímicas son una eïevada
excreción de porfirinas de 1a serie I, particularmente uropor­
firina I y coproporfirina I. Teniendo en cuenta ias propieda ­
des y funcionamiento de 1a PBGasa, es evidente que ios distur­
bios en e] camino metaboiico de] hemo, responsabies de esta
porfiria, deben estar estrechamente vincu1ados con esta enzi ­
ma; notemos por ejempio, que una deficiencia de Isomerasa va
a desViar e] camino norma] de biosintesis de 1a serie III ha ­
cia 1a via 1atera1 no fisioiogica de 1a serie I.

En otro tipo de porfiria hepática, 1a 11amadaPorfiria
Aguda Intermitente, tanto en su fase 1atente como aguda, e] pa
ciente excreta cantidades muyaumentadas de ios precursores
ALAy PBG, pero ios niveïes de porfirinas estan por 10 genera],
dentro de ios rangos normaies. Si hacemos una revisión de 10
ya discutido.acerca de las enzimas invoiucradas en e] camino
de] hemo, facilmente podriamos postuiar que en este caso debe
existir aiguna faiia a nive] de] ALA-S, que era 1a enzima iimi

'tante, pero tambien algUn tipo de bioqueo en e] consumo de ese
exceso de ALAy PBGproducido, que necesariamente se acumuïa y
excreta, pues de 10 contrario deberiamos encontrar ademas un
incremento de porfirinas; es entonces iogico investigar que su
cede a nive] de 1a PBGasa.

11.2.5 Decarboxiiasa

La etapa siguiente en e] camino biosintetico de] hemo in
voïucra 1a decarboxiïacibn de ias cuatro cadenas iateraies de
acido acético, de] uroporfirinogeno, a 1os cuatro restos meti­
ïos de] c0proporfirinógeno. Esta reaccion es catalizada por 1a
Decarboxiiasa o uroporfirinógeno-carboxi]iasa.

Durante 1a formacion enzimática de coproporfirinbgeno,
a partir de uroporfirinbgeno III o I, se detecta 1a presencia
de intermediarios de 7, 6 y 5 carboxiios, estos resuïtados su­
gieren que e] proceso se 11eva a cabo en etapas; sin embargo



hasta e] momento, sóïo se ha aislado una proteina responsabïe
de_1a decarboxiiación de] porfirinógeno octacarboxiiiCO en e]
tetracarboxiiico, que no se ha podido desdobïar en subunidades
o en mas de una enzima, postuïándose entonces que 1a Decarboxi
ïasa es una Unica proteina, que posee posibiemente dos o mas
sitios activos y actóa en forma secuencia] sobre su sustrato.

Existen varios hechos experimentales que apoyan 1a teo —
ria de que 1a decarboxiïación de Ios uroporfirinógenos es un
proceso en etapas. Desde muchotiempo atrás se habia observado
que, por ejempio, de 1a.orina de pacientes con Porfiria Cutang
a Tardia, se podian aisïar cantidades eievadas de porfirinas
con 8, 7, 6, 5 y 4 carboxiios particuïarmente Uro y firiaporfi
rinas. Este cuadro anorma] puede ser 1a consecuencia de una fa
11a en e] contro] de] camino de 1a sintesis y de un bioqueo a
nive] de 1a etapa de decarboxiiación.

11.2.6 Coproporfirinogenasa

La conversión de coproporfirinógeno III en protoporfiri­
nógeno IX es catalizada por 1a Coproporfirinogenasa (CPGasa) o
coproporfirinógeno-decarboxi1asa o coproporfirinógeno-oxidasa
o coprogenasa. Esta transformación impiica una decarboxiïación
oxidativa de 1os dos restos de acido propiónico situados en
1as posiciones 2 y 4 de 105 aniïios A y B de] coproporfirinógg
no III a dos restos viniio.

Esta enzima ha sido aisïada de varias fuentes y purifica
da en aïgunos casos; un gran numero de propiedades se han de­
terminado con 1a enzima purificada proveniente de higado de ra
ta (Batïïe, Benson y Rimington, 1965).

Recordemos que una de ias caracteristicas bioquímicas de
1a intoxicación por piomo era una e1evada excreción de ALAy
coproporfirina. Existen ademasotros tipos de porfirias, deno­
minadas genéricamente Coproporfirias, hepática y eritropoyeti­
ca, que tambien exhiben nive1es urinarios significativamente
incrementados de coproporfirina. En todos estos casos, asi co­
moen simiiares de intoxicación por metaïes pesados, se des ­
prende que es natura] una investigación de 1a CPGasá.



11.2.7 Protoporfirinógeno Oxidasa

La consideración de 1a existencia de una Protoporfirinó­
geno IX Oxidasa o Protogen Oxidasa en e] camino de los tetrapi
rroies, es de muy reciente data.

Esta enzima cataiiza 1a deshidrogenación de] protoporfi­
rinógeno IX a protoporfirina IX, por pérdida de seis átomos de
hidrógeno.

La Protogen Oxidasa podria también estar iigada a aïguno
de Ios disturbios de] metabolismo de] hemo, en los cuaïes haya
una acumuiación de protoporfirina.

11.2.8 Ferroqueiatasa

La inserción de] hierro en 1as distintas porfirinas, par
ticularmente 1a protoporfirina IX, da Jugar a 1a formación de
10s hemos, con 1a consecuente perdida de dos protones. La enzi
ma que cataiiza este proceso se conoce como HemoSintetasa o
Proto-Hemo-Ferro-iiasa o Ferroqueiatasa, nombresugerido por
Rimington en 1958 y empieado por 1a mayoria de 10s investigado
Y‘GS .

Es otra enzima particuiada, ubicada en 1a mitocondria de
ceiuias animaies, cloropiastos de vegetaies o cromatóforos de
bacterias fotosinteticas.

Respecto a su especificidad, es absoiutamerte especifica
por e] hierro, lo cua] es muysignificativo, por cuanto ¿n vL­
uo, 1a enzima, frente a una posibïe serie de cationes divaien­
tes, debe se1eccionar a1 hierro entre todos eilos. En cuanto a
ias porfirinas, ademas de 1a protoporfirina, mesoy deuteropo:
firina pueden funcionar comosustratos, pero en 1a ceiuia, só­
10 protoporfirina se encontrará disponibie. Es también una en­
zimasuifhidriïica.

En aqueiios casos de porfirias caracterizados por una a­
cumuiación de protoporfirina, es de esperar que 1a razón de es
te disturbio sean una fa11a a nive] de 1a formación y/o uti1i­
zación de este compuesto, y 10 mas 1ógico seria buscar un bio­
queo en 1a etapa de 1a queiatasa.
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II.3 BIODEGRADACION DEL HEMO

11.3.1 Hemooxigenasa

La secuencia catabóiica de 1a degradación de] hemo, co ­
mienza con una ruptura reductiva de] aniiio de] hemo. Las posi­
ciones mas vuinerabïes en e1 macrocicïo a un ataque oxidativo,
son ios puentes de carbono que unen ios aniiios pirróiicos. Es­
ta reacción produce tetrapirroies Iineaies, que se conocen geng
ricamente como pigmentos biiiares. La enzima que actüa es 1a
Hemooxigenasa, y por cuanto hay cuatro posiciones diferentes
(a, B, y y 6) en ias cuaïes puede romperse e] aniiio, 1a Hemo­
oxigenasa podria producir potenciaimente cuatro biiiverdinas di
ferentes (O'Carra, 1975). Sin embargo, 1a reacción es especifi­
ca, principaimente para 1a posición a, en 1a cua1 1a ruptura
tiene 1ugar entre Jos anilios A y B para producir bi1iverdina
IX a (Figura 6 A). La reacción de esta enzima microsoma] requie
re NADPHy oxigeno, ios productos son biiiverdina y monóxido de
carbono. También es necesaria 1a NADPHcitocromo c reductasa,
y si bien 1a Hemooxigenasa puede actuar sobre varios sustratos
para producir las correSpondientes biiiverdinas, e] protohemo
IX es e] mejor sustrato para esta enzima. En ias cóïuïas intac­
tas, primeramente Ias hemoproteinas deben separar su proteina
de] hemopor acción-de enzimas proteoiiticas, iiberando a este
üitimo para que pueda ser metaboiizado y esta seria 1a etapa 11
mitante que controiaria 1a degradación de] hemo.

11.3.2 Bi1iverdina Reductasa

No se ha encontrado aun función o pape] metabóiico aïguno
para ios pigmentos biiiares en ios sistemas de mamíferos; apa­
rentemente son só10 productos de degradación destinados en üiti
ma instancia para una rapida excreción. En 1a mayoria de ios in
vertebrados no mamíferos, e] producto inicia], biiiverdina, se
excreta comota]. Curiosamente, ios mamíferos transforman este
compuesto inocuo, fáciimente e1iminab1e en 1a biiirrubina (Figu
ra 6 B), un compuesto tóxico, muy insoiubie, a traves de una
reacción reductora que requiere NADPH,por acción de 1a Biliver
dina Reductasa (O'Carra, 1975): Esta enzima, de peso molecuïar
70.000, no contiene fiavina, ni hemo, ni metaies, y tampoco 1a
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inhiben 105 reactivos sulfhidriiicos. Comoconsecuencia de 1a
formacion de un derivado tóxico e insoïuble como1a bilirrqbi ­
na, e] organismo necesita conjugarïo con ácido gïucuronico pa­
ra dar Iugar a un glucurbnido de 1a biïirrubina que es solubïe,
y puede asi transportarse, por irmermedio de 1a bilis, a Ios
intestinos para excretarse finaïmente en las heces, genera1men
te después de 1a conversion en mesobiïirrubinógeno, estercobi­
1inogeno, estercobiïina y urobiïina (O'Carra; 1975).
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II.4 CONTROL BIOLOGICO DE LA BIOSINTESIS DEL HEMO
4..

En contraste con 1a gran importancia bioiogica de ios he­
mos, no se conoce otro ro] fisioiogico para ias porfirinas 1i­
bres y sus precursores especificos ALAy PBG, mas que e] de pro
ductos intermedios en e] camino biosintetico de] hemo, y en con
diciones normales, 1a cantidad de estos compuestos que se acumu
1a o excreta es muy pequeña. Esto indica c1aramente, que esta
biosintesis se 11eva a cabo con un a1to grado de eficiencia, cg
mo resuitado de 1a existencia de una serie estrechamente iigada
de controies. Sin embargo, si estos controies faiïaran o fueran
defectuosos, comoocurre en ias porfirias, puede tener iugar 1a
sintesis de e1evadas cantidades de intermediarios de 1a cadena
de] hemo, con serias consecuencias para e] organismo todo.

La aita concentracion de precursores y/o intermediarios
que puede aicanzarse cuando failan ios mecanismos de reguiación,
demuestran 1a gran capacidad potenciai de trabajo de ias enzi ­
mas de] camino de] hemo, cuando pueden funcionar iibremente y
enfatizan 1a necesidad de 1a existencia de sistemas de contro]
en favor de 1a economia y sa1ud de 1a céiuia.

Se han postuiado diferentes mecanismos que pueden contro­
1ar 1a biosintesis de porfirinas:

i) contro] a traves de cambios en 1a actividad enzimática,

ii) contro] a traves de cambios en 1a cantidad de enzima sintg
tizada,

iii) contro] por iocaiizacibn ceiuiar y tisuïar,

iv) contro] por efectos de constituyentes de] medio ambiente o
de] medio ceïuiar, oxigeno, iuz, estado de óxido-reduccion
intraceiuiar, y,

v) contro] por interconexión con otros caminos metabólicos re
1acionados.

Los dos primeros mecanismos se encuentran muy vincuiados y
sbio acerca de e110s nos referiremos.

E1 mayor iogro hacia un mejor entendimiento de 1a reguia­



cion de 1a biosintesis de] hemo, ha sido e] estabiecimiento de
que 1a sintesis de ios tetrapirroies esta c0ntr01ada principal
mente por cambios en 1a actividad de 1a enzima ALA-S, conside­
rada como 1a primer enzima de este camino metaboiico. Es decir,
1a cantidad de hemosintetizada depende de 1a actividad de]
ALA-S presente. E1 ALA-S es asi

ta] juega e] pape] fundamenta] en 1a reguiacion de esta secuen
1a enzima Iimitante, y como

cia biosintética. En 1a mayoria de ias céluias estudiadas, ias
demas enzimas se encuentran presentes en cantidades no 1imitan
tes.

Hay dos mecanismos por ios cuaies puede controiarse 1a
cantidad de hemo formado a traves de 1a enzima ALA-S: uno invg
1ucra cambios en su actividad, y e] otro cambios en 1a canti ­
dad de enzima presente.

Existen varios mecanismos que pueden funcionar en 1a cé­
1u1a para controiar 1a actividad de una enzima. Entre eiïos,
se ha encontrado que, en un gran número de procesos enzimáti ­
cos, e] producto fina] de una secuencia metabólica ejerce un
efecto inhibitorio sobre 1a primer enzima de este camino. Este
tipo de contro] se conoce como contro] por "feed-back" o con ­
tro] por retroinhibición o contro] por producto fina]. Comore
suitado de] trabajo de muchosinvestigadores, ias evidencias
experimentaies estabiecen que este üitimo tipo de contro], e]
de retroinhibición, es e] mecanismo de contro] que opera en 1a
biosintesis de] hemo.

Ademas de 1a inhibición por producto fina], se ha demos­
trado que muchos sistemas son sensibles a contro] por repre ­
sión. En este caso, un contro] genético-de 1a sintesis de
ALA-S, dependiente de DNA, regula e] nive] de ALA-S en la céïg
1a. E1 mecanismo que se ha postuiado para exp1icar 1a sintesis
de ALA-Sy su contro], se basa en 1a conocida hipótesis de
Jacob-Monod (Figura 7).

En este esquema se tiene en cuenta, en particuïar e] he­
cho experimenta] de que 1a sintesis de] hemo se encuentra re ­
primida en 1a mayoria de los tejidos, por cuanto sus requeri­
mientos son'generaïmente bajos y, además, que e] mismo hemo ag
tüa comorepresor de su propia sintesis.
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cion para 1a sintesis de ALA-S, se activa por medio de un gen
gen estructura] de] operon hemo que 11eva 1a informa­

operador, que a su vez responde a 1a presencia de un represor
activo, e] cua] actua normalmente, reprimiendo a este gen ope­
rador, que detiene entonces 1a produccion de] RNA-mensajero
por e] gen estructura] que codifica 1a enzima y por ende se in
terrumpe su sintesis. Este mecanismode represion de sintesis
enzimática.constituye un sistema de contro] iento.

E1 represor activo se forma por 1a union de un apo-reprg
sor proteico, producido por e] gen estructura] de] operon hemo
y un co-represor, que en este caso se propone que es 1a moiecu
1a de] hemo.

De manera que e] hemo controia su propia sintesis actuan
do rapidamente por un mecanismo "feed-back" inhibiendo ia ac­
tividad de] ALA-Sy, mas 1entamente, por un mecanismo de reprg
sión deteniendo 1a sintesis proteica de] ALA-S. Cuando no hay
exceso de hemo, no tiene 1ugar 1a conjugación de] mismo con e]
apo-represor, e] sistema represor no es activo, y por io tanto
no actua sobre e] gen operador, de manera que se dispara o re­
comienza ia sintesis de ALA-Sque tendra iugar a maxima veïoci
dad. Este mecaniSmode contro] genetico de 1a biosintesis de]
hemopor represión ha sido demostrado en varios tejidos.
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II.5 PORFIRIA EXPERIMENTAL

11.5.1 Generalidades

Con la introducción de los barbituratos en la clinica mg
dica, en 1903, surgió la evidencia de que cantidades relativa­
mente pequeñas de estas drogas, podian precipitar ataques agu­
dos, a veces fatales, en individuos con porfiria hereditaria,
clinicamente latente y asintomática. Se observó poco después
que una gran variedad de otros compuestos actuaban de un modo
similar a los barbituratos.

Mientras que pequeñas dosis de estas drogas son capaces
de inducir un ataque de porfiria en pacientes portadores de la
falla hereditaria, se ha encontrado que dosis muchomayores de
estas mismas drogas producen desórdenes en el metabolismo del
hemoen individuos o animales normales. Esta clase de desórde­
nes del metabolismo del hemo se conoce como porfirias adquiri­
das en el caso de humanos o más genéricamente como porfirias
experimentales, en particular cuando se refieren a organismos
no humanos.

Los disturbios del metabolismo de las porfirinas pueden
dividirse entonces en dos tipos fundamentales: porfirias y por
firinurias. En el hombre, la distinción entre ambostipos esta
definida claramente. Recordemos una vez más, que las porfirias
pueden considerarse primaria y usualmente anormalidades heredl
tarias del metabolismode los tetrapirroles. Las porfirinurias,
en contraste, son secundarias a un número de condiciones pato­
lógicas y están acompañadas por una excreción urinaria aumenta
da de coproporfirina y menos frecuentemente uroporfirina y prg'
cursores. Tales enfermedades pueden incluir una gama bastante
amplia de disfunciones, trastornos hepáticos varios, ciertas
enfermedades hematológicas, intoxicaciones con metales pesados»
La intoxicación con plomo se ha reconocido como una causa de
porfirinuria desde fines del siglo pasado y si bien puede no
ser una de las porfirias adquiridas más comunes hoy dia, es en
muchos aspectos la más importante.

Se ha dicho que la historia de la porfiria experimental
en animales ha seguido cursos paralelos con la de la porfiria



humana (Batlle, 1973)
y si hacemos un critico análisis del tema, veremos que tanto
los primeros estudios de porfiria experimental, comola gran
mayoria de los posteriores fueron siempre estimulados por ob­
servaciones clinicas previas, en porfirias humanas.

. Sin embargo, debemos ser mas precisos,

El

ginó en las observaciones de Stokvis en 1889, quien describió
concepto de inducción quimica de la porfiria, se ori­

el caso de un paciente que despues de haber ingerido una gran
dosis del hipnótico Sulfonal, habia excretado orina roja y
muerto luego de una disfunción neurológica. El mismo Stokvis,
en 1895, produjo el primer caso de porfiria experimental por
administración de Sulfonal a conejos y ratas. A posteriori, o­
tros autores administraron este compuesto a conejos y observa­
ron una elevada excreción urinaria de porfirinas insolubles en
eter; interesante también fue el hallazgo de que, luego de la
autopsia, solamente el higado y la bilis contenían altas con ­
centraciones de porfirinas.

Se dice que en 1952 comienza la denominada "era moderna
de la porfiria experimental", iniciada por los estudios del
grupo de Schwartz. Schwartz y colaboradores (Schwartz, Kaprios
y Schmid, 1952) produjeron el primer caso de porfiria experi­
mental de tipo eritropoyótico, tratando conejos con fenilhidra
zina, plomoy luz ultravioleta. Estos animales excretaban can­
tidades elevadas de uroporfirina I en orina. Uro y coproporfi­
rina I estaban también incrementadas en medula ósea, mientras
que sus concentraciones en higado eran normales. Los conejos
excretaban asimismo grandes cantidades de ALAy de PBG, una ca
racteristica que no se observa en la Porfiria Congónita Eritrg
poyetica humana.

Las porfirias experimentales han provisto excelentes mo­
delos para el estudio de una gran cantidad de problemas rela­
cionados con las porfirias humanas; entre ellos el fundamental
del control de la enzima reguladora, mitocondrial, inducible
en higado de mamíferos.

Comoya se ha mencionado, uno de los mayores avancez en
el campo del metabolismo de las porfirinas provino, precisamen
te, de estudios con modelos experimentales, y lo constituyó la
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demostración por Granick y Urata (1963) de que 1a producción
aumentada de ALA, en cobayos tratados con DDC, era e] resulta­
do de un incremento de] nive] hepático de] ALA-Smitocondria];
demostrando a1 mismo tiempo que era 1a enzima iimitante y reg!
Iadora de] camino biosintótico de] hemo. Más tarde, Tschudy y
coïaboradores (1964) demostraron que 1a administración de AIA
a ratas producia 1a inducción de a1tos niveïes de ALA-Shepati
ca. Numerosos trabajos han confirmado 1uego e] hecho de que
tanto AIA y DDC, como 1a griseófuivina, hexaciorobenceno y o ­
tros compuestos porfirinogenicos, producen un marcado aumento
de] ALA-S¿n vivo, causa principal de 1as anomaïias bioquimi ­
cas observadas en 1as porfirias experimentaïes.

De un estudio de 1a reiación entre 1a estructura quimica
de los compuestos porfirinogenicos y su capacidad inductora de
porfiria han surgido varias teorias, sin embargo aun no se ha
Iiegado a una Unica hipótesis que permita pensar en un mecanis
mo quimico comón por e1 cua] actüen todos estos compuestos,
por e] contrario, 1a información disponible sugiere que distin
tos grupos de compuestos deben operar segun diferentes mecanis
mos. Es casi sorprendente 1a gran variedad de estructuras moie
cuiares con propiedades porfirinogenicas, por 1o cua] es impo­
sib1e visuaiizar una constitución quimica o configuración este
rica comón, como tampoco e] tipo.de receptor. Lo que podemos
esperar es que, si estos compuestos producen porfiria por in­
teracción con e1 mismositio, éste debe ser bastante inespeci­
fico. La Unica propiedad que parece ser bastante predecibïe en
10s compuestos porfirinogónicos, es que deben poseer un aïto
grado de 1iposoiubi1idad. Este hecho podria tambien sugerir
que e] sitio receptor es de naturaïeza lipofiiica y que podri­
an estar invoïucradas uniones hidrofóbicas en su interacción
con 105 compuestos activos, que pierden rapidamente esta acti­
vidad cuando se hacen soïubies en agua.

11.5.2 Mecanismos de acción de ios compuestos porfirinogenicos

Se ha postuïado un mecanismo de acción por e] cua] Ios
compuestos porfirinogenicos podrian actuar en base a 10s prin­
cipaïes aspectos regu1atorios de 1a biosintesis de] hemoque
ya han sido discutidos, pero centrado en e1 concepto de contro]



de 1a actividad de 1a enzima ALA-Spor retroinhibición y reprg
sión, ejercido por e] hemo (Figura 8) (De Matteis, 1975). De
acuerdo con este esquema, cualquier evento que 11eve a una dis
minución de 1a concentración de] reservorio.de hemo regulato —
rio iïevará consecuentemente a una estimuiación de 1a activi ­
dad de] ALA-S. Los mecanismos por ios cuaies Ios compuestos
porfirinogenicos podrian actuar caen dentro de tres grupos:

1')

ii
V

iii)

inhibición directa de 1a sintesis de] hemoa diferentes
niveles enzimáticos;

aumento de 1a veïocidad de utilización de] hemo, por ejem
pio por incremento de] citocromo Puso componente esencia]
de] sistema de detoxificación microsomai;

aumento en 1a veiocidad de degradación de] hemo; se ha
demostrado que varias drogas como e] AIA, provocan una
perdida dei hemo hepático debido a una destrucción aumen­
tada y conversión en ios 11amados "pigmentos verdes", que
son ciertos productos de degradación no completamente i ­
dentificados (De Matteis, 1971).
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Aparato para la síntesis
de enzima
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II.6 ESTUDIOS ACERCA DE LOS EFECTOS DEL CADMIO SOBRE LA BIOSIN­

TESIS DE PORFIRINAS

II.6.1 Efectos ¿n uátno

II.6.1.1 Acción de] cadmio sobre ias primeras enzimas de 1a
biosintesis

Wider de Xifra y BatTTe (1980) estudiaron Ta infiuencia
de cationes monovaTentes y divaientes sobre 1a.Succini1 CoA
Sintetasa de caiios de soya, entre Tos cuales se encontraba e]
cadmio que reducia 1a actividad de 1a enzima a un 50% a una
concentración de 2 mM.

Kench y Gubb (1970) trabajando con higado y otros teji ­
dos de poTTos recien salidos de] cascarón, Tiegaron a 1a con­
ciusión que e] cadmio produce ¿n vao e ¿n v¿tno inhibición
de] ALAés.

II.6.1.2 Acción de] cadmio sobre e] ALA-D

La información existente acerca de 1a inhibición de]
ALA-D¿n thno por iones inorgánicos distintos de] piomo, como
es e] caso de] cadmio, ha sido contradictoria.

Thompson, Jones y Beasiey (1977) reaTizaron aTgunas ob­
servaciones interesantes con respecto a las determinaciones de
ALA-Deritrocitaria. Dichos autores Tiegaron a 1a conclusión
que e] ALA-Dde eritrocitos es un indicador de Ta concentra ­
ción tota] de iones metáiicos en 1a sangre. Infiuyen en su ac­
tividad eiementps esenciales comoe] cobre, que Ta inhibe, y
e] zinc, que 1a activa. Las proteinas piasmáticas protegen a
1a enzima de 1a inhibición y de 1a activación. Dicho efecto de
pende de 1a afinidad de Tos distintos metaies estas proteinas,
pero tambien de las concentraciones reTativas de Tos mismos.

Por otro Tado Tos mismos autores hacen notar que Tos me­
tales, ¿n v¿u0,pueden unirse a 1a membranade Tos eritrocitos,
y entonces e] efecto de] meta] en e] gióbuio rojo hemoiizado
puede no ser reflejo de] verdadero efecto ¿n uLuo.



Otras experiencias iievadas a cabo en muestras conserva­
das a -309C pueden conducir también a resuitados que desorien­
tan. E1 trabajo de Hamppy Kriebitzch (1975) señaia que 1a con
servacion de 1a enzima a -3OQCse ve infiuenciada notoriamente
por 1a presencia o ausencia de cadmio. Dichos autores utiiiza­
ron eritrocitos bovinos, conservados durante intervaios varia­
bies a 1a temperatura señalada. Despues de 6 semanas, 1a acti­
vidad de gibbuios rojos de terneros aicanzo un va10r maximo de
220% para una concentracion de CdC12 de 100 uM y después de 4
semanas con 1a misma concentracion de cadmio se obtuvo un maxi
mo de 450%de actividad en eritrocitos de animaies aduitos. A­
demas observaron que cuanto mayor era e] tiempo transcurrido
iuego de 1a extraccion de ias muestras, mayor era 1a concentra
cion de meta] necesaria para una dada activacion. Con eritroci
tos frescos, se produjo un maximoen 1a actividad con respecto
a1 contro] con una concentracion de cadmio de 20 uM. Por otro
iado, ias muestras aimacenadas hasta 2 semanas en ausencia de
cadmio, pero incubadas luego en presencia de una concentracion
adecuada de] meta], exhibian una actividad enzimática superior
a 1a de] contro].

Kench y Gubb (1970) en base a ias experiencias antes men
cionadas con poiios recien salidos de] cascaron observaron que
1a actividad de ALA-Dse estimuia, a determinadas concentracig
nes de cadmio tanto ¿n vLuo como ¿n vátno.

En cambio, según Wada, Jano, Ono y Toyokawa (1972) e]
ALA-Dse inhibe compietamente ¿n uLtno con 0,1 mMde cadmio.

Hiison, Burger y Dowdie (1972) en base a estudios con hi
gado bovino iiegan a 1a conciusion que eL.cadmio puede activar
o inhibir e] ALA-Ddependiendo de 1a concentracion de] meta].

Para Abduiia y Haeger Aronsen (1973) e] cadmio es un
inhibidor de] ALA-D.

Davis y Avram (1978) encuentran que en hemolizados de
sangre humana entera, e] cadmio se comporta como un activador
o un inhibidor de] ALA-Dsegun 1a concentracion empieada. Asi,
4'uM de cadmio se produjo una estimuiacibn maxima de 134% con
respecto a1 contro] y a mayores concentraciones de cadmio se
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observó una inhibición progresiva de 1a actividad de] ALA-D.
A 8.10'5 M, 1a enzima se inhibió un 50% mientras'que 1a concen
tración necesaria para producir igua] grado de inhibición era
de sóio 2.10'e M.

Estos autores observaron también que e] cadmio revierte
1a inhibición ocasionada por e] piomo, siendo 1a concentración
necesaria para producir dicho efecto, menor que 1a correspon ­
diente de zinc.

II.6.1.3 Interpretaciones acerca de] efecto de ios metaies so­
bre ei ALA-D

E1 ALA-Des una tipica enzima suifhidriiica (Shetty y
Miiier, 1969). Wilson et a1. (1972) haiiaron que e] ALA-Dde
higado bovino tiene 56 grupos suifhidriios por moiécuia.

Comoya se expresara, e] cadmio tiene afinidad por los
grupos suifhidriios. Segün Va11eey Uimer (1972) ias constari­
tes de estabiiidad de ios compiejos de] cadmio con grupos
suifhidriios 1ibres son mayores que ias de] zinc.

La información existente acerca de ios requerimientos me
taiicos de 1a enzima es abundante, pero aigunas veces contra ­
dictoria. Estos dependen, aparentemente, de 1a fuente de 1a en
zima. Según Cheh y NeiTands (1973) e] zinc tiene una-función
esencia] en e] ALA-Dde higado bovino.

Nandi y Shemin (1968) propusieron un mecanismo para ex ­
piicar 1a función de] ALA-Den 1a sintesis de] PBGa partir de
ALA.

Aigunos autores consideran factibie que e] zinc mantenga
adosadas entre si ias subunidades de ALA-Dcumpïiendo asi una
función estructura] semejante a 1a descripta por Kági (1959)
para 1a aicohoi deshidrogenasa. Pero Border, Cantreii y Kiiroe­
Smith (1976) trabajando con gióbuios rojos humanos de indivi ­
duos sin exposición c0nocida a] p10mo, ha11an que e] EDTAinhi
be a 1a enzima sin aiterar e] peso moïecuiar de 1a misma. Por
10 tanto, segun estos autores, e] EDTAactuaria sobre iones me
talicos periféricos, a menos que e] zinc empieado para mante ­
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ner 1a estructura cuaternaria de 1a enzima no fuera susceptibie
a 1a queiación.

Diversos autores han estudiado en deta11e e] ALA-Dde hi-.
gado bovino. Wu, Shemin, Richards y Wiiïiams (1974) han demos ­
trado que dicha enzima esta compuesta por ocho subunidades. Ste
11a (1977) ha investigado e] ro] de 1a estructura octamérica de
1a enzima sobre su conformación y función postuiando un mecanií
mode acción (Batiie y Steiia, 1978). Las interacciones entre
grupos suifhidriios y metaies divaientes comoe] zinc (eventual
mente hierro, magnesio, manganeso) o también otro tipo de enïa­
ces serian necesarios para mantener 1a estructura de] sitio ac­
tivo. Barnard, Itoh, Hohberger y Shemin (1977) señaïan que se
necesitan dos grupos suifhidriïos para mantener 1a actividad.
Segun ios estudios de Tsukamoto, Yoshinaga y Sano (1980), e]
ALA-Dde higado bovino contiene un átomo de zinc y ocho suifhi­
driios por subunidad y e] sitio activo estaria constituido por
dos residuos de cisteina, dos residuos de histidina y un átomo
de zinc. Dichos autores proponen un modelo de sitio-activo se ­
gún e] cua] e] grupo sulfhidriio de una moiécuia de cisteina se
coordinaria con e] zinc. E1 suifhidrilo de 1a otra cisteina que
daria asi protegido de 1a autooxidación‘y con posibilidad de u­
nirse a] sustrato. Sugierén que e] plomo inhibe pues tiene un
tamaño ibnico mayor que ei de] zinc y se forma un puente entre
ios dos grupos suifhidriïos.

En conciusion, e] ALA-Des una enzima suifhidriiica, y al
gunos metaies como e] zinc podrian tener una funcion esencia]
en e] sitio activo, o en e] mantenimiento de 1a estructura.

De acuerdo con e1_meta1 agregado,'con su tamaño iónico,
con sus constantes de estabiiidad con ios grupos suifhidriios,
con su concentracion y con ias condiciones de] medio estudiado
se pueden producir efectos diversos, ocasionados por variacio­
nes en ios eniaces de coordinacion en 1a vecindad inmediata de]
sitio metáiico. E1 estudio de ios mismos no se puede considerar
en modo aiguno agotado, y es de esperar que nuevas experiencias
iieven a1 esciarecimiento de ios interrogantes pianteados.

II.6.1.4 Acción de] cadmio sobre 1a Porfobiiinogenasa
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No existe tampoco demasiada información acerca de los e­
fectos de] cadmio sobre 1a PBGasa, ni sobre sus componentes De
aminasa e Isomerasa. Los únicos datos provienen.de estudios ¿n
uitno con 1as enzimas purificadas a partir de higado bovino
(Sancovich, Ferramoia, Bat11e, Kiviïevich y Grinstein, 1976),
eritrocitos de aves (Liambias y Batïie, 1971) y ca11os de soya
(Liambias y Bat11e, resuïtados no pub1icados; Liambias, 1972).
Se observó que Ios iones cadmio a concentraciones de] orden de
1 mMinhibian significativamente tanto 1a PBGasa como 1a Deami
nasa; en e] caso de 1a PBGasa de eritrocitos y 1a Deaminasa de
higado bovino, cuando 1a actividad se media en función de] prg
ducto formado, a esa concentración 1a inhibición era casi to ­
ta]; de todos modos siempre e] efecto era mucho mayor con res­
pecto a 1a formación de porfirinas que sobre e] consumo de PBG.
Se ha propuesto, que este fenómeno se deberia tambien a una
combination entre e] meta] y grupos tioies esenciaïes sobre 1a
enzima. Ademasse ha sugerido que ciertos suifhidriios o disul
furos estarian invoïucrados en 1a etapa de cicïización y forma
ción fina] de] porfirinógeno, y es probabïe que e1 meta] inter
fiera más especificamente con estos restos, bioqueando asi en
mayor grado 1a etapa última de cicïización de 10s intermedia­
rios.

II.6.1.5 Acción de] cadmio sobre 1a Decarboxiiasa

En ias condiciones experimentaies empïeadas por Woods,
Kardish y Fow1er (1981), e] cadmio a concentraciones mayores
de 10‘5 Mprodujo una inhibición significativa de 1a enzima.

II.6.1.6 Acción de] cadmio sobre 1a Ferroqueïatasa

Segün 10 citado por Bugany, Fïohe y Weser (1971) muchos
iones divaientes, entre eïios e] cadmio, inhiben a 1a Ferroque
Iatasa.

II.6.2 Efectos ¿n uÁvo

Según Webb (1979) es posibie una inhibición por e] cadmio
de 1a sintesis extramitocondria] de precursores de] hemoy de
1a sintesis intramitocondria] de] hemo.
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II.6.2.1 Accion del cadmio sobre el ALA-D

Se han estudiado los efectos del cadmio sobre el ALA-D,
dado que es una enzima bastante estable y relativamente fácil
de medir, que se ve inhibida por metales tóxicos como el plomo.

La administración diaria de cadmio a ratones (150 ug/kg)
produce un decrecimiento transitorio de la actividad del ALA-D
(Nada, Ono. Maru y Toyokawa, 1972).

Seth, Agarwal, Satiia y Hasan (1976) han observado que
en ratones a los cuales se aplicaron tres dosis de 2 mg/kg de
cadmio a intervalos de dos dias no se producen alteraciones de
la actividad del ALA-Deritrocitaria medida seis dias después
de la Ultima inyeccion; sin embargo, los niveles tisulares de
algunos metales esenciales se encuentran alterados.

Johansson-Sjobeck y Larsson (1978) han efectuado un estu
dio en peces. Se expusieron lenguados (Pieunonectea 6kebub) a
niveles subletales de cadmio (5, 50 y 500 ug/litro) durante pg
riodos de cuatro y nueve semanas y se midieron las respuestas
hematologicas, asi como también la actividad del ALA-Den san­
gre y en tejidos formadores de sangre. En los peces expuestos
al cadmio se observaron variaciones significativas de hemoglo­
bina, hematocrito y numero de glóbulos rojos. La'respuesta ang
mica fue evidente aün en los lenguados expuestos a la dosis
mas baja correspondiente a 1:4000 de la concentracion letal a
la cual muere el 50% de los animales en 96 horas. La anemia es
taba acompañadapor un aumento significativo de la actividad
del ALA-Den tejido renal. Esto indica un estimulo compensato­
rio de los pasos iniciales de la biosintesis de la hemoglobi­
na. Sin embargo, no se produce formación de hemoglobina, lo
que puede deberse a un metabolismo alterado del hierro. La ex­
posición al cadmio también produjo un aumento.significativo
del numero de linfocitos, indicando una acción en la defensa
inmunológica del pez.

Segun Lauwerys, Buchet y Roels (1973), el cadmio no altg
ra la actividad del ALA-Den los individuos expuestos.



93

II.6.2.2 Acción sobre 1a excreción de porfirinas y ALA

Mahaffey y Fowier (1977) estudiaron 1a excreción de por­
firinas en ratas Sprague-Dawiey, macho, a las que se administró
50 ppm de cadmio en 1a dieta durante diez semanas. El cadmio
por si solo no a1tera marcadamente 1a excreción urinaria de
ALA,coproporfirinas, ni uroporfirinas. En cambio, se observan
interacciones de cadmio con piomo y con arsénico que a1teran
ios modeios de excreción de porfirinas. Las interacciones de
1os metaies con respecto a aigunos parametros son aditivas y
con respecto a otros son antagónicas.

II.6.2.3 Acción de] cadmio sobre 1a Hemooxigenasa y citocromohu
A pesar de que muchos iones metálicos inhiben 1a Hemooxi

genasa ¿n uLtno, ios estudios ¿n uLvo han demostrado que varios
iones metaiicos, entre eiios e] cadmio, son capaces de inducir
dicha enzima en higado (Maines y Kappas, 1976). Las experien ­
cias se realizaron con ratas Sprague-Dawïey macho, a ias cuaies
se administró una soia vez 2,8 mg/kg de cadmio. Los animales
se dejaron en ayunas, sacrificándose 24 horas después de 1a in
yección.

Además de] aumento de 1a actividad de Hemooxigenasa, se
observó una disminución en e] contenido de citocromo Puso y de
hemo, a pesar de que 1a actividad de] ALA-Sera norma].

E1 efecto puede deberse a una unión directa de los meta­
1es con aigün componentece1u1ar de naturaieza suifhidriïica,
que interviene en 1a reguiación de 1a Hemooxigenasa (De Matteis
y Unseid, 1976; Maines y Kappas, 1977) o como efecto secundario
de 1a degradación, inducida por ios metaïes, de] citocromo Puso
o de] hemo recientemente sintetizado (Guzeiian y Bisse11, 1976).

Eaton, Stacey, Nongy Klaassen (1980) estudiaron ¿n u¿uo
1as reïaciones dosis - efecto de varios iones metálicos sobre
1a metaiotioneina, glutatión, Hemooxigenasay citocromo Puso.
Se apiicaron dos inyecciones i.p. de cada meta], una 36 y otra
12 horas antes de] sacrificio, usando dosis de 2,2 mg/kg de
cadmio, e] meta] se comportó como un inductor efectivo y poten­



te de 1a Hemooxigenasa y como depresor de] citocromo Puso.
Sin embargo, con dosis de 0,5 mg/kg no se observaron estos e­
fectos. Los autores sugirieron que 10s metaïes que inducen 1a
Hemooxigenasa, iuego de 1a administracion de dosis agudas,
pueden comportarse de manera diferente a 10 1argo de una expo
sición crónica, si además son inductores de 1a sintesis de me
taiotioneinas.

En concJusibn 105'antecedentes bibiiograficos confirman
e] hecho antes señaiado, que por momento no se ha prestado de
masiada atención a ios efectos de] cadmio sobne 1a biosinte ­
sis de] hemo. Sin embargo, dada 1a significativa impiicancia
de] cadmio como contaminante industria] y ambienta], y dada
1a importancia de] camino biosintetico-dei hemo para 1a vida
misma, se considera fundamenta] iiegar a conocer en forma más
detaiiada ios efectos de] cadmio sobre e] mismo.
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III. MATERIALES Y METODOS

III.1 MATERIALES

Acido 6-amin01evüiico: E1 ALAse obtuvo de Sigma Chemica] Co.
(Saint Louis, Missouri, U.S.A.) o Porphyrin Products (Logan,
Utah, U.S.A.).

Porfobiiinógeno: Obtenido biosintéticamente en e] CIPYP.

Resinas de intercambio iónico: Dowex2-X8 y 50-X8 (mezcias co­
merciales de 200 a 400 mesh).

Acetato de etiio p a.: Lavado con carbonato de sodio 10%, 1ue­
go con agua, secado sobre CaC12y redestiiado.

Otros reactivos: Todos ios demás reactivos usados fueron de
grado p.a., obtenidos de distintas fuentes comerciaïes. Para
1a preparación de todas ias soiuciones se empieó agua bidesti­
1ada en destiiador de vidrio.

Ratas: Se usaron ratas Sprague-Dawïey provistas por e] Dr José
A. Castro, de CITEFA. La edad de Ios animaies osciió entre los

4 y 14 meses y su peso promedio fue de 270 g. Los animaies te­
nian iibre acceso a una dieta comercia] (Purina, dieta 1) y a
agua destilada o contaminada según e] caso.

Inyectabies: Se prepararon a partir de sales p.a. (CdC12.21/2
H20, Merck; (Ac0)22n.2H20, Merck) disolviéndoias en solución
fisioiógica estéril. La vitamina C se preparó a partir de] medi
camento Redoxón Roche 500 mg, inyectabie, usando como diiuyente
agua bidestiiada estéri].

Aparatos de absorción atómica: Equipos Varian AA-5y Varian
5750 (Varian, Paio A1to, Caiifornia, U.S.A.).



III.2 METODOS

III.2.1 Recoiección de 1a orina y de 1as heces

La orina de ias ratas se recogió cada 24 horas por medio
de un sistema, que impide su contaminación con 1as heces, en
frascos de coïor carameïo, refrigerados.

A iguaies intervaios de tiempo se recogieron las heces.

111.2 2 Obtención de ios órganos y sangre

Los animaïes se sacrificaron por disiocación cervical.

La sangre se obtuvo por punción cardiaca y fue recogida
sobre heparina.

Se separaron e] higado, ios riñones y'e1 bazo, y se con­
geiaron de inmediato, hasta e] momento de su empïeo.

III.2.3 Obtención de 1as enzimas

III.2.3.1 Gïóbuïos rojos

Los gïóbulos rojos (GR) se separaron de] piasma por cen­
trifugación a 2000 g a 4°C durante 10 minutos, y se 1avaron dos
veces con solución fisioiógica, centrifugando cada vez. Luego
se 105 hemo1izó mediante tres sucesivos congeïamientos, en una
mezcia de hielo seco - acetona, y descongeiamientos inmediatos
co1ocando e] recipiente bajo e] chorro de agua corriente.

III.2.3.2 Organos (higado, riñón y bazo)

Saivo se indique 1o contrario, ias operaciones se lieva­
ron a cabo a una temperatura entre 4°—6°C.

Una cantidad pesada de] órgano se cortó en trozos peque­
ños. Estos se 1avaron tres veces con soïución fisioïógica y se
secaron con pape] de fiïtro. Se preparó un homogenato a1 10%
(p/v) con sacarosa 0,25 M, en un homOgeneizador de] tipo Potter
-E1vehjem con ayuda de un agitador mecánico. Dicho homogenato
se centrifugó a 11.000 g durante 20 minutos. E1 sobrenadante se
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empieó como fracción enzimática.

III.2.4 Determinación de 1a excreción de intermediarios de 1a
biosintesis de] hemo

III.2.4.1 Determinación de ALAy PBGen orina

III.2.4.1.1 Generaiidades

Se reaiizó según e] método de Mauzerali y Granick (1956),
que está basado en e] uso de resinas de intercambio iónico.

La orina que contiene ALAy PBG se pasa a través de una
columna de resina Dowex 2-X8 en 1a forma acetato. E1 PBG se re­

tiene, mientras que 1a urea y e] ALAse eiuyen con agua de 1a
resina. E1 PBGse e1uye posteriormente de 1a coiumna con ácido
acético y se determina coiorimétricamente usando e] reactivo de
Ehriich.

Los 1avados de 1a primer coiumna se pasan a través de u­
na coiumna de resina Dowex 50-X8 en 1a forma ácida. La urea se

elimina con agua de la coiumna. E1 ALAse eluye 1uego con aceta
to de sodio y se 10 hace reaccionar con acetiiacetona. E1 pirro]
resuïtante se determina colorimétricamente con reactivo de Ehr­
lich.

III.2.4.1.2 Determinación coiorimétrica de] PBG

La determinación de] PBGse basa en su reacción con
p-dimeti1aminobenzaïdehido (pDMAB),en medio ácido, para dar un
compuesto de color rojizo. Existen varias modificaciones de es­
te reactivo, teniendo en común todas e11as e] gran exceso de
pDMAB,mientras que difieren en 1a concentración y presencia de
distintos ácidos.

En 1964 Moore y Labbe, describieron un método para 1a es
timación de] PBG, cuya ventaja radica en e] hecho de que desa­
rroiïan una mezcia para este reactivo que es muy estabie duran­
te Iargo tiempo y se conserva en frio y a 1a oscuridad.

En 1a composición de] reactivo de Ehriich, entran pDMAB
(2 g), C1Hconcentrado (25 m1) y ácido acético gïacia1 (75 mi).
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La técnica empleada para 1a determinación de] PBGconsií
te en mezcïar un volumen de muestra con un voiumen igua] de re­
activo, a temperatura ambiente. Se ha estabiecido que 1a reïa­
ción entre 1as concentraciones de] aidehido y de] ácido fuerte,
influye en 1a ve1ocidad de reacción, mientras que 1a concentra­
ción de] ácido acético, tiene que ver con e] desarroiïo de 1a
intensidad de coïor (Cookson y Rimington, 1954). Luego de 1a a­
dición de] reactivo, e] máximodesarroiïo de coïor se a1canza a
105 ocho minutos, manteniéndose constante hasta 10s quince min!
tos, a1 cabo de este 1apso comienza a decaer. E1 compuesto c012
reado presenta una curva de absorción con dbs picos, e] mayor a
555 nm y uno mucho men0r a 525 nm.

E1 cáïcuïo de PBGse reaiiza empieando 1a siguiente fór­
muïa

A555 x dilución x voiumen
113,6

mg PBG =

donde

113,6 = absorción de una soiución de PBGen ácido acéti­
co, cuya concentración es de 1 mg/m]

es decir

1 cm_ 1 _ . .
E1% - 1136 E1 mM- 25.600 (Cookson y Rimington,

1954).

Según este método 1a minima cantidad detectabie de PBG
es 0,1 ug/m] (A555 = 0,0113).

III.2.4.h1.3 Determinación coïorimétrica de] ALA

En base a 1a capacidad que tienen todas Las aminocetonas
de condensarse cón acetiïacetona o etiïacetato a pH4,6, para
formar un pirro] con una posición 1ibre, es que Mauzeraï] y Gra
nick en 1956 empïearon por primera vez este método para 1a cuan
tificación de] ALA.

Para 1a formación de] pirro] a partir de1 ALAy su poste
rior determinación cuantitativa, se mezcïan 1 m1 de soiución
conteniendo ALA, 11evada a pH 4,6 con 1 m1 de buffer acetato



1 MpH 4,6 y 0,05 m1 de acetiiacetona; e] sistema se caiienta
diez minutos a 100°C, en un tubo suficientemente iargo, como
para que no se evapore 1a acetiiacetona.

Luego de enfriar, se mezcian iguaies volúmenes de 1a so­
]ución conteniendo ei pirro] de] ALAy de] reactivo de Ehrlich,
1eyéndose 1a absorbancia a 555 nm en un espectrofotómetro, ocho
minutos después de agregado e] reactivo.

En estas condiciones

mg ALA = A555 x voiumen x 0,00385

donde

0,00385 = factor apiicabie correspondiente a 1a absorción
de una soiución de ALAde 1 mg/m] tratada en las condiciones men
cionadas.

III.2.4.1.4 Preparación de ias resinas y coiumnas

Las resinas se coiocaron en agua y se decantaron hasta ob
tener un sobrenadante ciaro.

La resina Dowex2-X8 se convirtió en 1a forma acetato 1a­
vando 1a resina en una coiumna con acetato de sodio 3 N, hasta
ausencia de cioruros en e] eiuido. Después se 1avó con agua para
eliminar e] exceso de acetato de sodio.

La resina Dowex 50-X8 se transformó primero a 1a forma sg
dica dejándoia estar una noche en contacto con NaOH2 N; se 1a
1avó entonces hasta neutraiidad y se voivió a convertir a 1a for
ma ácida tratándoia con un voiumen de HC] 4 N, y Juego sucesiva!
mente con seis voiümenes de HC] 2 N, 1 N y agua.

Las coiumnas eran tubos de 0,7 x 30 cm, con un tapon de
1ana de vidrio, agregándose una cantidad de resina suficiente pg
ra obtener una altura de 2,0 Í 0,1 cm de materia] sedimentado.
La velocidad de fiujo fina] de 1as coiumnas fue de aproximadamen
te 0,3 mi/min.

III.2.4.1.5 Procedimiento para 1a determinación de PBGy ALAen
orina
\
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Un ml de orina a pH 5 se sembró en la columna de Dowex
2-X8 y se descartó el eluido.

Se añadieron dos porciones de 2 ml de agua destilada
(T1). Se eluyó con 2 ml de ácido acético 1 M en un tubo gradua­
do. Se agregaron 6 ml de ácido acético 0,2 M, recogiendo en
tres tubos graduados. Se tomaron alicuotas de 1,5 ml de cada tu
bo y se continuó según III.2.4.1.2.

Se sembró el contenido del tubo T1 sobre una columna de
Dowex 50-X8. Se lavó con 15 ml de agua y se verificó en el elui
do final ausencia de urea mediante el reactivo de Ehrlich, con
el cual la urea da un color amarillo. Se-eluyó con 15 ml de ace
tato de sodio 0,5 M recogiendo en 5 tubos graduados. Se determi
nó ALAsegún lo detallado en III.2.4.1.3, calculando asi el ALA
total presente.

III.2.4.2 Estimación de porfirinas

Se realizó por los métodos de Batlle, Nider de Xifra,
Stella, Bustos y With (1979), con pequeñas modificaciones.

Unauxiliar valioso para seguir el correcto desenvolvi­
miento de los distintos pasos en todos los métodos que se deta­
llarán es la fluorescencia roja que presentan las porfirinas,
cuando se las ilumina con luz UVde 366 nm.

Para la cuantificación de las porfirinas se aprovechó o­
tra caracteristica fisica de las mismas, que es su intensa ab­
sorción espectral en la zona de 400 nm, conocida como banda de
Soret (Soret, 1883). Dicha banda, es intensa y angosta, tenien­
do un mayor coeficiente de extinción en solución ácida, difi­
riendo su posición y magnitud para cada porfirina (Rimington,
1960). Se aplicó en todos los casos la fórmula corregida de Ri­
mington y Sveinsson (1950), que permite la medición en presen­
cia de ciertas sustancias que absorben luz, empleandofactores,
determinados empiricamente, para las distintas porfirinas en
los diversos medios.

III.2.4.2.1 Estimaciónde porfirinas esterificadas totales en
orina
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La orina (10 m1) se Iievó a pH 3,5 y se agregó taïco. Se
agitó e] taico varias veces durante un periodo de dos horas, se
centrifugó y descartó e] sobrenadante. Se 1avó e] talco dos ve­
ces con 10 m1 de agua, centrifugando cada vez. Luego se trató
tres veces con 10 m1 de metano], centrifugando cada vez, con 1o
cua] se eiiminaron restos de agua y ciertos pigmentos. E1 paso
siguiente fue e] agregado de 7 m1 de 1a mezcla esterificante
MeOH SOHH2(90:10, v/v), dejándose actuar en oscuridad a tem­
peratura ambiente 24 horas; 1uego se centrifugó y se guardó e]
sobrenadante.
MeOH

E1 ta1co se 1avó con 3 m1 de 1a misma mezcia

SOHHzy se voivió a centrifugar, reuniéndose todos ios
sobrenadantes.

La soiución de ias porfirinas esterificadas se pasó a fa
se cioroformo y se lavó con un exceso de agua hasta acidez nega
tiva y una vez con NaC]
pudiera haberse formado.

fórmuia

7%para destruir cuaiquier emuïsión que
Se midió e1.v01umen y se fiitró.

La concentración de porfirinas se ca1cu16 ap1icando 1a

pg ¡gorfirinas = (2Amax _ A380 _ Ali30) X X V—t
m1 orina 10

donde

Vt = voiumen tota] de 1a soiución ciorofórmica,

A = absorbancias ieidas a ias iongitudes de onda indicadas
por ios subindices,

2,74 = factor de transformación y

10 = voiumen de orina empieado en m1.

III.2.4.2.2 Estimacióndeporfirinas esterificadas totales en

en 1a mezcla esterificante MeOH
ción 1 g

heces

Las heces se 11evaron a sequedad en vacio y se maceraron
SOHHZ(90:10, v/v), en 1a reia

15 m1_de mezcïa. Se dejó actuar en 1a oscuridad a tem
peratura ambiente durante 24 horas; se centrifugó y se separó e]
sobrenadante. Las heces se iavaron con 5 m1 de mezcla esterifi­

_—
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cante y se v01vió a centrifugar. Todos los sobrenadantes se reu
nieron para su posterior tratamiento.

La soïución de ias porfirinas esterificadas se pasó, a
través de 1ana de vidrio, a una ampoiïa de decantación. Se aña­
dió 1 m1 de EDTAsódico a1 10% y 1uego se pasó a fase c10rofór­
mica, procediendo de] mismo modo que 10 deta11ado en III.2.4.2.
1 para 1a orina.

Para e] cáicuio se empïeó 1a expresión

ug porfirinas = (2Amax _ Aseo _ AH30) x vt x D x 2,74
g seco

donde Vt, A y 2,74 tienen igua] significado que en III.2.
4.2.1, y

D = di1ución de] extracto clorofórmico.

III.2.4.2.3 Separación cromatográfica de 1as porfirinas esterifi­
cadas

La soïución cïorofórmica en 1a cua] se midieron las porfi
rinas esterificadas tota1es o bien aiicuotas de 1a mismase lle­
varon a sequedad en baño maria; e] residuo se disoïvió en un pe­
queño voiumen de cloroformo y se sembró en una piaca de silica­
ge] G de 0,25 cm de espesor. Las p1acas se secaron 1 hora a
100°-105°C y se mantuvieron en un recipiente cerrado sobre
CaC12 y SOHHZhasta su uso. Se sembraron además testigos de Pro­
to IX, Copro III, Isocopro, Penta, Hexa, Firia y Uroporfirinas.

Se empleó una cromatografía de tipo ascendente a tempera­
tura ambiente que requiere dos desarroïlos en e] mismo sentido
en dos cubas independientes.

E1 soivente para saturar 1as cubas se coioca por 1o menos
1 hora antes.

En 1a primer corrida se empiea como soivente benceno:me­
ti1eti1cetona (80:6, v/v). Se corre con este soivente hasta un
tercio de 1a p1aca. La piaca se retira de 1a primer cuba y se sg
ca en corriente de aire tibio.



E1 soivente de desarroiio de 1a segunda corrida es ben­
ceno : acetato de etilo : metano] : éter de petróieo (rango de
ebuiiición 60°-65°C) en 1a proporción 50:1:2:6 (v/v/v/v). Se
deja correr durante 90 minutos, 1uego se seca en corriente de
aire tibio.

La posición de ias manchas se determina por su fiuores­
cencia bajo 1a 1uz UVy se ias identifica por comparación con
ios testigos corresp0ndientes.

Con este método se obtiene una buena separación de ias
distintas porfirinas, pero no de sus isómeros.

Para determinar cuantitativamente 1a composición de po:
firinas se raspan ias manchas de 1a piaca y se introducen en
un tubo de ensayo pequeño. Se eiuye cada banda con 2 m1 de
MeOH: SOHHZ(90:10), repitiéndose e] procedimiento de extrac­
ción de porfirinas esterificadas con cioroformo deta11ado antg
riormente, determinando espectrofotométricamente 1a concentra­
ción de cada porfirina.

III.2.4.2.4 Estimación de porfirinas libres en orina

III.2.4.2.4.1 Generaiidades

E1 método está basado en 1a diferente soïubiiidad de 1a
uro y coproporfirina debido a1 distinto número de carboxiios.

Ambas porfirinas se extraen de 1a orina a pH 3 con ace­
tato de etiio que reúne ias caracteristicas detaiïadas en III.
1.

La uroporfirina se separó de 1a coproporfirina mediante
extracción de 1a fase acetato de etiio con acetato de sodio a]
3%.

La coproporfirina se extrajo 1uego de 1a fase orgánica
mediante HC] 0,36%, determinándose su concentración por medi ­
ción de 1a absorbancia en 1a zona de 1a banda de Soret.

E1 acetato de sodio conteniendo 1a uroporfirina se 11e­
v6 a 1a concentración de HC] 1,5 N, determinandose 1a concen­
tración de dicha porfirina por medición de 1a absorción de 1uz
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en ]a zona de ]a banda de Soret.

III.2.4.2.4.2 Procedimiento

Se partió de 5 m] de orina que se ]]evaron a pH 3. Se ex
trajeron dos veces con 7 m] de acetato de eti]o cada vez.

La fase acetato de eti]o se extrajo con acetato de sodio
a] 3% (7 m1) y ]uego se ]avó con agua (7 m1). E] ]avado se reu­
nió con ]a fase acetato de sodio, constituyendo ]a fracción
Uro.

En e] acetato de eti]o asi tratado queda ]a fracción Co­
pro. La coproporfirina se extrajo de] acetato de eti]o mediante
HC] 0,36 % hasta f]uorescencia negativa de ]a fase ácida. Se ]g
yeron ]as absorbancias a 380 y 430 nm y ]a absorbancia máxima
(aproximadamente a 401 nm), ca]cu]ándose e] contenido de esta
p0rfirina mediante ]a expresión

ug Copro = (2Amax - A380 - A“3°) x Vt x 0,725
5

donde

A = absorbancias a ]as ]ongitudes de onda indicadas por
]os subíndices,

Vt = vo]umen de HC] 0,36%

0,725 = factor correspondiente

5 = vo]umen de orina emp]eado (m])

En ]a fracción Uro ]]evada a concentración de HC] 1,5 N,
se ]eyeron ]as abSOrbancias a 380, 430 y Amax, y e] contenido
de ur0porfirina se ca]cu]ó mediante ]a expresión

ug Uro = (2Amax - A380 - A“3°) x Vt x 0,875
5

donde

A = absorbancias a ]as ]ongitudes de onda indicadas por
]os subindices,



Vt = voiumen de HC] 1,5 N,

0 875 = factor correspondiente

5 = voiumen de orina empleado (m1)

III.2.4.2.4.3 Observaciones

En orinas normaies este método separa ias fracciones Uro
y Copro, pero en orinas porfiricas, en las cuaies se ha11a un
contenido variable de porfirinas con diferentes números de car­
boxiios entre 8 y 4, éstas quedan distribuidas en dichas frac­
ciones.

E1 vaior de este método es que confirma ios resuitados
obtenidos 1uego de 1a esterificación de ias porfirinas.

III.2.5 Determinaciones enzimáticas

III.2.5.1 Determinación de 1a actividad enzimática de ALA-D

E1 ALA-Dse midió según e] método de Batiie, Ferramoia y
Grinstein (1967). Todas ias operaciones previas a 1a incubación
se efectuaron a 4°-6°C.

III.2.5.1.1 Sistema de incubación

A menos que se indique 10 contrario, ei sistema de incu­
bación fue e] siguiente: 0,2 m1 de buffer de fosfatos de sodio
0,2 M pH 6,8, 0,5 mi de sobrenadante de 11.000 g de homogenato
de órgano ó 0,1 m1 de gióbuios rojos hemoiizados, 0,1 m1 de ALA
(0,05 M en buffer de fosfatos de sodio 0,05 M), en un voiumen
fina] de 2 m1.

La incubación se reaiizó a 37°C en aerobiosis y oscuri­
dad, durante 60 minutos con agitación moderada pero constante.

La reacción se detuvo por enfriamiento en baño de hieio
y agregado de 0,2 m1 de ácido tricioroacético (TCA) a1 50%.

La proteina precipitada se separó por centrifugación y
se determinó e] PBGformado en e] sobrenadante.



III.2.6 Determinación del contenido de cadmio y de otros meta­
les

III.2.6.1 Generalidades

La detección y posterior determinación de los distintos
metales que entran en la composición de una muestra biológica
es de interés desde el punto de vista toxicológico para hallar
el agente causal de una determinada sintomatología y-también
desde el punto de vista de estudios bioquímicos, en los cuales
interesan las interacciones entre distintos metales. La toxici
dad del cadmio, comoya se ha explicado en la Introducción, de
pende de la concentración de trazas de distintos elementos e ­
senciales y de la presencia de otros cationes tóxicos. Nuestro
elemento en estudio puede a su vez modificar la toxicidad de g
tros metales pesados ocasionalmente presentes en el organismo.
Algo similar sucede con los otros elementos.

Los métodos quimicos de separación, identificación y
cuantificación de los distintos metales son, la mayoria de las
veces, largos, tediosos y requieren muchamuestra, lo cual de­
salienta al más paciente quimico analista.

En los últimos años se han hecho accesibles técnicas
instrumentales para el análisis de trazas de metales. Entre e­
llas las más útiles son: espectrometria de absorción atómica
(a.a.s.), activación neutrónica y procedimientos electroquimi­
cos.

Sin embargo, estos procedimientos no han nacido libres
de problemas y se debe hacer un balance de ellos para elegir
el más conveniente.

Las interferencias parecen ser menores con activación
neutrónica que con absorción atómica, mientras que los procedi
mientos electroquimicos requieren digestiones y control de las
matrices más cuidadosos. Cuando entra en discusión el costo de
los análisis se invierte el orden de la lista precedente.

En el caso del presente trabajo se optó por el uso de
la absorción atómica, para la detección y determinación cuanti
tativa de metales en medios biológicos.
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III.2.6.2 Espectrometria de absorción atómica

III.2.6.2.1 Fundamentos

La muestra se atomiza en una 11ama u horno a aita tempe­
ratura, de modo que ios átomos en e] estado fundamenta] pasan a
través de] camino de 1a 1uz emitido por una Iámpara con un cátg
do de un meta] especifico a una iongitud de onda dada. Si 1a
muestra contiene e] mismo meta] que 1a iámpara, ios átomos de]
eiemento en cuestión van a absorber 1uz, y la absorbancia se
1ee en un espectrofotómetro.

III.2.6.2 2 Evoiución de 1a técnica: dificuitades y soiuciones

A1 presente 1a absorción atómica es e1 método más usado
para 1a determinación de cadmio.

En ios origenes de 1a absorción atómica 1a muestra se atg
mizaba en una 11ama, comúnmentede aire-acetiieno. La a.a.s. fue
una técnica aceptada generaimente con entusiasmo, pero muchas ve
ces se pasaron por a1to interferencias, informándose resuitados
erróneos.

Puiido, Fuwa y Va11ee (1966) han discutido deta11adamente
1a determinación de cadmio en materiaies biológicos por a.a.s.
Estos autores estudiaron 1a interferencia de otras sustancias y
encontraron que e] fosfato en concentraciones superiores a 0,1 M
podia hacer bajar 1a absorbancia y que e] NaC] en concentracio­
nes superiores a 0,01 M podia producir un aumento de 1a misma.

En aigunos estudios se ha determinado cadmio en suero y
orina, sin tomar en cuenta 1a presencia de sustancias interferen
tes. Por ejempio, se acepta actuaimente que 1a excreción urina­
ria de cadmio en individuos no expuestos es 1 ug/dia; sin embar­
go, Friberg et a1. (1974), han encontrado en 1a literatura traba
jos en Ios cuaies se dan vaiores de 40 y 100 pg/dia.

Puiido et a1. (1966) informan que en ausencia de sustan­
cias interferentes 1a exactitud es muya1ta.

Las dificuïtades se presentan a] investigar cadmio en ma­
teriaïes bioiógicos con bajo contenido de] meta], pero no asi a1
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analizar órganos como higado y riñón, donde se produce la mayor
acumulación del metal.

Se ha intentado mejorar el método de la llama usando pe­
queños crisoles o navecillas, que se insertan en la llama des­
pués de un secado y calcinado de la muestra.

Estos procedimientos, que emplean muestras pequeñas, se
han desarrollado especialmente para sangre (Delves, 1970; Hau­
ser, Hinners y Kent, 1972; Ediger y Coleman, 1973).

Otros autores reconocieron que puede ser a veces necesa­
rio extraer el cadmio en un solvente orgánico antes de realizar
el análisis. De esta forma se puede aumentar la concentración
y eliminar la interferencia de sales extrañas. El método des ­
cripto por Lehnert, Schaller y Haas (1968) consiste en digerir
la muestra con ácido, ajustar el pH alrededor de 3, y extraer
el metal con un agente quelante comopirrolidin ditiocarbamato
de amonio (APDC)en metilisobutilcetona (MIBK).

En un informe de la Asociación Japonesa de Salud Pública
(Japanese Association of Public Health, 1970) se observa que la
mayoria de los laboratorios realizan primero una extracción, de
la muestra digerida, con ditizona, y después vuelven a extraer
el cadmio con ácido, antes de realizar la determinación por
6.8;5.

Posteriormente se desarrollaron métodos de atomización
sin llama, en los cuales la muestra se inyecta en un atomizador
de horno de grafito que se calienta eléctricamente. La exacti ­
tud del método fue estudiada en 1973 por Linman, Andersson, Nil
sson, Lind, Kjellstrom y Friberg, que encontraron en trigo una
buena correlación con los métodos de activación neutrónica para
concentraciones de cadmio entre 20 y 200 ng por g de material.

El advenimiento de los atomizadores de horno de grafito
permite realizar mediciones de metales con una sensibilidad
100 veces mayor que la lOgrada en los atomizadores de llama, y
además requieren menor cantidad de muestra (Perry, Koirtyohann
y Perry, 1'975)1

Para el cadmio bastan unos pocos ul de una solución de
0,005 ug/ml para informar correctamente un resultado. Los atomi



zadores de grafito tienen una vida iimitada, dependiente de 1a
temperatura de trabajo y de] tratamiento a1 cua] se ios somete.
Para evitar su rápida oxidación se trabaja en presencia de una
corriente de gas inerte. En estos atomizadores se han presenta­
do problemas de reproducibiiidad debido a que 1a muestra no‘se
introduce siempre de igual manera en e] grafito (Neïz, 1976).
Por 9110 se recomienda hacer 1as determinaciones por tripïica­
do. Rowey Routh (1977) consideran que una 1imitación de] métg
do es que depende de 1a habiïidad de] operador de introducir
reproducibiemente 1a muestra.

La mayoria de Ios instrumentos comerciaies inciuyen ac­
tuaïmente fuentes de poder, que permiten llevar 1a muestra a
temperaturas adecuadas para un correcto secado y un rápido cal
cinado, previos a 1a etapa de atomizado, directamente sobre e]
atomizador de grafito.

Cuandose intenta destruir una matriz orgánica directa­
mente en e] horno de grafito, hay que tener en cuenta 1a vo]a—
tiiidad de] elemento en cuestión. E1 cadmio tiene un p.eb. de
765°Cy se pueden producir con faciïidad pérdidas por voïatiii
zación de] mismo, durante 1a ca1cinación.

Se han puincado procedimientos diversos para destruir
1a matriz orgánica directamente en e] horno de grafito. Posma,
Baïke, Herber y Stulk (1975) determinan cadmio en sangre ente­
ra inyectando directamente 1a muestra (5 ui) en una "taza" de
grafito, y agregan HF (15 ui) para ayudar a 1a destrucción de
1a matriz durante ias etapas de secado y calcinado; este üïti­
mo 1o efectúan a 530°C durante 30 segundos, suspendiendo e]
fiujo de nitrógeno, para que se forme CdOque tiene p.eb. de
1599°C y es mucho menos voiátiï que e] cadmio elementai.

Ross y Gonzáïez (1974) afirman obtener buenos resuïtados
en sus condiciones de trabajo para 1a determinación directa de
cadmio en suero (soïuciones a1 20%en agua) y orina. Inyectan
20 p]; secan 1as muestras 30 segundos a 150°C, e] caïcinado 10
hacen 50 segundos a 450°C y e] atomizado 8 segundos a 1300°C.
Dichos autores evitan interferencias espectraïes y químicas de
bidas a 1a formación de humo por caïcinado de 1a matriz-orgáni
ca, y a saïes inorgánicas como Nat] presentes en 1a misma,



usando un corrector de arco de deuterio.

Actuaïmente muchos aparatos vienen provistos con corres
tor de arco de deuterio. Dicho corrector puede aprovecharse,
por supuesto, también en ias determinaciones por 11ama.

Sin embargo,1a mayoria de 1os autores efectúan previa­
mente una destrucción de 1a materia orgánica por via húmeda, u
na destrucción por via seca, una calcinación, una extracción u
otro tratamiento para minimizar interferencias de 1a matriz, y
además para a1argar 1a vida de] grafito.

Perry et a]. (1975) han 11egado a 1a conc1usión que 105
métodos que usan horno de grafito sufren de probïemas más Seve
ros de absorción e interferencia de 1a matriz que los ha11ados
comúnmente en 105 atomizadores por 11ama.

Vo11and, Koïbïin, Tschópeï y T619 (1977) han estudiado
aïgunos errores sistemáticos de 1a técnica que nos ocupa. Ade­
más de] programa de temperaturas y 1a corriente de gas inerte,
dichos autores comprobaron que e] tipo y estructura de] grafi­
to, asi comosu reactividad tienen una infiuencia decisiva en
1a sensibiïidad y Iimites de detección de 1a técnica. Además
se observa depresión de 1as señaïes de Fe, Co, Ni, Ag y Cd
cuando se empïean soluciones fuertemente ácidas. Voiïand et
a]. (1977) intentan expïicar este efecto por 1a reactividad
de] grafito. E1 grafito forma con ácidos fuertes uniones reïa
tivamente estab1es por ejemplo con e] SOHHzpodria producirse
(C29+HSOH'.ZSOHH2).A1gunos restos de 1as soiuciones ácidas,
recién se e1iminan de 1a superficie de] grafito a muy a1tas
temperaturas. Estos podrian reaccionar con átomos de] meta]
en fase gaseosa. Asi disminuiria e] número de átomos de meta]
que absorben 1uz y se produciría un descenso de 1a seña].

No 5610 1a presencia de aniones, sino también 1a de cg
tiones puede interferir en 1a determinación de otros e1emen­
tos metá1icos.

Asi Negscheider, Knapp y Spitzy (1977) haïïaron que e]
Co, Cr, Ni, Si, Hg y Zn interfieren en 1a determinación de]
pïomo.



Por ello, cuando se tiene una matriz demasiado complica­
da es conveniente utilizar el método de adiciones standard para
asegurarse de la exactitud de los resultados. '

Más recientemente Pleban y Pearson (1979) han usado la
espectroscopia de absorción atómica Zeeman para la determina ­
ción directa de cadmio en sangre y orina. Esta técnica utiliza
las caracteristicas de polarización dependientes de un campo
magnético de los vapores atómicos para lograr la corrección de
fondo. La cubeta de grafito del espectrómetro se coloca en un
campomagnético. Ademásel equipo tiene un polarizador rotato­
rio que se coloca entre la lámpara del metal y la cubeta de
grafito.

Se debe aclarar, que en los equipos modernos de a.a.s.
se ha perfeccionado también la técnica de atomización por lla­
ma, la cual a pesar de tener, como ya se ha mencionado, una
sensibilidad menor y de requerir más muestra que la atomiza­
ción en horno de grafito, supera a ésta última por la simplicl
dad de introducción de la muestra en la llama y por la rapidez
y confiabilidad de las lecturas individuales.

De modo que dentro de la a.a.s. se puede optar porí atg
mización por llama o por horno de grafito, pero en ambos casos
hay que tener en cuenta posibles interferencias.

III.2.6.3 Procedimiento empleado

III.2.6.3.1 Aspectos generales

Se necesitaba conocer el contenido de cadmio en los 6r­
ganos y fluidos estudiados.

Dados los antecedentes bibliográficos, se consideró con
veniente emplear en principio la técnica de atomización sin
llama, que es la más sensible, tomando el mayor número de pre­
cauciones.

Más adelante se verificó que en muchas experiencias el
higado, riñón y bazo alcanzaban concentraciones de cadmio sufl
cientes para su atomización en la llama, utilizándose alterna­
tivamente esta técnica, con resultados concordantes con los de
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atomización sin 11ama.

En todos ios casos ias muestras introducidas en e] apara
to estaban totaimente 1ibres de su matriz orgánica. E110 se 10­
gró mediante mineraiización por via húmeda.

Las primeras destrucciones de materia orgánica (DMO)se
efectuaron sobre 1a base de] método deta11ado en 1a Guia de
Trabajos Prácticos de 1a Cátedra de Toxicoiogia y Quimica Le­
ga] (1980), que consiste en una destrucción suifo-nitrica. Se
agregó un paso fina] de evaporación de] ácido suifürico, para
evitar 1a interferencia de dicho ácido sobre e] horno de grafi­
to. Curry (1976) describe un método de DMObasado en e] mismo
principio. Se ensayó recuperación de] cadmio, resuïtando ésta
exceiente.

Luego se optó por una DMOcon N03H - H202, simiiar a 1a
informada por Perry et a1. (1975) que permitía eiiminar con más
facilidad e] exceso de ácido. Con este método se iogra una muy
buena recuperación de cadmio, asi como también de cobre y zinc.

Las muestras se 11evaron a voiumen y se reaiizó 1a de­
terminación de] contenido de meta] en e1 aparato de absorción
atómica, comparando con testigos adecuados.

III.2.6.3.2 Fracción en ia cua] se efectuaron 1as determinacioe
nes de eïementos metáïicos

Comolas enzimas estudiadas se encuentran en 1a fracción
soiubie de] citopiasmay ias determinaciones enzimáticas se efeg
tuaron en e] sobrenadante a 11.000 g, se consideró que e] anáii
sis de 1a concentración de cadmio, zinc y cobre directamente en
una aiicuota de dicho sobrenadante iba a posibiïitar comparacig
nes más estrictas entre actividad enzimática y contenido metáii
co, y también entre estudios ¿n thno e ¿n vivo, ya que ios si­
guientes antecedentes bib1iográficos señaïan variaciones de 1a
distribución subce1u1ar de] cadmio y de] zinc, durante e] curso
de 1a intoxicación con cadmio, o de 1a administración de zinc.

Aunque e] cadmio se ha11a unido en a1ta proporción a 1as
metaiotioneinas (ver 1.11), se ha observado que 1uego de 1a ad­
ministración s.c. proïongada de] meta], este se une además a



otras fracciones de] sobrenadante a 27.000 g (Sato y Nagai,
1980). Por otro 1ado, Raghavan y Gonick (1980) han encontrado
que en 1a corteza rena] de ios animaïes pre-Fanconi y Fanc0ni
(I.11.7.iO.3), se producía un aumento significativo de] cadmio
en e] núcleo y en 1a fracción mitocondria] y microsoma], y un
descenso significativo de] meta] en e] citopiasma soiubie.

E1 zinc es un e1emento esencia] que normalmente se dis­
tribuye entre 1a fracción soiubie y 1a fracción particuiada
(Chen, Vasey y Nhanger, 1977; Sugawara, 1977; Petering, Choudhu
ry y Stemmer, 1979). Chen et a1. (1977) han determinado ias con
centraciones de zinc en ias fracciones subceluiares de higado
de ratas a 1as cuaïes se administró diversos supiementos de
zinc en 1a dieta. Observaron que concentraciones superiores a
1000 ppm de zinc, se producía una acumuiación de] meta] en e]
higado, principaïmente en 1a fracción soiubïe, y en mucho menor
grado en e] nücïeo, mientras que en ias fracciones mitocondria]
y microsoma] 1a concentración de] eiemento esencia] aumentaba
muy 1entamente. Petering et a1. (1979) señaian que en ratas no
5610 se produce un aumento en 1a concentración citosóiica de
zinc en reiación con 1a dosis de cadmio, sino que también se ob
servan variaciones de] contenido de] meta] esencia] en ias frag
ciones particuiadas.

En sangre, ios metaies se determinaron generaïmente en
ios GR hemoiizados.

III.2.6.3.3 Destrucción de 1a materia orgánica

Las muestras medidas o pesadas -1 m1 de homogenato, 0,5
m1 de gióbuios rojos, 0,1 g de tejido (higado, riñón, bazo), ó
2 m1 de orina- se coÏocaron en tubos micro-Kjeidahi y se trata­
ron con 1 m1 de NO3Hconcentrado. Los tubos se coïocaron en un
baño de gïicerina sobre una piancha e1éctrica y se ca1entaron
durante 3 h0ras, a temperatura justo inferior a 1a de ebuili­
ción. Luego, se continuó e] ca1entamiento hasta reducir e] voi!
men a aproximadamente un tercio, y se agregaron 0,4 m1 de H202
a1 30%. La muestra se evaporó y e] residuo se disoivió en N03H
a] 1%, 11evando a voiumen.
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III.2.6.3.4 Condiciones de trabajogpara 1a a.a.s.

La Tabla II resume ias condiciones de trabajo empleadas
para cadmio, cobre y zinc.

Se usó e] método de atomización por llama cuando ias
concentraciones de ios eiementos fueron suficientemente aitas.
De 10 contrario se optó por 1a atomización en horno de grafito.

En ei caso de ias técnicas de atomización sin 11ama se
empiearon menores temperaturas de caicinado, para ios elemen ­
tos más voiátiies, que ias recomendadaspor distintos autores
para destrucción directa sobre e] horno de grafito, ya que ias
muestras habian sido preparadas según e] procedimiento detaïig
do en III.2.6.3.3. De esa manera se evitó 1a pérdida parcia]
de dichos eiementos.

Ademásse usó e] corrector de arco de deuterio para evi
tar interferencias de saies presentes en 1a soiución.

III.2.6.3.5 Cáicuio de ias concentraciones

Para e] cáicuio de las concentraciones de ios diversos
eiementos se usó e] método de ias "adiciones standard".

En dicho método se diiuyen un número de aiicuotas igua­
1es de 1a muestra con e] agreqado de cantidades crecientes
de] eiemento a anaiizar, a voiümenes dados. Estos se anaiizan
en e] espectrofotómetro de absorción atómica y se representa
1a curva de caiibración absorbancia vs concentración. Extrapg
1ando a absorbancia cero se puede conocer 1a concentración de]
elemento anaiizado en 1a muestra por 1a intersección en e] eje
de concentraciones. .

Asi se evita e] efecto de interferencias debidas a 1a
composición de 1a soiución a medir.

III.2.7 Determinación de vitamina C (ácido L-ascórbico) en dro­
gas e inyectabies

III.2.7.1 E1 probiema de 1a inestabiiidad de 1a vitamina C



TABLA II

temperatura máxima

Cd Zn Cu

Espectrofotómetro
longitud de onda nm. 228,8 213,9 324,7

corriente de 1a 1ámpara mA 3,5 5 5
ancho de banda espectra] nm

para horno de grafito , 0,5 ,
para 11ama , 1 ,

aire aire aire
Liama acetiieno acetiieno acetiieno

oxidante oxidante oxidante
J

Atomización sin 11ama
Secado

temperatura °C 98 98 98
tiempo seg 30 30 30
Caicinado

temperatura °C 280 550 700
tiempo seg 15 30 30

Atomizado
veiocidad °C/seg 800 300 500

temperatura máxima 1300 1400 2000

tiempo a 1a 3,5 3 2



Varios autores se ocupan de] probiema de 1a inestabiii­
dad de] ácido
estabies a 1a

ascórbico. Los cristaies de ascórbico secos son
exposición a1 aire y a 1a iuz de] dia a tempera­

tura ambiente durante periodos de tiempo proiongados. En soïu­
ción acuosa se oxida muy fácilmente, especiaïmente en medio
neutro o aicaïino, siendo más estabie en medio ácido. E1 cobre
y ias oxidasas de ios tejidos cataiizan 1a oxidación (Freed,
1966; Litter, 1975). E1 ácido dehidroascórbico es e] primer
producto de dicha reacción (Figura 9). Debajo de pH 4 ei ácido
dehidroascórbico es bastante-estabie y además en tejidos anima
ies y vegetaies puede reducirse nuevamente a ascórbico. E1 áci

75-80% de 1a actividad
antiescorbütica de] ascórbico. La estructura moiecuïar de] áci
do dehidroascórbico tiene airededor de]

do dehidroascórbico ha sido objeto de muchos estudios, habién­
dose propuesto muchas fórmuias estructuraies inciuyendo monómg

1970; Toibert,
Por encima de pH 4 sufre con

ros, dimeros y poiimeros (Hvosïef,
1975).

faciiidad un reordenamiento irreversible a un materia] bioiógi
camente inactivo e] ácido 2,3-diceto-guiónico (Seiiés Fiores y

1960; 1966; Litter, 1975). Este üitimo ácido
tiene un poder reductor muy elevado (Seliés Fiores y Brunner,
1960).

Downing,
Carison, Knight y Baker,

Brunner, Freed,

Las soiuciones de ácido ascórbico pueden dar iugar a 1a
formación de C02; A partir de] ácido 2,3-diceto-guiónico se
forman ios ácidos treónico y oxáiico. Este üitimo se descompo­
ne en ácido fórmico y C02 (Seïiés Fiores y Brunner, 1960).

Fischer Jensen (1955, 1959) estudiando 1a infiuencia
de] oxigeno y dei pH en 1a descomposición de 1a vitamina C en­
contró que sometiendo soiuciones de ácido ascórbico a1 2% du­
rante 20 horas a 100°C, 1a soiución de pH 1,55 se descompone
en un 31,1% y 1a de pH 7,28 (neutraiizada con NaOH0,1 N) en
un 16%. En presencia de mayor proporción de aire-1a descomposi
ción es más rápida a pH 6,3 que a pH 2,55; mientras que en au­
sencia de oxigeno sucede todo 10 contrario, se descompone an­
tes a pH 2,55 que a pH 6,3. Los cataiizadores actúan en presen
cia de oxigeno, más fáciimente a pH bajo (2,55) que a pH aito
(6,3). A temperaturas más altas aumenta e1.grado de descomposi
c10n.
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Figura 9: Productos de degradación de] ácido ascórbico
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Hüttenrauch (1968) detaila 1a vía de degradación anaeró
bica, que puede también observarse en 1a Figura 9. En prepara­
dos iïquidos muchas veces se produce una degradación siguiendo
esta via, a menudo con 1a aparición de un coior marrón debido
a reacciones de ios productos de descomposición.

Los preparados farmacéuticos se pueden estabiïizar por
enmascaramiento de ios metaies pesados. Como10s poiioles for­
man compiejos con ios metales pesados, muchas de ias sustan­
cias que se usan comodisoiventes contribuyen a 1a estabiiiza­
ción.

De todos estos trabajos se deduce que e] probiema de 1a
estabiiidad de] ascórbico se presenta no tanto con 1a droga pu
ra, sino más bien con 1a conservación de ascórbico disuelto,
especiaimente iuego de haber sido sometido a condiciones extrg
mas de temperatura, como en ios inyectabies.

III.2.7.2 Espectro u1travioieta (UV)de] ácido ascórbico

Diversos autores han estudiado e] comportamiento a1 UV
de] ácido ascórbico. Lawende] (1957) resume y discute ios coe­
ficientes de extinción obtenidos en distintos trabajos. E1 áci

Eïzcm= 579) y enlí
cido suifürico 0,01 N se obtiene un máximo a 245 nm (¡31%cm=
560) (Ciarke, 1969).

do ascórbico en agua da un máximo a 264 nm (

La sa] de sodio de] ácido ascórbico presenta un espec­
tro simiiar a] de 1a soiución acuosa (Herbert, Hirst, Perciva],
Reynoids y Smith, 1933).

La oxidación modifica e] espectro UVde 1a vitamina C
(Herbert et a1., 1933).

Mohier y Mohr (1936) han observado que a1 burbujear ai­
re a través de 1a soiución de ascórbico acuoso se produce, en
función de] tiempo, una disminución de 1a absorbancia a 264 nm.
Por otro 1ado, por oxidación con soïuciones de cobre de concen
tración superior a 5.10'5 M1a intensidad de 1a banda caracte­
ristica de la vitamina decrece desde un comienzo, y aparecen
otras bandas, que indican una modificación de 1a sustancia ori
gina].
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III.2.7.3 Espectro UVy estabilidad de las drogas utilizadas

Para los ensayos ¿n uLtno se partió de vitamina C p.a.,
usándose para los ensayos ¿n uLuo vitamina C inyeCtable Redo ­
xón.

Se estudiaron los espectros UVde ambas drogas, luego
de diluirlas a 0,7 mg/100 ml, respondiendo éstos a las caractg
risticas indicadas en III.2.7.2.

Además se comprobó que el Redoxón tenia un 5% de exceso
de vitamina con respecto a lo indicado en el rótulo.

En cuanto a la estabilidad, las soluciones de 10 mg/ml
obtenidas a partir del Redoxónresultaron totalmente estables
durante una hora, mientras que la absorbancia de las solucio ­
nes preparadas a partir de la droga p.a. disminuyó 1,8% duran­
te el mismo lapso de tiempo. En cambio las soluciones de 0,7
mg/lOO ml obtenidas a partir de ambas drogas decayeron 16% en
una hora, verificándose asi la mayor labilidad de las solucig
nes diluidas.

En consecuencia para las experiencias se partió siempre
de soluciones preparadas en el momento de su uso, empleándose
en el caso—de las experiencias ¿n vao una nueva ampolla del
.medicamento cada vez.

III.2.8 Dosis y forma de administración del cadmio, zinc y vi­
tamina C. Experiencias ¿n uáuo

III.2.8.1 Generalidades

La absorción de las drogas puede realizarse por inges ­
tión, inyección, inhalación y en algunos casos por otras vias.

En algunas experiencias el cadmio se administró incluyen
dolo en el agua de bebida. Es factible que debido a su disper­
sión en el ambiente, el metal ingrese de esa manera al organis­
mo. Se trata de una via lenta, ya que sólo una parte del tóxico
ingerido se absorbe.

La inyección i.p. de sucesivas dosis subletales de sales
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de cadmio, permite 1a acumuïación de a1tas concentraciones de]
meta], en e] higado y ios riñones, en un tiempo menor que 1a
via ora]. Aungue no se trata de una via usua] de ingreso de]
tóxico a] organismo, se consideró útil para efectuar una serie
de experiencias.

Las concentraciones de cadmio a usar se seleccionaron
en base a 1a información existente de investigaciones previas.
Se eïigieron aqueïias que produjeran una marcada acumuiación
tisuiar de] meta], pero sin signos obvios de morbilidad.

E1 zinc y e] ácido ascórbico se administraron por via

III.2.8.2 Antecedentes sobre dosis de cadmio empieadas en in­
toxicaciones experimentaies

E1 cadmio es virtuaïmente tóxico para cada sistema de]
cuerpo. La distribución de] cadmio varia considerablemente,
dependiendo de 1a via de administración, 1a dosis, 1a frecuen­
cia de administración y e] tiempo transcurrido después de 1a
misma.

III.2.8.2.1 Intoxicaciones a 1argo piazo por contaminación de]
agua de bebida

Existen antecedentes de administración a ratas en e]
agua de bebida entre 1 y 50 ppm de cadmio durante varios meses,
habiéndose estudiado distintos efectos (Perry, Thind y Perry,
1976; Sugawara y Sugawara, 1978; Yuhas, Miya y Schne11, 1979).
Recientemente Bernard, Lauwerys y Gengoux (1981) administraron
a ratas agua conteniendo 200 ppm de cadmio durante 11 meses.

III.2.8.2.2 Intoxicaciones crónicas obtenidas por inyección itp.
o s.c.

Las ratas toïeran 1a administración repetida de pequeñas
cantidades de cadmio (0,3-0,8 mg Cd/kg) a intervaïos diarios y
durante varias semanas. E110 10 demuestran ios trabajos de Fae­
der, Chaney, King, Hinners, Bruce y Fowïer (1977); Raghavan y_
Gonick (1980); Sato y Nagai (1980). Bonner, King y Parke (1981)
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inyectaron s.c. 1,5 mg Cd/kg diariamente durante 28 dias. Ber­
"nard, Goret, Roeis, Buchet y Lauwerys (1978) administraron

1 mg Cd/kg, cinco veces por semana durante dos meses.

III.2.8.3 Antecedentes sobre dosis de zinc empieadas en diver­
sas experiencias

Eaton, Stacey, Wongy Kïaassen (1980) informan que 1a
dosis minima efectiva para inducir 1a formación de zinc-tioneí
na es de 3,27 mg/kg dia, mientras que 1a dosis máxima toiera­
bie es de 13,1 mg/kg dia.

Abdu11aet a]. (1979) administran a ratas una soïa in­
yección de 25 mg Zn/kg y observan un aumento progresivo de 1a
actividad de ALA-D, aicanzándose un máximo a Ios 19 dias.

Según Chen et a1. (1977) se requieren 500 ppm o más de
zinc en e] agua de bebida para inducir 1a biOSintesis de meta­
]otioneinas en ratas.

Bonner, King y Parke (1981) suministran agua contenien­
do 2000 ppm de zinc a ratas a 1as cuaïes se administra s.c.
cadmio en forma crónica.

III.2.8.4 Antecedentes sobre dosis de ácido ascórbico emplea­
das en terapéutica

La dosis terapéutica usua] de vitamina C para individuos
aduitos es de 500 mg/dia. E110 extrapoïado a ratas de 250 g
significaría aigo menos de 2 mg diarios.

III.2.8.5 Antecedentes sobre dosis de ácido fóiico empïeadas
en terapéutica

Es un poïvo cristaiino amariilo o amarillo anaranjado,
inodoro. Muypoco soïubie en agua, prácticamente insoiubïe en
a1coh01, fácilmente soïubie en soiuciones de hidróxidos y car­
bonatos a1ca1inos (Litter, 1975).

Las dosis usuaïes en 1a carencia de esta vitamina son
5 mg dos veces por dia.



Wider de Xifra, Bat11e, Stelia y Maiamud(1980), empie­
an con éxito e] ácido fóiico en e] tratamiento de ios ataques
tempranos o agudos de 1a porfiria aguda intermitente. La dosis
recomendada por estos autores es 10 mg cada 8 horas por via
ora] durante unos pocos dias.

III.2.8.6 Dosis de cadmioL zinc y ácido ascórbico emgieadas

Las dosis de cadmio, zinc y ácido ascórbico, asi como
e] diseño de cada experiencia se detaiian junto con ios resui­
tados en_1a sección IV.3.

III.2.9 Evaiuaciónestadistica

Para conocer 1a significación estadistica de ias dife­
rencias entre controïes y animaïes tratados con cadmio ios da­
tos se anaiizaron mediante 1a prueba t de Student. Se estabie­
cieron diferencias significativas a un p<0,05.
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IV. PARTE EXPERIMENTAL

IV,1 Estudios preiiminares

IV.1.1 Eficiencia de extracción de 1a fracción enzimática de
higado, riñón y bazo

Se comprobó que 1uego de 1a centrifugación de ios homo­
genatos a 11.000 g; podia quedar retenida en e] peiiet un 10%
de 1a actividad enzimática de ALA-D, PBGasa o Deaminasa, que
se recuperaba en ios lavados.

Un segundo homogenato, preparado por agregado de nueva
soïución de sacarosa a] peiiet remanente de ios 1avados ante­
riores, apenas presentaba trazas de actividad de ias enzimas
en estudio.

IV.1.2 Hemóiisis de ios gióbuios rojos

Se comprobó que congeiando y descongeïando tres veces
ios gióbuios rojos se obtenía máximaactividad enzimática.

IV.1.3 Di1ución de ios gióbuios rojos

Los hemoiizados provenientes de ios gïóbuios rojos de ra
ta, son particularmente muy densos, 10 cua] hace difici] una me
dición voiumétrica precisa.

Por e110 se consideró conveniente hacer una diiución pre
via; con ese motivo se usó a1 principio buffer de fosfatos
0,05 M pH 6,8 (Batiie, Wider de Xifra y Steiia, 1978), pero a
diferencia de] conocido comportamiento de 1a sangre humana, no
se obtuvo una buena suspensión de ios GRde rata. Se ensayó en­
tonces sacarosa 0,25 M, ïográndose esta vez una buena suspen­
sión y en consecuencia-resultados más reproducibies.

IV.1.4 Estudio de 1a inf1uencia de] piasma en ias actividades
de ALA-D y PBGasa

_ La sangre se centrifugó a 2000 rpm en tubos graduados.
Se midieron ios voiümenes de GR.
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Cuando se trabajó en presencia de piasma, se dejó este
y se agregó 1a cantidad necesaria de sacarosa para obtener una
di1ución 1:5 (vzv) con respecto a 105 glóbuïos rojos, o sea
que en este caso e] diiuyente fue una mezcla de pïasma y saca­
rosa 0,25 M.

Para ias experiencias rea1izadas en ausencia de piasma,
se separó este, se 1avaron ios GRtres veces con so1ución fisio
lógica y 1uego se diiuyeron Ïos GR 1:5 con sacarosa 0,25 M.'

Los resuïtados se pueden observar en ia Figura 10.

En genera], en presencia de piasma se obtienen activida­
des más aitas de ALA-D,mientras que ta1es condiciones no pare­
cen tener infiuencia sobre 1a actividad de 1a PBGasa.

Dado que en ios animaïes intoxicados, 1a presencia de
plasma podria compensar variaciones en 1a actividad de ALA-D
eritrocitaria, se empiearon a 10 1argo de 1as diversas experien
cias GR 1avados en Iugar de sangre entera.

IV.1.5 Estabilidad de 1as enzimas en Ios órganos y en ios homo­
genatos

IV.115.1 ALA-D

a) Hígado

En higado se verificó que por congeiamiento brusco de]
órgano en un baño de hie10 seco y acetona, conservación de] mis
mo durante 18 horas a -20°C y posterior descongeiamiento, sóïo
se registraban descensos de 1a actividad enzimática de hasta un
11% (Figura 11 A). i "

Los sobrenadantes de homogenatos de higado en sacarosa,
mantenidos a 0°C tampoco experimentaron un descenso brusco de
1a actividad enzimática (Figura 11 B).

b) Riñón

En riñ6n_a1 igua] que en higado} e1_ALA-D se comportó cg
mo una enzima bastante estabïe, tanto se conservara como órgano
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Figura 10: Infiuencia de] piasma en 1a actividad enzimática
de ALA-Dy de PBGasa en ios animaies A (controi),
B (recibió 14 inyecciones de 0,6 mg Cd/kg de peso,
1a üitima 45 dias atrás), C (recibió 2 inyecciones
de 0,6 mg Cd/kg de peso, 45 dias atrás).[:] GR1a­
vados, GRen presencia de piasma. Los resuita ­
dos se expresan en porcentaje de actividad con res
pecto a1 contro]. Las actividades se caicuian en
todos ios casos teniendo en cuenta e] voiumen de
GRe independientemente de] voiumen de piasma.
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Figura 11: Estabiïidad de] ALA-Dde higado, riñón, bazo y GR. Los re
suïtados se expresan comoporcentaje de actividad con res
pecto a1 vaior obtenido a tiempo cero. Se ha11an represen
tados Ïos'vaïores proñedio de tres determinaciones y e]
rango de variación.
Las siguientes son 1as actividades de 1os controïes de
ALA-DÍ 1a desviación tipica de 1a media (s)
Higado:-(123O Í 71) nmoï PBG/h g tejido
Riñón: (261 Í 10) nmo] PBG/h g tejido
Bazo: (470 Ï 32) nmo] PBG/h g tejido
GR: (102 Ï 9) nmo] PBG/h m1 GR
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congelado o como un sobrenadante de 11.000 g y a 0°C.

c) Bazo

La enzima de bazo ha sido bastante más inestable, obser
vándose una rápida disminución de su actividad tanto para el
órgano entero como en el sobrenadante. Cuando el tejido se mag
tuvo a -20°C entre 18 y 24 h0ras y se descongeló, se observó
una caida de un 20 a 40% de la actividad (Figura 11 C).

Con el sobrenadante mantenido a 4°C o a -20°C, los des­
censos de actividad fueron en general todavia más rápidos que
para el órgano entero, aunque los efectos fueron algo variables
(Figura 11 D).

d) GR

En GRenteros lavados con solución fisiológica y congela
dos a -20°C la actividad enzimática se mantuvo en general esta­
ble durante 18 horas (Figura 11 E).

En cambio en GR hemolizados conservados tanto a 4°C, co­
mo a 0°C-y también a -20°C el descenso de actividad fue rápido
y similar al registrado para bazo (Figurall F ).

Por lo tanto la fracción enzimática de bazo se preparaba
y empleaba para la determinación de la actividad inmediatamente
después del sacrificio de los animales.

Los GR se incubaban inmediatamente después de hemoliza­

El higado y el riñón, en general se procesaron también
de inmediato.

Cuando ello no fue posible el órgano, ya pesado, se con­
servó congelado durante un máximo de 18 horas.

La presencia de cadmio en los homogenatos o en los órga­
nos no modificó los patrones de estabilidad enzimática descrip­
tos para similares preparaciones provenientes de los animales
controles.
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‘ PBGasa

Deaminasa
'l.Actividad

100

sus

Figura 12: Estabiïidad de 1a PBGasa y Deaminasa de higado. Para 10s
demás órganos ios vaiores obtenidos fueron similares.
Las siguientes son ias actividades de 10s controïes

Ï 1a desviación standard de 1a media.
PBG-asa

Hígado: (19,9 Ï 0,8) nmo] URO/ 2 h g tejido
Riñón: (9,1 Í 0,2) nmo] URO/2 h g tejido
Bazo: (83,4 Í 8,5) nmoi URO/2 h g tejido
GR: (29,6 Ï 1,2) nmoi URO/2 h m1 GR

Deaminasa _
Hígado: (38,2 Í 2,0) nmo] UROf2 h g tejido
Riñón: (19,3 Í 0,7) nmo] URO/2 h g tejido
Bazo: (160 Í 22) nmo] URO/2 h g tejido
GR: (52,0 t 6,1) nmo] URO/2h m1 GR
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IV.1.5.2 PBGasa y Deaminasa

En cuanto a ia estabiiidad de 1a PBGasa'y Deaminasa fue
mayor que 1a de] ALAÁDtanto en ios órganos, como en ios sobre
nadantes, no observándose disminución significativa de 1a acti
vidad en un periodo de por io menos 5 dias.t Figura 12)

De todas maneras, ias determinaciones se efectuaron
siempre en e] mismo iia o a 10 sumo dos dias después de] sacri
ficio de 10s animaies.

Tampoco en estos casos 1a presencia de cadmio en ios sg
brenadantes o en los órganos tuvo infiuencia aiguna sobre 1a
estabiiidad.

IV.1.6 Exoresión de ias actividades enzimáticas en ias experien­
cias ¿n vivo

a) Higado, riñón y bazo

Se comprobó que en 10s distintos órganos existia una co­
rreiación entre e] peso húmedoy 1a concentración de proteinas.

De modoque seria igualmente representativo expresar ios
resuitados de actividad enzimática en función de] peso de teji­
do, o de 1a cantidad de proteina usada.

No se observó ningún cambio significativo en e] peso de
ios órganos o en 1a concentración de proteinas, debido a 1a ad­
ministración de cadmio, ni tampoco de zinc o de vitamina C.

A ios efectos de facilitar 1a comparación de ios efectos
de] cadmio sobre ias distintas enzimas 10s resuitados se presen
tan como porcentajes de actividad, tomando como 100%1a activi­
dad obtenida para e] iote de controïes.

b) GR

Se comprobó que ios resultados se podian expresar en fun
ción de] voïumen de GR, de 1a concentración de proteinas o de
1a concentración de bemogiobina, produciéndoSe pequeñas varia­
ciones en 1a relación de actividades entre ios distintos anima­
]es (hasta 10%)debido a factores individuaies y a errores inhg
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rentes a 1as distintas determinaciones.

La concentración de proteinas o de hemogiobina no se al
teraron en e] curso de-1a intoxicación con cadmio, ni tampoc0'
por administración de zinc o de vitamina C.

A1 igua] que para órganos, también en GR los resuitados
se presentan comoporcentajes de actividad con respecto a ios
correspondientes controïes.

IV.1.7 Vaïores normaïes de actividades enzimáticas

A 10 1argo de] tiempo y de ios distintos 1otes de anima
ies trabajados se observó una buena constancia en cuanto a ios
vaiores medios para 1as actividades enzimáticas de ios contro­
ies.
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IV.2 Estudios ¿n v¿tno

IV.2.1 Efecto del cadmio sobre las actividades de ALA-D, PBGasa
v Deaminasa

Las Figuras 13 y 14 muestran el efecto de concentracio­
nes variables de cadmio sobre las actividades de ALA-D, PBGasa
y Deaminasa en higado, riñón, bazo y GR. Los resultados se ex­
presan siempre como porcentaje de actividad con respecto al
control sin agregados. En general se trata de curvas caracteris
ticas.

El ALA-Des siempre la enzima más sensible, requiriéndo­
se una menor concentración de metal para prodUcir un 50% de
inhibición (Figuras 13 y 14, y Tabla III). En todos los casos
concentraciones superiores a 10'5 Minhiben a dicha enzima.

La PBGasa de higado, riñón y bazo recién comienza a inhi
birse a concentraciones del orden de 10'“ M, mientras que en GR
se requieren concentraciones aún más altas del metal para inhi­
bir esta misma enzima.

Por otro lado, se observó que en higado, riñón y bazo
la Deaminasa es más sensible que la PBGasa a la inhibición por
cadmio.

Se aprecia además en estas mismas figuras (13 y 14) que,
en algunos casos, a concentraciones del orden de 10'6 a 10'e M
ocurriria una ligera activación de las enzimas, de hasta un
30%.

La PBfiasa y la Deaminasa, como se sabe son enzimas meca­
nisticamente relacionadas entre si. Normalmente,en las condi­
ciones experimentales usadas, la Deaminasa presenta en todos
los órganos aproximadamente el doble de la actividad de la
PBGasa. Se observa que en higado, riñón y bazo, el cadmio actüa
más efectivamente sobre la Deaminasa, asi la actividad de esta
enzima decae antes que la de la PBGasa; vemos que la relación
Deaminasa

PBGasa
_lores de actividad inferiores a los de la PBGasa. Esta relación

disminuye llegando en algunos casos la Deaminasa a va

se ilustra claramente en las Figuras 15 y 16, en las cuales se
ha tomado la actividad de la Deaminasa como 100%y se ha expre­
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Figura 13z-Efecto de] cadmio sobre 1as enzimas ALA-D(0 ),
PBGasa ( O) y Deaminasa (A ), (a) de higado y
(b) de riñón. Las actividades se expresan en
porcentajes reïativos, tomando como 100%e1 va­
1or correspondiente a1 contro] obtenido sin
agregado aïguno. (M) significa moïes/l sobrenaJ
dante a 11.000 g. Los valores representados son
e] promedio de tres determinaciones.
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modo que en 1a Figura 13. En bazo (M) significa
Las actividades Se expresan de igua]

moïes/l sobrenadante a 11.000 g y en GR, mo1es/1
GR. Los vaïores representados son.e1 promedio de
tres determinaciones.
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Tabia III

ALA-D PBGasa Deaminasa

109 (M) (M) 109 (M) (M) 109 (M) (M)

cadmio

higado -4,15 7,08 10'5 -3 10'3 —3,6 2,51.10'"

riñón -4,3 5,01 10'5 -3 10'3 -3,6 2,51.10'“

bazo —4,25 5,62 10'5 —3,15 7,07.10'” —3,7 1,99.10'“

GR -3,5 3,16 10"+ -3,2 6,30.10'“ -2,9 1,26.10'3

Z1nC

higado -3,6 2,50 10'" -3,15 7,07.10'" —3,15 7,07.10'“

riñón -3,3 5,00 10'“ -3 10'3 —3,15 7,07.10'“

bazo —3,4 3,98 10'“ -2,5 3,16.10'3 —2,75 1,78.10'3

GR -2,3 5,01.10'3 —1,7 1,99.10'2 —1,85 1,111.10'2

Concentraciones de cadmio y de zinc en m01e5/1 de

inhiben un 50% 1a actividad de 1as enzimas ALA-D,

(ID 50).

sobrenadante que

PBGasa y Deaminasa
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Efecto de] cadmio sobre 1as enzimas PBGasa ( 0)
y Deaminasa ( Ax), (A) de higado y (B) de riñón.
Las actividades y concentraciones se expresan
igual que en 1a Figura 13.
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Figura 16: Efecto dei cadmio sobre 1as enzimas PBGasa (O )
y Deaminasa (Ax) de bazo. Las actividades se
expresan de igua] modo que en 1a Figura 13, y
1as concentraciones en m01e5/1 de sobrenadante
a 11.000 g.
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sado 1a de 1a PBGasa como un porcentaje de 1a actividad de 1a
Deaminasa.

Es importante agregar que, por 10 menos con 10s métodos
anaiiticos empïeados en este trabajo, no se ha podido detectar
cadmio en Ïos f1uidos bioïógicos ni órganos de 1as ratas norma
ies, de modo que no hay que tener en cuenta efectos de] cadmio
endógeno.

IV.2.2 Efectos de] zinc sobre 1as actividades de ALA-D, PBGasa
v Deaminasa

E1 zinc es un meta] esencia], que se incorpora con 1a
dieta, y se distribuye por todo e] organismo.

Los órganos poseen niveies normaïes de zinc, que en con
diciones standard osciian dentro de iimites estrechos. La Ta ­
b1a IV presenta 10s vaïores normaies de zinc ha11ados en ios
sobrenadantes a 11.000 g de higado, riñón y bazo, y en GR.

Dado que en 1os órganos estudiados existen concentracig
nes reïativamente aïtas de zinc, se consideró que e] agregado
de concentraciones muy bajas de] meta] a ios sobrenadantes no
daria 1ugar a un efecto distinto de] producido por variaciones
fisioiógicas n0rma1es. Por e11o, aigunas veces soiamente se es
tudiaron agregados de zinc superiores a 10'5 moïes/i sobrena­
dante.

Las Figuras 17 y 18 muestran e] efecto de] agregado de
concentraciones crecientes de zinc sobre ias actividades de
ias enzimas ALA-D, PBGasa y Deaminasa.

En 1a zona de 10'" y 10"3 M e] zinc comienza a inhibir
ias enzimas de higado, riñón y bazo. Las concentraciones de
zinc necesarias para inhibir un 50%dichas enzimas se muestran
en 1a Tab1a III. '

Se observa que ias enzimas son aïgo menos sensibïes a1
zinc que a1 cadmio, especiaimente e] ALA-Dde GR.

En Ías Figuras 19 y 20 representamos nuevamente 1as ac­
tividades de PBGasay Deaminasa como porcentajes de actividad



Tabla IV

m°1?S_____ . 10'5 Í desviación standard de 1a media
1 sobrenadante

Hígado i
R1non 2,75 i 0,11

Bazo 1,84 Í 0,21

Vaïores normales de zinc ha11ados en Ïos sobrenadantes a
11.000 g.
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Figura 17: Efecto de] zinc agregado sobre ias enzimas ALA-D( O ),
PBGasa ( O) y Deaminasa ( A), (a) de higado y (b) de
riñón. Las actividades y concentraciones se expresan
como en 1a Figura 13. En e] eje de Jas abscisas está
repregentado e] zinc agregado a 105 sobrenadantes.
No se tienen en cuenta Ios valores de] e1emento esen ­
cia] endógeno.
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(a) Pazo
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Figura 18: Efecto de] zinc agregado sobre las enzimas ALA-D( Q),
PBGasa (O) y Deaminasa (A), (a) de bazo y (b) de GR.
Las actividades y concentraciones se expresan como en
la Figura 14. ' ­
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Figura 19: Efecto de] zinc sobre las enzimas PBGasa (0 )
y Deamínasa ( A ), (A) de hígado y (B) de riñón.
Las actividades y concentfacioneé se expresan
igual que en'la Figura 13.
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Figura 20: Efecto de] agregado de zinc sobre 1as enzimas PBGasp
( 0) y Deaminasa (‘A) de.bazo. Las actividades y cog
centraciones se expresan como en 1a Figura 16.
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relativa a 1a Deaminasa, en función ahora de 1a concentración
de zinc, observándose, en anaiogia con 10 sucedido con cadmio;
que ha concentraciones de zinc inhibitorias también se a1tera

Deaminasa
1a re1acion PBGasa

Confirmando trabajos previos, se ha encontrado que a
concentraciones de] orden de 10’3 M, ocurre una activación de]
87% de] ALA-Dde eritrocitos humanos. Sin embargo, a1 trabajar,
como en este caso, con GR de rata, se aprecia que sóio hay una
activación no superior a] 10%a concentraciones de 10'3 a 10'5
My apenas un 1igero aumento de 1a enzima de riñón, a 10'5 M.

IV.2.3 Efecto de] ácido fóïico sobre ias actividades de ALA-D,
PBGasa y Deaminasa

Se efectuaron ensayos a concentraciones variabies de 1a
vitamina en higado, riñón y eritrocitos.

Las Figuras 21 y 22 muestran 10s resuitados obtenidos.
E1 fóïico en ias concentraciones usuaimente empieadas en 1a te
rapia no modifica 1a actividad de las enzimas de higado o ri­
ñón, mientras que en GR ocurre un aumento de a1rededór de] 30%
para 1a PBGasa, a concentraciones entre 10'5 y 10'5 M; mientras
que 1a activación de 1a Deaminasa es mucho menon.

IV.2.4 Efecto de] ácido L-ascórbico sobre 1as actividades de
ALA-D, PBGasa y Deaminasa

La Figura 23 muestra 10s resuïtados obtenidos. 5610 en
higado e] ácido ascórbico aparentemente tendria aigún efecto
beneficioso,sobre e] ALA-Dy Deaminasa.

IV.2.5 Efecto de[_giutatión en 1as determinaciones de ALA-D

Dado que e] gïutatión se empiea con frecuencia en 1a de
terminación de ALA-D,se efectuaron diversos ensayos de medi­
ción de] ALA-Dde higado, en presencia y ausencia de] reductor.

En ias distintas experiencias se usó una concentración
constante de gïutatión reducido de 2.10'2 moies/ï de sobrena­
dante de 11.000 g.
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Figura 22: Efecto de] ácido-fóïico sobre ïás enzimas ALA-D(O ),
PBGasa (0) y Deaminasa (A) de GR. Actividades y cog
centraciones se expresan como en 1a Figura 14 b.
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La Figura 24 A muestra 1a infiuencia de] giutatión sobre
-e1 efecto de] cadmio, en 1a actividad de] ALA-D.

Se observa que 1a enzima es menos sensibie a 1a inhibi­
ción por cadmio y en muchos puntos se revierte significativamen
te e] efecto de] meta]. Por ejempio a 2.10'“ M de cadmio 1a ac­
tividad remanente era de sóio 17%en ausencia de giutatión, en
tanto que en su presencia se recuperó hasta a1canzar un 67,5%
de] contro].

En 1a Figura 24 B se muestra e] efecto de] reductor so­
bre ia acción de] zinc. Las conciusiones son muy similares a
las discutidas para ios datos de 1a Figura 24 A.

De estos resultados, surge que en genera], cuando se tra
ta de estudiar efecto de metaies sobre e] ALA-D,es conveniente
no usar giutatión, ya que podria enmascararse una posibie acción
inhibitoria de aqueiios.

En cambio, e] giutatión parecería tener, por lo menos
teóricamente, efectos interesantes en cuanto a 1a recuperación
o protección de 1a actividad enzimática durante 1a intoxicación
con cadmio.

En 1a Figura 25 puede verse 1a acción de] gïutatión en
presencia de ascórbico o de fóïico sobre 1a actividad de 1a en­
zima. No se aprecia ningún efecto aditivo como tampoco aiguna
otra variación de interés.

IV.2.6 Efectos de] zinc, ascórbico y fóiico sobre 1a inhibición
de] ALA-Dcon cadmio. Infiuencia de] giutatión

En 1a Figura 26 se puede observar e] efecto de] zinc so­
bre 1a inhibición con cadmio y e] pape] de] giutatión.

Ha resu1tado evidente que ¿n U¿tno, en'un rango ampiio
de concentraciones e] zinc tiene menor infiuencia que e] giuta­
tión sobre 1a actividad enzimática, ejerciendo este üitimo su
habitua] efecto protector comoya se observara en 1a Figura 24
B. Aigunos descensos aparentes de actividad se ha11an compensa­
dos estadísticamente, ya oue 1a gráfica se obtuvo como promedio
de cuatro series de determinaciones.
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Figura 24: Efecto de] cadmio (A) y de] Zinc (B) sobre e] ALA-D
de higado, en ausencia y en presencia de g1utati6n.
Actividades se expresan como en 1a-Figura 13, en au­
sencia de glutatión, mientras que para 1a serie con
glutatión, se toma como 100%e] vaïor correspondien­
te a1 contro] conteniendo igual concentración de re­
ductor. Las concentraciones se expresan como en 1a
Figura 13.
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En 1a Figura 27 se iïustran los resuitados de 1a acción
del ácido ascórbico, en un conjunto de experiencias análogas a
ias anteriores observándose que a las concentraciones ensaya ­
das e] ascórbico no ejerce ninguna acción protectora. Recorde­
mos que e] ascórbico-glutatión no habia mostrado efecto signi­
ficativo aiguno sobre 1a enzima (Figura 25), de manera que era
de esperar que no se registrara un efecto aditivo ascórbico-g]!
tatión sobre 1a inhibición con cadmio.

Segün 1a Figura 28 1a mezcia fólico-giutatión tampoco
produce cambios, es decir no se iogra reversión de 1a inhibi­

'ción por cadmio en ninguna circunstancia.

IV.2.7 Efecto de] zinc, ascórbico y fólico sobre 1a inhibición
con cadmio de ALA-D, PBGasa y Deaminasa

Se usaron concentraciones de cadmio que de acuerdo a ias
experiencias previas (Figuras 13 y 14) produjeran una inhibi­
ción observabie de ias enzimas en estudio, y concentraciones va
riabies de ios demás compuestos, que fueran iigeramente estimu­
latorias o no modificaran 1a actividad enzimática.

La Figura 29 resume ios resuitados obtenidos para ias
enzimas de] higado. Se estudió e] efecto de] zinc, de] ácido as
córbico, de] ácido fóiico v de mezcias zinc-fóiico o zinc-ascó;
bico. A ias concentraciones estudiadas no se iogró en ningún ca
so reversión de 1a inhibición por cadmio.

La Figura 30 muestra e] efecto de] zincen e] sobrenadan­
te de riñón para dos concentraciones de cadmio. Los únicos da­
tos destacabies 10 constituyen un pequeño aumento no mayor de]
15%de 1a actividad de 1a Deaminasa que se produce ocasiónaimen
te con zinc (10'5-10'6 M); mientras que en 1a Figura 31 se ob­
serva que e] ascórbico 5.10'6 My 1a combinación fóiico (3.10"5
M)-zinc (10'5 M) produce un aumento deÏ 9% de 1a actividad de
1a Deaminasa de riñón.

Se ensayó también e] efecto de diversas concentraciones
de zinc, ascórbico y fóiico sobre 1a Deaminasa de eritrocitos
inhibida por e] cadmio. La Figura 32 ilustra los resultados ob­
tenidos. E1 ünico efecto significativo fue una ligera reversión
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de 1a inhibición por cadmio con ascórbico 5.10"3 M.

IV.2.8 Efectos de] ascórbico-zinc y fólico-zinc sobre ias enzi­
mas

En este conjunto de experiencias se investigó e] efecto
de] ascórbico y de] fólico sobre ias enzimas de higado inhibi­
das por e] zinc.

Se empiearon concentraciones inhibitorias de zinc de] or
den de 6.10-” M. Se estudió 1a acción conjunta de zinc (6.10'“
M)-fó]ico (distintas concentraciones) y zinc (6.10'“ M)-ascórbi
co (distintas concentraciones). Los resuïtados obtenidos se
muestran en 1a Figura 33.

Si bien e] fóiico no presentó ningún efecto sobre 1a in­
hibición con zinc, e] ascórbico a concentraciones 4.10"'-4.10'6
M se comportó como protector de 1a PBGasa revirtiendo sóio 1igg
ramente Ios efectos de] zinc sobre 1a actividad de 1a Deamina ­
sa.

IV 2.9 Discusión y conc1usiones

Se han ensayado ios efectos de distintas concentraciones
de cadmio, zinc, ácido fóïico y ácido ascórbico sobre e] ALA-D
en ausencia y en presencia de giutatión, y sobre 1a PBGasa y
Deaminasa en ios sobrenadantes a 11.000 g de higado, riñón, bg
zo y en GR.

Según 10 señaiado en diferentes recopilaciones (McAuïiffe
y Murray, 1972; Vaiiee y Uimer, 1972; Friberg et a1., 1974;
Friberg1 1974; Biundeli y Jenkins, 1977) e] cadmio interacciona
fuertemente con un gran grupo de biomoiécuias inciuyendo protei
nas, fosfoiipidos, purinas, porfirinas, ácidos nucieicos y enzi
mas. Se cree que e] cadmio se une a estos sistemas por interme­
dio de grupos tioïes en residuos de cisteina, grupos imidazóïi­
cos en residuos de histidina y grupos fosfatos. No debe olvida:
se que Ios grupos amino o carboxilo podrian ejercer también un
efecto simiïar en estos sistemas. Los grupos -NHde péptidos,
1os -0H de cadenas 1atera1es y ios grupos alquiI-tioi parecen
ser menos ávidos de coordinación.
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Hay que tener por supuesto en cuenta la composición de
la solución. Los buffers pueden interaccionar en diferente gra­
do con los iones metálicos formando complejos. Los equilibrios
que se producen en estos sistemas son complicados y generalmen­
te desconocidos (Taqui Khany Martell, 1967).

De las experiencias con cadmio y zinc se ha observado
que ambos metales dan una curva caracteristica de porcentaje de
actividad en función de la concentración del elemento, para las
enzimas estudiadas. Existe un rango de c0ncentraciones en el
cual las enzimas se inhiben por acción de estos metales y apa­
rentemente son algo más resistentes a la inhibición por zinc.

Se han estudiado los efectos de combinaciones de concen­
traciones parcialmente inhibitorias de cadmio con concentracio­
nes diversas de zinc, fólico y ascórbico. En algunos casos se
ha observado que a ciertas concentraciones habria una activa­
ción enzimática y por lo tanto reversión del efecto inhibitorio
del cadmio; sin embargo, los cambios, aunque apreciables, no
son totalmente significativos.

Estos resultados están indicando que los efectos combina
dos son indudablemente complejos. Asi, es probable que las enzi
mas que normalmente contienen zinc (caso del ALA-D), se puedan
transformar fácilmente en las correspondientes enzimas que con­
tienen cadmio, lo cual se ha demóstrado por resonancia magnéti­
ca nuclear con 13€ (Armitage, Pajer, Schoot Uiterkamp, Chlebowí
ki y Coleman, 1976; Sudmeier y Bell, 1977; Armitage, Schoot Ui­
terkamp, Chlebowski y Coleman, 1978). Esto puede originar una
actividad enzimática aumentada o disminuida en relación con la
forma normal. La sustitución cadmiofzinc induce cambios en el
ordenamiento de los enlaces de coordinación en la vecindad inmg
diata del sitio metálico, y comoconsecuencia deben esperarse
modificaciones en la estructura terciaria de la proteina en
cuestión.

Pero no hay que olvidar que el cadmio en los homogenatos
no solamente se une a la enzima, sino también a otros componen­
tes celulares. En presencia de un exceso de zinc, el cadmio po­
dria liberarse de su unión a compuestos distintos de la enzima
en estudio, y encontrarse asi más disponible para interaccionar
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con 1a misma. Esto podria iievar a una disminución en lugar de
un aumento de actividad.

Ta] como señaiáramos antes (1.14) e] ascórbico podria
actuar en virtud de su poder reductor, o aiternativamente aso­
ciándose a ios metales. Según Taqui Khan y Marteii (1967) e]
meta] se uniria a1 ácido ascórbico en determinadas condiciones,
según 1a forma indicada en 1a Figura 34 A.

Si bien en aigunas experiencias 1a presencia de ascórbi
co produjo iigeros aumentos de 1a actividad enzimática, éstos
no fueron ni significativos ni consistentes, 10 cua] podria de
berse a un probiema de estabiiidad de] ascórbico, que ya fuera
discutido en III.2.7.

E1 ácido L-ascórbico Cristaiino es muy estabie, pero en
soiución acuosa se oxida con gran faciiidad, especiaimente en
medio neutro y aicaiino. La descomposición de soiuciones acuo­
sas de ascórbico es ienta a temperatura ambiente y en anaero­
biosis, pero en presencia de oxigeno y particuiarmente de cie:
tos iones como hierro y cobre 1a oxidación es rápida y autoca­
taiitica.

Por oxidación e] ascórbico se convierte en dehidroascóg
bico, que en tejidos animaies puede transformarse nuevamente
en 1a vitamina.

Pero e] dehidroascórbico se descompone aproximadamente
en una hora en soiución acuosa neutra, generando e] ácido 2,3­
diceto-guiónico, bioiógicamente inactivo.

En base a estas consideraciones cuando se investigó 1a
acción dei ácido ascórbico sobre ias enzimas, sus soluciones
se prepararon siempre en e] momento de usarias, y se 10 agregó
inmediatamente antes de iniciar 1a incubación.

Nose apreciaron ventajas entre incubaciones anaeróbi­
cas en tubos de Thunberg con respecto a aqueilas reaiizadas ag
róbicamente.

Sin embargo, 1a inestabiiidad de 1a vitamina puede ha­
ber ocasionado variaciones en ios resuitados.
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Figura 34: A = compïejo meta]-ascorbato—oxigeno prOpuesto por
Taqui-Khan y Martel] (1967).
B = fórmuïa del giutatión (se halïan numeradas de
1 a 10 las posiciones que podrian intervenir en 1a
formación de complejos con e] caemio).
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El uso de concentraciones de ascórbico superiores a
10'2 Mprodujo una disminución de la actividad enzimática de
ALA-Den higado (Figura 23 A).

El ácido fólico también mostró efectos variables.

El glutatión (GSH) (Figura 34 B) se ha comportado siem­
pre como un protector de la actividad del ALA-Den presencia
de concentraciones inhibitorias de cadmio y de zinc. Pero a la
concentración de GSHusada (0,02 M) el efecto fue dependiente
de la concentración de cadmio y en ningún caso se consiguió re
vertir totalmente la inhibición por este metal; probablemente
podria haberse logrado este efecto con una concentración toda­
via más alta de GSH, pero hubieran empezado a jugar problemas
de solubilidad.

Una de las funciones principales del GSHen higado es la
de proteger a las enzimas dependientes de grupos -SH, para e­
vitar su autooxidación. El GSHes el tiol no proteico más abun
dante del organismo (500-10.OOO.10’9 moles/g de tejido fresco)
(Jocelyn, 1972). En las incubaciones aeróbicas de homogenatos
o tejidos, su concentración baja, de alli que con frecuencia
en los métodos para la determinación de ALA-Dse emplea GSHen
el medio de incubación.

El grupo -SH es susceptible de muchas reacciones quimi­
cas de interés biológico: sustitución, adición, eliminación u
oxidación, obteniéndose productos que contienen enlaces S-C,
S-metal, S-S y S-O.

Los iones metálicos que forman sulfuros estables en áci
dos con el SH2, forman complejos estables de baja solubilidad
con tioles como el GSH, entre ellos el cobre.

Los iones metálicos que forman sulfuros inorgánicos ines
tables en ácidos también forman complejos tiólicos simples que
son menosestables, entre ellos el hierro.

En la quelación participan a veces otros grupos. Estos
deben estar disociados, y por lo tanto los tioles que los con­
tienen pueden formar distintos complejos a distintos pH.
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Según Li y Manning (1955) e] cadmio forma compiejos fue:
'tes de] tipo L3“ (L = iigante) con e] GSH. En estas condiciones

(ver Figura 34 B) e] GSHse desprotona en ias posiciones 1, 6 y
10 y puede usar las posiciones 1, 2, 3, 6, 9 y 10 y quizás 4 y
7 comositios donores. Parece que 1a posición 6 se usa cierta­
mente, mientras que ias otras posiciones donantes probabies son
3, 1 (y/o 2) y 9 (y/010).

Por otro 1ado, se han reaiizado estüdios de resonancia
magnética nuciear con 13€ (Fuhr y Rabenstein, 1973) y con 113Cd
(Birgersson, Carter y Drakenberg, 1977). Sin embargo en ninguno
de eiios fue posibie inferir un modeio deta11ado de coordinación
en soiuciones, y 1a interacción S-Cd parece ser siempre importan
te.

E1 zinc también forma compiejos con e] GSH.

Existen varios trabajos (Waiker y Hiiliams, 1974; Corrie,
Waïker y Ni11iams, 1976; Sanderson y Ni11iams, 1977) acerca de
1a competencia entre e] GSHy soiuciones de zinc, cadmio y pio­
mo. Los resultados son promisorios en e1'sentido de que e] GSH
podria ser un interesante agente quimioterapéutico para la eii­
minación de] cadmio sin privar seriamente a1 organismo de] zinc,
que es un eiemento esencia].

En conciusión, desafortunadamente ¿n uátno a ninguna con
centración e] zinc, ascórbico y fóiico soios o en mezcias han
sido capaces de revertir 1a inhibición enzimática por cadmio.
Emperodadas ias propiedades de estas sustancias resuita de in­
terés y necesario estudiar sus efectos ¿n vao. E1 cadmio produ
ce aiteraciones en ios equiiibrios de ios metaïes esenciaies
del organismo que no son fáciles de reproducir ¿n vLIno, y ade­
más es posibie que ¿n u¿uo tenga 1ugar aiguna acción en un paso
anterior o posterior de] camino metabóïico de] hemo, que even­
tuaimente podria tener comoconsecuencia e] efecto finai espera
do.



168

IV.3 Estudios ¿n vivo

IV.3.1 Patoiogia observada en ios animaies durante'ia intoxica­
ción crónica con cadmio

IV.3 1 1 Aspectos experimentaies

a) Administración de cadmio pcr via ora]

Las dosis utiiizadas (50 ppm de cadmio en e] agua de be­
bida) no produjeron sintomas obvios de morbiiidad en ios anima­
]es, sa1vo en un caso que se describe a continuación.

Se trataba de una rata Nistar, de 14 meses de edad a] cg
menzar 1a experiencia (caso A). E1 anima] recibió 50 ppm de cad
mio en e] agua de bebida durante 37 dias. Luego se empieó una
concentración de 60 ppmhasta e] fina] de 1a experiencia.

Desde un principio esta rata emitía un voiumen diario de
orina aproximadamente 30%menor que 1as demás ratas intoxicadas
y también que ias testigos.

A 10 iargo de 1a experiencia se notó un aumento progresi
vo de] sedimento de coior b1anco de 1a orina, e] cua] no preseg
taba f1uorescencia rojiza a 1a 1uz UV.

A ios 90 dias se empezó a observar una disminución aún
mayor de] voiumen diario de orina. A ios 95 días éste era de só
lo 3 m1, de] cua], luego de centrifugar a 800 g, se obtenían
aproximadamente 0,5 m1 de sedimento.

Se produjo además paráiisis de Ios miembros inferiores,
en uno de eïios tota], e hinchazón notoria de] abdomen. La co —
Iumnavertebra] presentaba rigidez. Estos üïtimos efectos se
hicierOn evidentes a partir de Ios 95 dias.

A1 sacrificar 1a rata a ios 105 dias, se extrajeron 80 g
de un líquido de coior amariiio c1aro de] abdomen.

Si se descuenta este quuido acumuiado, 1a rata experimen
tó una disminución de] 11%de su peSo inicia]. Colucci, Winge y
Krasno (1975) también han ha11ado que algunos animaies desarro­
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llan abdomendistendido con acumulación de liquido luego de la
inyección de 5 o 6 dosis de 2 mg/kg de cadmio, o de dosis aún
más altas, por via i.p.

Otras funciones, comola excreción de materia fecal, con
tinuaron siendo normales hasta el momentodel sacrificio.

Estos efectos no se lograron reproducir en ningún animal,
ni siquiera aumentando el tiempo de exposición al cadmio a 155
dias.

b) Administración de cadmio por via i.p.

Luego de la inyección i.p. de dosis de 0,6 mg/kg, los
animales presentan, a veces, flaccidez y tono muscular disminui
do en el abdomen y extremidades posteriores. La Figura 35 ilus­
tra el aSpecto que suelen presentar los animales. Luego de una
hora estos efectos desaparecen.

La mayoria de las ratas mantienen a lo largo de la expe­
riencia un aspecto normal. Sin embargo, al aumentar el número
de las dosis, van oponiendo menos resistencia al ser levantadas
de sus jaulas, lo que no ocurre con las ratas que reciben igual
númerode dosis de solución fisiológica.

Al sacrificarlos, se observa que los animales que han rg
cibido siete o más dosis presentan los lóbulos hepáticos más
grandes fusionados entre si. Dichos lóbulos se hallan redondea­
dos y han perdido sus bordes, como puede observarse en las Figu
ras 36 A y 36 B.

A pesar de ello, animales que han recibido a la edad de
ocho meses 17 inyecciones de 0,6 mg Cd/kg presentaron una sobrg
vida de por lo menos diez meses, momento en el cual fueron sa­
crificados los últimos animales del lote.

A pesar de que las ratas no mostraban sintomas clinicos
de morbilidad, el higado presentaba siempre el aspecto patológi
co característico descripto e ilustrado en las Figuras 36 A y
36 B.

No se observaron variaciones del peso de los higados en
relación con el avance de la intoxicación.
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Figura 35: Aspecto de 165 animaïes pocos minutos después de 1a
de cadmio (0,6 mg/kg). Las fÏechas

seña1an fïaccidez y tono muscuïan.dísminuído en e]
abdomen y extremidades >

inyección 1.p.

inferiores.
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Figura 36: Aspecto de] hígado, (A) de un anima] contro] y (B) de
- una rata que Ha recibido siete dosis de 0,6 mg Cd/kg

i.p. Los Ïóbuïos hepáticos más grandes se haïïan fhsig
nados entre sí. Dichos ÏÓbUÏOSse ha11an redondeados y
han perdido sus bordes, Las dos fotografías muestran
1os mismos hígados vistos desde caras distintas.
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Ninguno de 105 animaïes presentó tampoco aiguna anomaiia
que se pudiera relacionar con 1as observadas en e] caso A, 1ue­
go de 1a administración proiongada de] cadmio por via ora].

IV.3.1.2 Discusión y conciusiones

E1 caso A podria considerarse como una excepción. Sin em
barqo, en este anima] se habria iogrado inducir una patoiogia
vincuiada con 1as 1esiones renaies y óseas descriptas para 1a
enfermedadde Itai-Itai.

Varios autores han encontrado excreción aumentada de cal
cio y fosfatos durante 1a exposición 1abora1 a1 cadmio (Adams,
Harrison y Scott, 1969; Kazantéis, 1978). De estas observacio­
nes se sugirió que ios cambios óseos son consecuencia de 1a a1­
teración rena], y posibïemente estén reiacionados con un distur
bio en e] metaboiismo de 1a vitamina D. Sin embargo, también se
ha propuesto que 1a 1esión rena] podria provenir de una acción
directa de] meta] en e] tejido óseo (Kawamura, Yoshida y Nishi­
no, 1978).

La patoïogia observada 1uego de 1a inyección i.p. repeti
da de cadmio, aunque ha sido estudiada en deta11e por diversos
autores (Stowe, Wiison y Goyer, 1972; Friberg et a1., 1974), no
reproduce ciertos aspectos característicos de 1a intoxicación
humanacróniCa, en 1a cua], debido a 1a distinta via de ingreso,
e] cadmio se acumuïa con una concentración mayor en riñón que
en higado.

IV.3.2 Actividad de ias enzimas de 1a biosintesis de] hemo 1ue­
go de 1a administración de cadmio por via ora] durante
periodos proiongados

En todas ias experiencias se administró 50 ppm de cadmio
en e] agua de bebida, trabajandose siempre en paraieio con 10­
tes de controies.

Se efectuaron experiencias de distinta duración: 80, 120
y 155 dias. Los animaïes se sacrificaron 48 horas después de
suspendida 1a administración de] meta], sa1vo en casos particu:
1ares que se mencionarán oportunamente.
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Se determinaron las actividades enzimáticas en higado,
riñón y GR.

La Figura 37 muestra 1as actividades de ALA-Dde GRy ór
ganos de ratas que bebieron durante 120 dias agua contaminada
con 50 ppm de cadmio. Mientras que en higado las actividades es
tán aumentadas un 11%respecto a ios controies, 1a actividad en
GR ha disminuido entre un 25 y un 50%, con un vaïor promedio de
29%de inhibición.

La Figura 38 presenta 10s resuïtados de 1a experiencia
de 80 dias. Mientras que ias actividades de ias enzimas ALA-D,
PBGasa y Deaminasa de higado y riñón de los animaies contamina­
dos no mostraron cambios con respecto a Ios controies, o tan
sóio experimentaron muy ligero aumento, en GR e] ALA-Ddisminu­
yó un 40% y 1a Deaminasa un 20%, en tanto que 1a PBGasa estaba
incrementada en un 20%.

La Figura 39 muestra que, aumentando e] tiempo de exposi
ción a1 meta] a 155 dias, ios resultados son muy similares a
10s de ias anteriores experiencias. Mientras que 1a actividad
de ias enzimas de GR, en especia] e] ALA-D, está generaimente
disminuida, ias enzimas de higado y riñón se encuentran 5610 en
aigunos casos iigeramente aumentadas con respecto a ios contro­
ies.

E1 ALA-Dde GR fue 1a enzima más sensibie a 1a inhibi­

ción por cadmio. Sin embargo, a pesar de que consistentemente
se observaron descensos de 1a actividad de dicha enzima, no pa­
recería existir una correiación entre tiempo de administración
y disminución de actividad.

Es probabie que e] aumento de 1a concentración de] metal,
con una proiongación en e] tiempo de exposición, no haya sido
suficiente comopara exacerbar ios efectos ya observados a tiem
pos menores.

De acuerdo con 10 discutido previamente, 1a administra­
ción i.p. de] meta] permite una mayor acumuiación de] mismo en
periodos más cortos, sobre todo en higado. Por eïio suponemos
que empieando esa via poco usua] de ingreso de] tóxico a1 orga­
nismo, podrian obtenerse aigunos resuitados y conciusiones intg
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Figura 37: Actividad de] ALA-D, 1uego de 1a intoxicación
con 50 ppm de cadmio en e] agua de bebida du­
rante 120 dias. Los animaies se sacrificaron
48 horas después de suspendido e] tratamiento.
Los resuïtados están expresados como porcenta
jes de actividad con respecto a 105 controïes
tomados como 100%. Los vaïores representados
son ei promedio de tres determinaciones. Las
actividades de 105 controïes son simi1ares a
Jas de 1a Figura 11.
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das'iguaï que en 1a Figura 38.



resantes, de manera que se pianearon a continuación una serie
de experiencias de intoxicación durante lapsos menores utilizan
do 1a administración i.p.

IV.3.3 Actividad de ias enzimas de 1a biosintesis de] hemo 1ue­
go de 1a administración de cadmio por via i.p.

En 1a Figura 40 se presentan Ios porcentajes de activi­
dad enzimática con respecto a ios controïes obtenidos a 10 1ar­
go de distintas experiencias.

Comose verá en 1a sección IV.3"5, después de 1a apiica­
ción de una única dosis de 0,6 mg Cd/kg de peso, 1a acumuiación
de cadmio en higado y en riñón fue mucho menor que 1uego de 1a
administración proiongada de 50 ppm por via ora]. En este caso
5610 se observaron 1eves descensos de ias actividades enzimáti­
cas, en tanto que en higado dichas actividades se ha11aban 1igg
ramente aumentadas. No se observaron diferencias a1 sacrificar
10s animaies 24, 48 ó 72 horas después de 1a inyección.

En otras experiencias, se estudiaron grupos de animaies
a ios cuaies se administraron inyecciones de 0,6 mg Cd/kg, tres
veces por semana. Distintos grupos de animaies recibieron dife­
rente número de dosis. Los animaies se sacrificaron siempre 48
horas después de 1a úitima dosis. Los resultados obtenidos es­
tán también representados en 1a Figura 40.

Se han inciuido asimismo en esta figura ios vaïores de
actividad enzimática obtenidos en una experiencia durante 1a
cua] se apiicaron 12 inyecciones de cadmio de 0,55 mg/kg de pe­
so, ya que 1a diferencia con_1a dosis habituai de 0,6 mg/kg de
peso no es grande.

De 1a observación de 1a Figura 40 pueden sacarse ias si­
guientes conciusiones.respecto de ias actividades enzimáticas:

a) ALA-D

En higado y riñón 10s porcentajes de actividad se mantig
nen cercanos a1 100%. En GR y bazo e] ALA-D se encuentra en 1a
mayoria de los casos inhibida, pero no se ha ha11ado una prepor
cionaiidad entre dosis recibida y grado de inhibición.



7.Actividad

Fiqura 40:

¡oo _

|0° _

178

DoarnlnlsaH'icAno

mm“ A
| a ¡2 |J u ¡5 10 l a ¡213 u .l e 12 1:0u u'n ton-u

RIÑÓN

B

| a ¡2 |J 14|5|O 7| a 1213 |4 | a |2 1: u fnac“.

OR

| I ¡|213l415 |D 7| 7 ¡z “tu l ¡2 ¡Jn .-.. nom

BAZO

| 6 ¡2 |J u l? 13 H .. von­|7 IJ M I'

Administración de cadmio por via i.p. Resumende ios
porcentajes de actividad enzimática promedio en reia
ción con ios respectivos controies obtenidos 1uego
de diferente número de dosis de cadmio a 10 iargo de
distintas experiencias. Las dosis son de 0,6 mg/kgde
peso, saivo para 12 dosis que se aplican de 0,55 mg/
kg. Los animaies se sacrificaron 48 horas después de
suspendido e] tratamiento. Para ias diferentes dosis
1a desviación standard (s) en reïación con ios respeg

osciió
32% en

controles es simiiar

tivos vaiores entre 6 y 14%en higado y riñón,
aicanzando un bazo y GR. La actividad de ios

a 1a de 1as Figuras 11 y 12.
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b) PBGasa y Deaminasa

En higado y riñón los valores promedio de las distintas
determinaciones son similares a los de los controles. En algu­
nos casos se registran ligeras inhibiciones, que de acuerdo
con la estadistica (prueba t) no resultan significativas. En
bazo los valores resultaron muy irregulares. En GRla PBGasa
presenta valores promedio menOres que la Deaminasa, pero la va
riación de los datos individuales es grande comopara asegürar
una tendencia definida.

Se efectuaron algunas determinaciones de los niveles en­
zimáticos en animales que sobrevivieron dos meses después de
la última inyección del metal y los resultados se hallan reprg
sentados en la Figura 41.

Evidentemente existe muchavariación individual, ya que
en una rata luego de 14 inyecciones del metal el ALA-Dy la
PBGasa de GR y bazo se encontraron aumentadas; en cambio en el
caso del animal que habia recibido 15 inyecciOnes, la activi­
dad del ALA-Den esas mismas fuentes estaba significativamente
disminuida con respecto a los controles, en tanto que en higa­
do y riñón presentaba valores cercanos al 100%y del mismo or­
den que los obtenidos para esta enzima en los animales que ha­
bian sido sacrificados 48 horas después de la dosis 15 (Figura
40 A y B).

En la Figura 42 se observa que por administración de do­
sis más altas (6 inyecciones de 1,10 mg Cd/kg de peso) se ob­
tienen en bazo y GRactividades de ALA-Dsuperiores a las de
los controles, no habiéndose observado en ningún caso inhibi­
ción enzimática, a pesar de que la cantidad total de metal ad­
ministrada fue la misma que en las experiencias en las cuales
se emplearon dosis menores.

IV.3.4 Estudio del efecto de posibles agentes terapéuticos:
ácido ascórbico y zinc

El objeto de la administración de estas sustancias fue
doble: estudiar la respuesta de los animales a los mismos y
tratar de esclarecer mecanismos de acción del cadmio.
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Figura 41: Efecto de] cadmio administrado por vía i.p. dos me­
ses atrás (dosis de Ó,6 mg/kg). Las actividades en
hígado (H), riñón (R), bazo (B) y gióbuios rojos
(GR) están expresadas iguai que en 1a Figura 40.
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Figura 42: Efecto de] cadmio administrado por vía i.p. Los ani
males recibiéron seis dosis de 1,1 mg/kg. Las acti­
vidades están expresadas igual qUe en 1a Figura 40.
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En Ios casos en que se estudiaron efectos conjuntos se
trabajó siempre con un grupo contro] que 5610 recibía inyeccig
nes de soïución fisiológica, un grupo que recibía e] posible
agente terapéutico 5010, un grupo que recibía conjuntamente e]
agente terapéutico y cadmio, y otro grupo que recibía e] co­
rrespondiente número de dosis de cadmio.

IV.3.4.1 Estudio de Ios efectos cadmio-zinc

Se usaron dos niveïes de intoxicación (bajos y a1tos).

Las concentraciones de cadmio y zinc, y 1a frecuencia
de administración a cada uno de dichos niveÏes fueron:

a) Dosis bajas: i) cadmio, 0,55 mg/kg, 3 veces por se­
mana (via i.p.)

ii) zinc, 2,4 mg/kg, 5 veces por semana
(via s.c.)

E1 tiempo de duración de] tratamiento con e] o 105 meta
ies fue de dos dias en 1a experiencia corta (una inyección de
cadmio y dos de zinc) y de un mes en 1a experiencia 1arga.

b) Dosis a1tas: i) cadmio, 1,10 mg/kg, 3 veces por se­
mana (via i.p.)

ii) zinc, 12 mg/kg, 2 veces por semana
(via s.c.)

E1 tiempo de duración de] tratamiento con e] o ios meta
les fue de dos dias en 1a experiencia corta (una inyección de
cadmio y dos de zinc) y de dos semanas en 1a experiencia 1arga.
En 1a experiencia corta se a1ter6 aigo e] esquema genera], ya
que e] zinc se administró dos dias consecutivos.

Los animales se sacrificaron siempre 48 horas después
de 1a última inyección de cadmio y de zinc.

Se debe notar que ias dosis totaïes de cadmio y de zinc
administradas durante las experiencias 1argas con dosis aitas
y bajas fueron iguaïes.
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IV.3.4.1.1 Efectos de] cadmio

Los'efectos de] cadmio obtenidos a] administrar diferen
tes dosis de] meta] ya han sido estudiados comparativamente.

De todas maneras, en 1a Figura 43 se representan ios
efectos de] cadmio sobre 1as actividades de] ALA-D, PBGasa y
Deaminasa ha11ados para este grupo de experiencias en particu­
lar. En esta figura se confirman ias diferencias señaladas a1
empïear dosis bajas y dosis altas (Figuras 40 y 42).

IV.3.4.1.2 Efectos de] zinc

E1 zinc es un meta] que induce 1a formación de metaïo­
tioneinas cuando ias dosis exceden un cierto nive]. Por ello
se anaiizaron ios efectos de "dosis aitas" inductoras de meta­
]otioneinas (12 mg/kg) y de “dosis bajas" a 1as cua1es no se
observó acumuïación de] meta] en órganos (2,4 mg/kg).

Como se puede observar en 1a Figura 44, empieando dos
dosis aitas de zinc se produjeron aumentos de 1a actividad de]
ALA-Dde GR y riñón, mientras que dupïicando e] número de ias
mismas dosis se registraron aumentos en 1a actividad de] ALA-D
de riñón y bazo.

Empieando dosis bajas de zinc no se observaron modifica
ciones significativas en e] promedio de Ias actividades de]
ALA-Dde GR (Figura 45). En cambio, 1a actividad en bazo fue
bastante variabie, produciéndose tanto aumentos comodisminu­
ciones de 1a misma.

IV.3.4.1.3 Éstudio de 10s efectos cadmio-zinc

Estas experiencias arrojaron resuitados interesantes.

La administración conjunta cadmio-zinc produce aumentos
de 1a actividad de] ALA-Den bazo y GR, y ocasionaimente en hi
gado y riñón (Figura 46).

Aigunos efectos ya se pueden observar 1uego de 1a admi­
nistración de soiamente una inyección de cadmio y dos de zinc
(Figura 46) aunque 1a dispersión de vaiores en este üitimo ca­
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Figura 43: Experiencia cadmio-zinc. Efecto del cadmio inyectado
por via i.p. sobre las actividades enzimáticas. Los
animaïes recibieron tres veces por semana dosis bajas
(0,55 mg/kg, tota] 12 dosis) o bien dosis aïtas (1,1
mg/kg, tota] 6 dosis), saCrificándose siempre 48 hs
después de 1a última inyección. Las actividades están
expresadas igua] que en 1a Figura 40. Se han sombrea­
do ias activaciones enzimáticas con respecto a los
controles.
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Figura 44: Experiencias cadmio-zinc. Efecto de] zinc inyectado por
via s.c. sobre 1a actividad de ALA-D.Los animaïes reci
bieron dos veces por semana dosis de 12 mg/kg de peso.
Las actividades están expresadas igual que en 1a Figura
43.
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Experiencias cadmio-zinc. Efecto de] zinc inyectado por
via s.c. sobre ias actividades enzimáticas. Los animales
recibieron dosis bajas (2,4 mg/kg, 5 veces por semana,
tota] 20 dosis) o bien dosis altas (12 mg/kg, 2 veces
por semana, tota] 4 dosis). Las actividades están expre­
sadas igua] que en 1a Figura 43. En este caso las s de
ias determinaciones en QRresultaron bajas, mientras que
en bazo fueron de] 23% con respecto a ios valores de
actividad obtenidos.
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Experiencias cadmio-zinc. Efectos combinados cadmio-zinc
' sobre 1a actividad enzimática de ALA-Diuego de 1a ap1i­

cación de diferente número de dosis de cadmio y de zinc.
E1 cadmio siempre se ap1icó tres veces por semana via
i.p. (dosis bajas: 0,55 mg/kg; dosis aïtas: 1,1 mg/kg);
e] zinc (via s.c ) en dosis bajas (2,4 mg/kg) se apiicó
a diario y en dosis aïtas (12 mg/kg) dos veces por sema­
na. Una excepción es 1a experiencia de corta duración
con dosis altas, en 1a cua] e] zinc se apiicó dos dias

iguai que en 1a Figuraseguidos. Actividades expresadas
43.
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so es bastante grande.

Los máximos aumentos de actividad se hicieron evidentes
luego de la administración de seis inyecciones de cadmio y cua
tro de zinc (dosis altas), habiéndose observado en GRuna acti
vación máxima del 80% y en bazo del 50% sobre los valores de
los controles.'La estadistica (prueba t) nos indica que el au­
mento resulta significativo con respecto a los controles
(p < 0,01). También se hallaron activaciones máximas de 37% en
higado y de 24% en riñón.

En cuanto a las otras enzimas de la biosintesis del he­
moestudiadas, los animales que recibierOn dosis altas varias
veces presentan también significativamente aumentadas la
PBGasa y la Deaminasa de bazo y la PBGasa de GR, hallándose la
Deaminasa de GRligeramente inhibida (Figura 47).

Luego de la administración de la serie de dosis bajas
U'l e registraron aumentos de la actividad de la PBGasay Deamina
sa de GR, mientras que los efectos sobre la PBGasa y Deaminasa
de bazo resultaron muyvariables.

IV.3.4.2 Estudio de los efectos cadmio-ascórbico

El cadmio se administró en dosis de 0,6 mg/kg por via
i.p. tres veces por semana.

El ácido ascórbico se aplicó por via s.c. en dosis de
20 mg/kg cinco veces por semana, dosis apenas superior a la te
rapéutica para seres humanos.

IV.3.4.2.1 Efectos del cadmio

Los efectos del cadmio sobre las actividades enzimáti­
cas de ALA-D, PBGasa y Deaminasa fueron similares a los obteni
dos en experiencias anteriores. Se representan en las Figuras
48, 49, 50 y 51 para higado, riñón, bazo y GRrespecticamente.

IV.3.4.2.2 Efectos del ácido ascórbico

El ascórbico se presentó como un activador de las enzi­
mas ALA-D, PBGasa y Deaminasa de bazo y GR (Figuras 50 y 51).
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Experiencias cadmio-zinc. Efectos combinados cadmio-zinc
sobre ias actividades enzimáticas. Las dosis bajas y a1­
tas tienen igua] significado que en 1a Figura 46. Cuando
se empïearon.dosis bajas ios animaïes recibieron 12 in­
yecciones de cadmio y 20 de zinc. Con dosis altas e] ná­
mero de inyecciones fueron 6 de cadmio y 4 de zinc. De;
más detaiies igua] a Figura 46.
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Experiencias cadmio-ascórbico. Efectos.sobre 1as activi­
dades enzimáticas de higado. Se trabajó con 4 grupos de
animaies, A: contro], B: recibió ascórbico 20 mg/kg de
peso a diario, C: recibió cadmio 0,6 mg/kg de peso tres
veces semanales, y D: recibió conjuntamente ascórbico y

Los anima­cadmio en dosis iguaies que 1os grupos B y C.
1es se sacrificaron siempre 48 horas después de 1a úiti­
ma inyección de cadmio. Las actividades están expresadas
en porcentajes de actividad con respecto a Ios controïes
tomados como 100%.
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Figura 49: Experiencias cadmio-ascórbico. Efectos sobre 1as activi
dades enzimáticas de riñón. Animales de-experimentación
y expresión de 1as actividades igua] que en 1a Figura
48.
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Figura 50: Experiencias cadmio-ascórbico. Efectos sobre 1as activi­
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expresión de 1as actividades igual que en-Ïa Figura 48.
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Figura 51: Experiencias cadmio-ascórbico. Efectos sobre las activi­
dades enzimáticas de GR. Anima1es de experimentación y
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Las activaciones 11egaron en aïgunos casos a un 120%y
no se encontró correïación entre e] número de dosis administra
das y e] grado de activación.

IV.3.4.2.3 Efectos cadmio-ascórbico

E1 ascórbico presentó un efecto beneficioso sobre e]
ALA-Dde bazo (Figura 50), no asi sobre 1a enzima de GR (Figu­
ra 51).

No se observaron resultados destacabies sobre ias demás
actividades enzimáticas (Figuras 48 a 51).

IV.3.5 Acumuïación de cadmio, zinc y cobre

IV 3.5.1 Administración de cadmio por via ora] - Acumuiación
de] meta] en órqanos

'Se empiearon concentraciones de 50 ppm de cadmio en e]
agua de bebida durante diversos 1apsos de tiempo. En 1a Figura
52 se observa que 1a acumuiación de cadmio es mayor en riñón
que en higado.

IV.3.5.2 Administración de cadmiogpor via iso.

IV.3.5.2.1 Concentración de cadmio en órganos y GR

Se administraron a ratas Sprague-Dawiey hembra de 9 me­
ses de edad dosis sucesivas de 150 ug de cadmio por via i.p.
Los pesos de 10s animaies variaron entre 228 y 343 g, de modo
que ias dosis individuaïes en mg/kg estuvieron comprendidas
dentro de] rango 0,47-0,66 mg/kg. Las inyecciones se apÏicaron
tres veces por semana y ios animaies recibieron entre 0 y 19
dosis. E1 sacrificio se efectuó siempre 48 horas después de 1a
üitima inyección de] meta]. Luego de 1a DMO,se midieron los
vaïores de cadmio en órganos y GRpor a.a.s.

En 1a Figura 53 se han representado ias concentraciones
de cadmio en higado y riñón en función de 1a dosis tota] en
mg de] metai/kg de peso recibida por cada anima]. En e] gráfi­
co se ha11an señaiados ios animaies que recibieron dosis entre
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Acumuïación de cadmio en higado (O) y riñón (O)
1uego de 1a administración de 50 ppm de] meta] en
e] agua de bebida durante diferentes periodos. Los
datos representados son promedio de fres determina
ciones. La desviación standard s en re1ación con
10s respectivos valores no superó e] 20%.
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Figura 53: Administración de cadmio por via'i.p. Acumuiación de
Cadmio en hígado y en riñón en función de 1a dosis

(O ) dosis entre 0,57 y
0,66 mg/kg de peso, (D) dosis entre 0,47 _y0,56 mg/
kg de peso. La frecuencia de administración fue siem
pre de tres veces semanaïes. Los animaies se sacrifi
caron 48 horas después de 1a úïtima inyección. Un m1
de sobrenadante contiene 1a fracción soïubïe a 11000
g proveniente de 0,1 g de tejido fresco.

tota] de cadmio inyectada.
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0,47 y 0,56 mg/kg y los que recibieron entre 0,57 y 0,66 mg/
kg de peso.

Es evidente que la aCUmulación de cadmio en higado es
mayor que en riñón, lo cual difiere con las experiencias de in
tixicación por via oral, y coincide con los datos de otros au­
tores.

A pesar de que en estas experiencias hubo dos variables:
el número de inyecciones y el peso de los animales, los valores
en higado pueden alinearse bastante bien sobre una recta. En

_cambio, la acumulación de metal en riñón parece responder más a
una función hiperbólica, probablemente debido a que con el tiem
po se produce una transferencia lenta del metal del higado a
los riñones; pero por arriba de 6-7 mg totales inyectados por
kg de peso, los puntos se ubican sobre una recta.

Independientemente del riguroso cumplimiento de la ecua­
ción de la recta, el aumento de la concentración del metal al
aumentar la dosis indica que es posible estudiar los efectos
del cadmio, a diferentes niveles de acumulación en los órganos
al inyectar dosis variables.

En posteriores experiencias se han utilizado animales de
igual peso (Í 15 g). Los valores promedio obtenidos para distin
to número de inyecciones se hallan representados en la Figura
54 (en la cual a efectos de comparación también se han repetido
los puntos de la Figura 53).

Se observa que los valores promedio incorporados en la
Figura 54 presentan buena concordancia con los de la Figura 53.

En la Figura 54 se representa además el caso de un ani ­
mal sacrificado dos meses después de recibir una serie de 15 in
yecciones de cadmio, de 0,6 mg/kg cada una, tres veces por semi
na. A pesar de que en higado la concentración de cadmio estaba
ligeramente disminuida con respecto a la obtenida 48 horas des­
pues de la última inyección, aün asi los valores en este caso
particular todavia se ubican bien en las curvas promedio obteni
das.

Por otro lado la relación (cadmio higado)/(cadmio riñón)
disminuye con la acumulación del metal en los órganos como se
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Figura 54: Administración de cadmio por via i.p. Acumuïación de
en función de 1a dosis to­

ta] de cadmio inyectada. ( O ) dosis entre 0,57 y 0,66
mg/kg de peso, ( D) dosis entre 0,47 y 0,56 mg/kg de
peso, (O) dosis de 0,6 mg/ kg de peso, (I) dosis de
0,55 mg/kg de peso y (A) dosis de 1,10 mg/kg de peso.
La frecuencia de administración fue siempre de tres

cadmio en higado y riñón

veces semanaïes. (A) anima] sacrificado dos meses
después de recibir 15 inyecciones de 0,6 mg/kg de peso
administrado tres veces por semana.
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puede observar en la Tabla V.

La Figura 55 muestra que la concentración de cadmio en
bazo aumenta en función de la dosis total administrada, aunque
la acumulación es menor que en higado y riñón. En el rango de
valores estudiados existe bastante dispersión de los datos in­
dividuales.

En GRno_parece existir, a partir de 6 mg totales de
cadmio inyectados/kg de peso, una correlación lineal entre do­
sis administrada y concentración del metal en GR, tal como pue
de observarse en la Figura 55.

IV.3 5.2.2 Concentración de cadmio en órganos y GRen las ex­
periencias cadmio-ascórbico

Comoya se menciOnara al discutir los resultados de las
actividades enzimáticas se trabajó siempre con controles como
referencias.

Las dosis empleadas durante esta experiencia fueron
0,6 mg de cadmio por kg de peso, aplicadas tres veces por sema
na por via i.p. y 20 mg/kg de ácido ascórbico aplicado cinco
veces por semana por via s.c.

La Figura 56 muestra los resultados obtenidos para dis­
tinto número de inyecciones de cadmio en los diversos órganos.

La vitamina C no parece ejercer ningún efecto significa
tivo sobre la acumulación de cadmio.

IV.3 5.2.3 Acumulación de cadmio en órganos en las experiencias
cadmio-zinc

Las dosis de cadmio y zinc usadas durante las experien­
cias con dosis altas y bajas y el diagrama de aplicación de
las mismas, ya han sido detallados en IV.3.4.1.

En la Figura 57 se representan sólo las concentraciones
de cadmio en los sobrenadantes de 11.000 g de higado y de ri­
ñón, correspondientes a las experiencias de larga duración, ya
que durante las experiencias cortas, la acumulación del metal



200

Tabïa V

mg Cd inyectados Cd hígado Cd riñón Cd hígado
kg peso. ug/ml sobrenadante ug/m] sobrenadante Cd riñón

4,16 4,8 1,66 2,89

5,59 6 2,4 2,5

7,2 8 3,7 2,16

9,37 10,2 5,8 1,75

11,4 12,4 8,94 1,38

Reïación ———-9-—cdhí ado
Cd riñón
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Figura 55: Administración de cadmio por via i.p. Concentración de
cadmio en bazo y en GR en función de 1a dosis tota] de
cadmio inyectada. (O) dosis entre 0,57 y 0,66 mg/kg
de peso, ( D) dosis entre 0,47 y 0,56 mg/kg de peso.
La frecuencia de administración fue de cres veces semi
na1es.
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dos tres veces por semana con 0,6 mg/kg de peso de cad­
mio y diariamente con 20 mg/kg de peso de ascórbico. Ca
da punto representa e] promedio de tres determinaciones.
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Figura 57: Experiencias cadmio-zinc de 1arga duración. Acumuiación
de cadmio en tejidos 1uego de 1a administración de cad­
mio ES y de cadmio-zinc ¡a en ratas sacrificadas 48 ho­
ras (At = 48 h) y 9 dias (At = 9 d) después de las üïti
mas inyecciones. Se empiearon dosis bajas o dosis altas.
Dosis bajas Cd: 0,55 mg/kg 3 veces pOr semana, N=12 dosis

(i.p.)
Zn: 2,4 mg/kg 5 veces por semana, N=20 dosis
(s.c.)
T=4 semanas

Dosis aïtas Cd: 1,10 mq/kg 3 veces por semana, N=6 dosis
Zn: 12 mg/kg 2 veces por semana, N=4 dosis
T=2 semanas'

N=númerotota] de dosis, T=tiempo de duración de] trata­
miento con e] o 1os metales. Las desviaciones standard
(s) con reïación a ios respectivos vaïores variaron entre
6 y 19%.
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fue muy baja.

De todas formas, con ninguno de ios dos niveies de in­
toxicación-se observó un efecto de] zinc sobre 1a acumuiación
de cadmio en higado o en riñón.

E1 único efecto destacabïe fue un aumento de 1a concen­
tración de cadmio en higado en ios animaies tratados con aïtas
dosis, ya sea de cadmio sólo o de cadmio y zinc.

IV.3.5.2.4 Efecto de] cadmio sobre 1a acumulación de zinc en
órganos. IanUencia de 1a administración de zinc

La inyección de cadmio tanto en dosis bajas como aïtas
provoca un definido aumento de 1a concentración de zinc en hi­
gado y bastante menos en riñón con respecto a 10s vaïores nor­
maies (Figura 58).

Con 1a administración de cantidades crecientes de cad ­
mio hay un aumento correspondiente de] depósito de zinc hepáti
co; pero aparentemente no se observa una correïación simiïar
en riñón, por 10 menos dentro dei rango de dosis estudiadas.

Acumuiación de zinc en órganos en ias experiencias cadmio­
zinc.

La dosis de cadmio y de zinc usadas, asi como 1a dura­
ción de ias experiencias ya han sido detalïadas en IV.3.4.1.

Rec0rdemos que e] zinc es un eïemento norma] en e] orga
nismo de manera que tanto en ios sobrenadantes de higado como
de riñón de animaies controïes se encuentran niveies fisiológi
cos de este meta].

Cuando se inyectan dosis bajas de zinc (2,4 mg/kg de pg
so) se observa cierto aumento de 1a concentración de meta] en
riñón en ias experiencias 1argas; en higado 1a concentración
de zinc no se modifica, según se puede deducir de un anáiisis
de las Figuras 59 y 60.

En cambio por inyección de dos dosis a1tas de zinc (12
mg/kg de peso) se produce un aumento de 1a concentración de
zinc en higado, probablemente debido a la sintesis de zinc-tio
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kg de_peso, ---- —-vaïor norma] (V.N.). La frecuencia
de administración fue de tres veces por semana.
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Figura 59: Experiencias cadmio-zinc de corta duración. Acumuia­
ción de zinc en tejidos luego de 1a administración
de zinc ZZ , o de cadmio-zinc E; en comparación con
Ios controies [j , en ratas sacrificadas 48 horas
despyés de 1a üitima inyección. Se empiearon dosis
bajas o dosis a1tas.
Dosis bajas Cd: 0,55 mg/kg de peso, 1 dosis (i.p.)

Zn: 2,4 mg/kg de peso, 2 dosis (s.c.)
T=2 dias

Dosis aitas Cd: 1,1 mg/kg de peso, 1 dosis (i.p.)
Zn: 12 mg/kg de peso, 2 dosis (s.c.)
T=2 dias

T=tiempo de duración de] tratamiento con e] o los
metales
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Figura 60: Experiencias cadmio-zinc de 1arga duración. Acumuia­
, de cadmio y de cadmio-zinc­

en comparación con 105 controles. Los animaïes fueron
sacrificados 48 horas (At = 48 h) y 9 dias (At = 9 d)
después de 1a üitima inyección. Se administraron dosis

ción de zinc mm

bajas ó dosis aitas, a] igual que en 1a Figura 57.
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neina (Figura 59). Aumentando e] número de dosis a cuatro no
se observa posterior aumento (Figura 60), 10 cua] se expiica
pues 1a zinc-tioneina tiene una vida media corta. Con 1a inyeg
ción de dosis aitas de zinc también aumenta 1a concentración
de] meta] en riñón (Figuras 59 y 60).

La inyección de cadmio tanto en dosis bajas como altas
provoca una acumuiación de zinc en higado y riñón. Sin embargo,
es en higado donde se producen aumentos significativos con res
pecto a ios originados por iguaies dosis de zinc soio (Figuras
59 y 60).

La inyección simuitánea de zinc y cadmio no parece indu
cir una variación en e] contenido de zinc de ios sobrenadantes
(Figura 60) con respecto a ios vaiores producidos por 1a soia
administración de cadmio.

Por otro iado, es interesante observar que ias c0ncen­
traciones de ambos metales expresadas en ug/m] de sobrenadante
son aigo variables, pero están dentro de] mismo orden, como se
iiustra en 1a Figura 61, de manera que 1a reiación cadmio-zinc
es cercana a 1a unidad. °

IV.3.5.2.5 Efecto de] cadmio sobre 1a acumuiación de cobre en
riñón. Influencia de ia administración de zinc y de
ascórbico

Se ha anaiizado dicho efecto en riñón, ya que en este
órgano 1a concentración de cobre es reiativamente alta.

En 1a Figura 62 se observa que ias inyecciones de cad­
mio provocan una acumuiación de cobre en e] órgano en estudio.
Sin embargo, no se manifiesta una correiación entre dosis de
cadmio y aumento de 1a concentración de cobre, aunque para do­
sis menores de 4 mg de cadmio totaies administrados/kg de peso
e] aumento de 1a concentración de cobre no parece ser muy sig­
nificativo.

E1 ácido ascórbico no produjo ningún efecto sobre 1a
acumuiación de cobre (Figura 63).

E1 zinc administrado soio, en diversas dosis p0r vía
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Figura 62: Administración de cadmio por via i.p. Acumuïación de
cobre en riñón en función de 1a dosis tota] de cadmio
inyectada. ( Ó) dosis entre 0,57 y 0,66 mg/kg de peso,
( D) dosis entre 0,47 y 0,56 mg/kg de peso. La frecueg
cia de administración fue de tres veces semanaïes. To­
dos Ios animaïes se sacrificaron 48 horas después de
1a üïtima inyección.
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Figura 63: Experiencias cadmio-ascórbico. Acumuïación de cobre
en riñón en función de] número de dosis de cadmio de
0,6 mg/kg de peso apïicada í.p. tres veces por sema­
na. [:1 controïes, animaïes tratados con cadmío,
EEEanimaïes tratados con cadmio y ascórbico. E1 as­
córbico en dosis de 20 mg/kg se apïicó 5 veces por
semana.
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s.c., parecería capaz de elevar la concentración de cobre en
el riñón, aunque en casos aislados no se observó este efecto,
por lo cual la desviación standard (S) resulta muyalta.

Con repetidas inyecciones de dosis bajas de zinc (2,4
mg/kg de peso, 20 veces) se obtiene en presencia de cadmio una
mayor elevación del contenido de cobre en riñón, que inyectan­
do en dosis más altas (12 mg/kg) igual cantidad del metal (Fi­
gura 64). '

IV.3.6 Correlación entre actividades enzimáticas y concentra­
ción de metales

A Io largo de todo el trabajo se trató de establecer
una correlación entre el aumento o disminución de alguna acti­
vidad enzimática, en particular de ALA-D,y las concentracio­
nes de cadmio, zinc o cobre circulantes; sin embargo, los re­
sultados obtenidos no han permitido formular una correlación
simple y directa.

La administración de cadmio por via oral durante tiem ­
pos prolongados no produce cambios significativos en la activi
dad de las enzimas ALA-D, PBGasa y Deaminasa en higado o riñón.
Solamente se observan inhibiciones superiores al 20%de estas
enzimas en GR. El ALA-Des la más sensible de ellas. Sin embar
go no parece existir ninguna correlación entre la magnitud de
este efecto y el tiempo de administración del metal o la con­
centración del mismo en tejidos como puede observarse en la Fi
gura 65.

En cuanto a las experiencias de administración de cad­
mio y zinc por via i.p., se considera ilustrativo representar
las concentraciones de cadmio y de zinc en hígado y la activi­
dad de ALA-Den los distintos órganos, en función de los trata
mientos efectuados (Figura 66), lo cual constituye un resumen
del resultado de dichas experiencias, y a la vez sugiere la
existencia de una probable correlación entre el zinc que ha
circulado por el organismo, ya sea por administración del mis­
mo o por movilización hacia o de las metalotioneinas, y el au­
mento de actividad de ALA-Dque se produce en los diversos ór­
ganos estudiados. Los mayores incrementos de actividad se pro­
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Figura 66: Experiencias cadmio-zinc de iarga duración. Actividad de
ALA-Den distintos órganos y concentración de cadmio y de
zinc en higado para los animaïes que recibieron cadmio,
cadmio-zinc y zinc; E1 diseño.experimenta1 es igua] a] de
1a Figura 57. Los animales fueron sacrificados 48 horas
después de 1a üïtima inyección. Las actividades enzimáti­
cas están expresadas en porcentaje de actividad con res ­
pecto a los correspondientes controles. La concentradión
de cadmio ZZ y de zinc fis en ug/m]. mmrepresenta 1a con­
centración de zinc de] contro] y ENes e] aumento regis ­
trado.



dujeron a1 administrar altas dosis de cadmio y de zinc.

Anáiogamente se muestran en ias Figuras 67 y 68 ias actl
vidades de PBGasay Deaminasa respectivamente, en ios distintos
órganos y ias concentraciones de cadmio y de zinc en higado, en
función de los tratamientos efectuados; se aprecian aumentos de
1a actividad enzimática en bazo con dosis altas de cadmio-zinc,
aunque en este caso también se observan aumentos de ias activi­
dades enzimáticas con dosis bajas de dichos metaies.

IV.3.7 Discusión y conciusiones sobre actividad enzimática y
terapia

Administración ¿n vao de] cadmio y actividad enzimática

Observamos en este estudio que a 10 1argo de todas ias
experiencias reaiizadas, e] cadmio no tuvo una infiuencia uni­
forme, sobre 1a actividad de las enzimas en estudio.

En ias experiencias de intoxicación por via ora] a iargo
piazo con 50 ppmde] meta], se registraron inhibiciones de]
ALA-Dde GR de] orden de] 30-40%. También hubo inhibición de 1a
Deaminasa.

En cambio, cuando 1a contaminación de ios animaies com
e] meta] se efectuó por via i.p., ios efectos fueron más varia­
bles. Aigunas veces e] cadmio se comportó como inhibidor de]
ALA-Dde GRy bazo, aunque no se observó una corresp0ndencia en
tre dosis administrada y grado de inhibición enzimática, mien­
tras que en otros casos se produjeron iigeros aumentos de 1a ag
tividad de] ALA-Dde dichas fuentes, y finaimente en otras expg
riencias ios efectos fueron aieatórios produciéndose en aigunos
animaies inhibiciones y en otros activaciones de dicha enzima.

A pesar de que e] ALA-Des un parámetro bioquímico Sensi
bie y precoz para indicar una absorción excesiva de pïomo, de
estas experiencias no ha surgido su utiiidad como indicadora de
una intoxicación con cadmio.

La PBGasa y 1a Deaminasa tampoco sirven a dicho propósi­
to.
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Figura 67: Experiencias cadmio-zinc de 1arga duración. Activi­
dád de PBGasaen distintos órganos y concentración
de cadmio y de zinc en higado para ios animaïes que
recibieron cadmio, cadmio-zinc y zinc. E1 diseño

experimenta] y 1a expresión de 105 resu1tados es
igua] que en 1a Figura 66.
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Figura 68: Experiencias cadmio-zinc de larga duración. Activi:
dad de Deaminasa en distintos órganos y concentra­
ción de cadmío y de zinc en hígado para Ïos animaïes

Aque recibieron cadmío, cadmíd-zínc y zinc. E] diseño
.experimenta] y 1a expresión de 1os resultados es

igual que en 1a Figura 66. .
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A continuación se harán diversos tipos de consideracio­
nes para tratar de aciarar e] motivo de 1a dispersión de vaior
res obtenidos ¿n v¿vo.

Comparación de ios resuitados obtenidos ¿n vLIno e ¿n u¿vo

Como se habia detaiiado en IV.2.1 e1 cadmio ¿n uátno a
partir de determinada concentración es un inhibidor de ias en­
zimas ALA-D, PBGasa y Deaminasa en ios sobrenadantes de higado,
riñón, bazo y GR (Figuras 13 y 14).

En ios estudios ¿n vivo se ha verificado que e] cadmio
es un tóxico acumuiativo, obteniéndose 105 mayores depósitos
de] meta] en tejido hepático, 1uego de ía apiicación de una se
rie de dosis subietaïes de] meta] por via i.p.

Teniendo en cuenta ias formas más usuaies y convenien­
tes.para expresar 10s valores de concentración de cadmio en
ios ensayos ¿n vátno e ¿n v¿vo , ias concentraciones de cadmio
en ios gráficos de concentración vs dosis inyectada para higa­
do y riñón están expresadas en ug/m] de sobrenadante de órgano
a 11.000 g, mientras que en ios ensayos ¿n vitno para ios mis­
mos órganos están dadas en moies/i de homogenato (M).

Se ha efectuado 1a transformación para aigunos vaiores
extremos de concentración en higado (Tabia VI) con e] objeto
de facilitar 1a comparación entre ios datos obtenidos ¿n vitno
e ¿n vivo.

Con 4,8 mg totaïes de cadmio inyectados/ kg de peso que
equivaie a 8 inyecciones de 0,6 mg/kg de peso, se ha a1canzado
en higado una concentración suficiente comopara inhibir ¿n
v¿tno cerca de] 42% de] ALA-Dy apenas aïgo menos 1a Deaminasa.

Con 11,4 mg totaies de cadmio inyectados/ kg de peso que
equiyaie a 19 inyecciones de 0,6 mg/kg de peso, e] ALA-Dde hi­
gado deberia haiiarse un 70%inhibida. En cambio dicha concen­
tración sigue siendo insuficiente para afectar a 1a PBGasasiem
pre de acuerdo con ios resuitados de ios ensayos ¿n vátno.

Anáiogamente en 1a Tabia VII se presenta 1a transforma­
ción a (M) de las concentraciOnes a1canzadas en riñón.
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Tabla VI

mg totaies de moies/i S % Actividad ¿n u¿tno
Cd inyectados "g/m] S (M) 109 (M) ALA-D Deaminasa PBGasa

11,7 12,7 1,13.10'“ —3,94 34% 54% 93%

10,2 11,1 9,87.10‘5 —4 38% 56% 98%

8,8 9,6 8,54.10'5 —4,06 42% 56% 98%

4,8 5,3 4,71.10'5 -4,32 58% 66% 96%

3,5 3,87 3,44.10'5 —4,46 70% 72% 96%

0,49 0,51 4,53.10'6 —5,34 95% 90% 97%
l

Transformación ug/m] a moïes/i S (M) para las concentraciones de cad­

mio haliadas en ios sobrenadantes de higado, luego de 1a administra­

ción i.p. de cadmio y porcentajes de actividad con respecto a ios con­

troies obtenidos ¿n vitae para dichas concentraciones.
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Tab1a VII

mg totales de moles/1 S % Actividad ¿n vitno
Cd inyectados "g/m] S (M) 109 (M) ALA-D Deaminasa PBGasa

11,3 8,9 7,92.10's -4,1 48% 72% 108%

9,5 5,5 4,89.10-5 -4,31 57% 77% 107%

7,3 3,74 3,32.10—5 -4,47 69% 80% 106%

5,2 2,3 2,05.10-5 -4,68 80% 86% 105%

3,7 1,2 1,06.10_5 -4,97 93% 95% 103%

0,6 0,3 1,66.10-6 -5,57 95% 96% 103%

Transformación ug/m] a moïes/ï S (M) para 1as concentraciones de cad­

mio ha11adas en Ios sobrenadantes de riñón, Iuego de 1a administración

i.p. de cadmio y porcentajes de actividad con respecto a 105 controles

obtenidos ¿n v¿tno para dichas concentraciones.
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Debido a que 1a acumuiación de cadmio en riñón se produ­
jo más 1entamente que en higado, ias concentraciones de cadmio
necesarias para inhibir las actividades enzimáticas son aigo
más dificiles de a1canzar. Sin embargo, los niveies de cadmio
acumuïado 1uego de 12 ó 13 inyecciones de 0,6 mg Cd/kg de peso
son suficientes para inhibir un 40% e] ALA-Dy producir una
inhibición 1igera de 1a Deaminasa.

Luego de 19 inyecciones de cadmio, se iiega en riñón a
concentraciones de] meta] suficientes comopara inhibir 60%1a
actividad de] ALA-Dy 30% 1a de 1a Deaminasa.

Si ahora nos remitimos a ios vaiores de actividad enzimí
tica obtenidos ¿n vivo en higado y riñón, veremos que en ningún
caso se obtiene una inhibición significativa de dicha activi­
dad.

Sin embargo, creemos que estos resuitados tienen una jus
tificación pues, recordemos que en ias intoxicaciones crónicas
con cadmio, se induce 1a sintesis de una metaiotioneina, protei
na de bajo peso moiecular, que a1 igual que 1as enzimas en estu
dio se encuentra en 1a fracción soïubie de] citopiasma. Comoe]
cadmio tiene muy aita afinidad por dicha proteina se une a 1a
misma, quedando sólo 10-20% de] meta] 1ibre para actuar sobre
otras moiécuïas bioiógicas, entre eilas ias enzimas en estudio.
En consecuencia, ias concentraciones de cadmio no son suficien­
tes para producir una inhibición medibie y reproducibie de 1a
actividad.

Las mayores inhibiciones enzimáticas se observaron en GR,
en 10s cuaies, 1a concentración de cadmio era muy baja, y que
paradójicamente requerían una mayor concentración de] meta] para
ileqar a una inhibición dei 50%, según se observa en 1a Tabla
III (IV.2).

Por lo tanto, en este caso 1a inhibición de] ALA-Dno
puede atribuirse a una acción directa de] cadmio presente en ios
hemoiizados sobre 1a enzima.

No se descarta un efecto de] cadmio sobre algún paso ante
rior o posterior a1 de ias enzimas estudiadas en 1a biosintesis
de] hemo.
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Hemos observado además, en concordancia con datos de o­
tros autores, que en ias intoxicaciones con cadmio se produce
una significativa acumuiación de zinc en higado y en riñón (Fi­
gura 57).

Comotambién se ha estudiado (IV.2.2) ei efecto ¿n uLtno
de concentraciones crecientes de zinc sobre las actividades en­
zimáticas, resuita de interés comparar 1a inf1uencia de ias con
centraciones de zinc ha11adas ¿n UÁUO‘COH10s resuïtados ¿n
U¿Iho.

En IV.2 ias curvas para zinc, se obtuvieron en función
de] zinc agregado, sin considerar e] zinc endógeno. Por eïïo, a
efectos comparativos, habra que tener en cuenta sóio e] aumento
de concentración dei zinc con respecto a ios vaiores normaies,
y no a 1a concentración de] zinc tota] haiiada en ios sobrena­
dantes. La Tabia VIII suministra 1a transformación de ug/m] a
moi/1 (M) para ios aumentos de concentratión de zinc ha11ados
en ios sobrenadantes de higado en ias experiencias ¿n uLvo y
ios porcentajes de actividad de ALA-Dobtenidos ¿n vátno para
dichas concentraciones.

Se deduce que para aumentos de concentración de zinc en
e] rango 2,2-5,4 pg/m] de sobrenadante, no se producirá inhibi­
ción de ninguna de ias tres enzimas en estudio por efecto de]
zinc (<10'“M).

Estos aumentos de concentración de zinc se obtienen con
9 a 13 dosis de 0,6 mg Cd/kg de peso. Justamente en este rango
de concentraciones e] zinc podria ejercer un efecto iigeramente
activante.

Para mayor número de dosis se 11ega a una zona vecina a
ios niveies inhibitorios de ALA-Dpero sin a1canzarios. Sin em­
bargo, se considera que no es probabie que 1a inhibición ocurra,
pues se sabe que e] aumento de concentración de] zinc se debe a

que 1a metaïotioneïna inducida por e] cadmio 10 captura, esto
ocasiona también un aumento de] contenido de zinc en ios distig
tos niveies de 1a estructura subceiuiar, pero por 1a misma ra­
zón 5610 una parte reducida de] zinc estaria disponibie para e­
jercer aigün efecto sobre otras fracciones proteicas.



Tabïa VIII

mg tota1es
de Cd Zn AZn AZn +10g AZn ALA-D

inyectados/ ug/m1 S ug/m] S m01/1 S (M) +109 (M) ¿n uLtno
kg de peso

11 10,1 8 1,34.1o'“ -3,87 73%

9,6 8,7 6,6 1,01.10'“ -3,99 93%

8,4 7,5 5,4 8,25.10'5 -4,08 95%

7,2 6,3 4,2 6,42.10'5 —4,19 97%

6,2 5,3 3,2 4,89.10'5 —4,31 98,5%

5,2 4,3 2,2 3,36.1o‘5 -4,47 99,9%

3,1 2,2 0,1 1,52.1o'6 '-5,ao 97%

Transformación de ug/m] a moïes/I (M) para los aumentos de concen
tración de zinc ha11ados en los sobrenadantes de higado, 1uego de
1a administración i.p. de cadmio y porcentaje de actividad de
ALA-Dcon respecto a 10s controïes obtenidos ¿n thno para dichas
concentraciOnes.
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La Tabla IX es similar a la Tabla VIII, pero correspon­
de a riñón.

Como la acumulación de zinc en riñón es mucho menor que
en higado, no se alcanzan concentraciones de zinc que ¿n vitno
modifiquen significativamente la actividad enzimática en dicho
órgano.

Tampoco en bazo y en GR se llega a aumentos de concentra
ción suficientes comopara que el zinc ejerza un efecto inhibi­
torio.

También en el caso del zinc, tratándose de un elemento
metálico bivalente, podria ejercer alguna otra acción sobre un
paso anterior o posterior en la biosíntesis del hemo.

Administración ¿n vivo de cadmio-zinc y modificaciones de la
actividad del ALA-D

Se insiste en un efecto activador del zinc, pues algunas
evidencias experimentales lo apoyarian.

En ensayos en los cuales se administraron paralelamente
dosis de zinc de 12 mg/kg de peso (que inducen la sintesis de
metalotioneinas) y dosis de cadmio altas (1,1 mg/kg de peso),
se observaron luego de seis dosis de cadmio y cuatro de zinc
aplicadas a intervalos regulares en un lapso de 15 dias, aumen­
tos significativos de la actividad de ALA-Dno sólo de bazo y
GR, sino también de higado y riñón.

Estos efectos fueron de mayor magnitud que los observa­
dos administrando únicamente cadmio en igual dosis, hallándose
una concentración de zinc en higado algo superior en los anima­
les que recibieron los dos metales.

En otras experiencias se administraron dosis de zinc de
2,4 mg/kg de peso (no inductoras de la sintesis de metalotionei
nas) y de cadmio de 0,55 mg/kg de peso, registrándose, luego de
inyectar 12 dosis de cadmio y 20 de zinc en un lapso de unmmes,
aumentos de menor magnitud de las actividades enzimáticas que
en las experiencias anteriores. En estos casos, si bien las con
centraciones totales de cadmio y zinc administradas fueron las
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Tabla IX

mg totaïes
de Cd Zn AZn AZn +109 AZn ALA-D

inyectados/ ug/m1 S pg/mï S m01/1 S (M) +109 (M) ¿n uitno
kg de peso

entre 3,2 1,4 2,14.]0' -4,66 98%
5,4 y 8 _

2,9 1,1 1,68.10 -4,77 99,5%

2,5 0,7 1,07.1o' -4,97 100%

Transformación de ug/m] a moïes/Ï (M) para los aumentos de concen­
tración de zinc ha11ados en 10s sobrenadantes de riñón, 1uego de
1a administración i.p. de cadmio y porcentaje de actividad de
ALA-Dcon respecto a 105 controles obtenidos ¿n vitno para dichas
concentraciones.
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mismas que en ias experiencias con dosis más aitas, 1a acumuia
ción de zinc y de cadmio en e] organismo fue aigo menor.

Finaimente, en e] grupo de animaies que se usaron como
testigos de cadmio en estas experiencias y que recibieron úni­
camente 12 dosis de 0,55 mg Cd/kg de peso, se observaron en al
gunos casos inhibiciones de 1a actividad de] ALA-Den bazo y/o
en GR, no registrñdose en otros efecto aiguno.

Recordemos que 1a concentración de cadmio y de zinc en
e] higado tuvo aparentemente una dependencia mayor con 1a dosis
de cadmio que con 1a administración simuitánea de zinc.

0 sea qUe en estas experiencias e] zinc parecería actuar
comoactivador enzimático.

Mecanismosque podrian producir a 1a variabiiidad de resuita­
dos

i) Se sabe que a nive] de enzimas y componentes ceiuiares, e]
zinc cumpie importantes funciones, ya que:

Es un componente de ias biomembranas y puede estabiiizar 1a
membrana ce1u1ar e impedir 1a entrada de sustancias tóxicas en
1a céiuia (Chvapii, Ryan, Elias y Peng, 1973).

Es necesario para estabiïizar o aún aumentar 1a actividad de
enzimas como 1a alcohoi deshidrogenasa (Reinhoid, Pascoe,
Arsianian y Bitar, 1970) o 1a fosfatasa aicaiina (citado por
Abdu11a, Svensson y Haeger-Aronsen, 1979).

Muchas de ias enzimas que intervienen en e] metaboiismo de
ios ácidos nucieicos o proteinas son zinc metaïoproteinas (Pra­
sad y Oberieas, 1973; Vaïenzueia, Morris, Faras, Levinson y
Rutter, 1973; Duncan y Hurïey, 1978). La deficiencia de zinc
ocasionaria un bioqueo de 1a sintesis de ácidos nucieicos y prg
teinas (Goiden y Goiden, 1981).

Por 10 tanto, se puede esperar que una faita de zinc dis
ponibie podria concudir a aiteraciones de 1as membranas, que
tendrian como consecuencia pérdidas de enzimas de ios órganos.

A1ternativamente podria ocurrir una queiación de] zinc
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de ciertas enzimas por efecto de la metalotioneina.

Se desconoce hasta el momento la influencia del zinc mg
vilizado por el organismo para unirse a la cadmio-metalotionei
na o del zinc proveniente de la degradación de dicha proteina
en los diversos procesos bioquímicos en los cuales interviene
el metal.

Winge, Premakumar y Ragajopalan (1978) encontraron que
la alcohol deshidrogenasa, una enzima cuya actividad está rela
cionada con el contenido de zinc hepático, se halla reducida
en un 25%en animales que reciben una dieta deficiente en zinc,
pero cuando estos animales se tratan con cadmio la actividad de
la enzima aumenta significativamente, o sea que el zinc movili
zado podria satisfacer demandastisulares del metal aparte de
incorporarse a la tioneina.

De modo que, a consecuencia de la formación de metalotig
neinas y de la incorporación de zinc a las mismas podria produ­
cirse una activación de las enzimas en estudio, pero no debemos
descartar tampoco una inhibición de las mismas por alteración
de membranas o captura del zinc; es probable entonces que ambos
procesos jueguen un papel en determinados momentos, luego del
ingreso del cadmio al organismo.

ii) Diversas experiencias con animales han demostrado que se
suelen producir interacciones entre elementos con caracteristi­
cas quimicas similares (Hill y Matrone, 1970), las cuales pue­
den ser antagónicas o sinergisticas.

Sandstead (1981) ha representado'esquemáticamente algu­
nas de las interacciones que se pueden producir entre elementos
esenciales y tóxicos, que se muestran en la Figura 69.

Frecuentemente existe una relación indirecta entre el
contenido de un metal en los tejidos y las lesiones metabólicas
o patológicas que origina.

La detección de cambios secundarios en la concentración
tisular de otros elementos cuya distribución o función se modi­
fica por alteración del balance de los mismos, provee una indi­
cación ütil de que la retención tisular del metal tóxico ha
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Figura 69: Esquema de 1a interacción entre e] cadmio y o ­
tros meta1es
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excedido ias concentraciones toierabïes.

Asi,-en las intoxicaciones crónicas con cadmio, no es 1a
acumuïación de zinc junto con e] cadmio 1a única modificación
de ios e1ementos esenciaïes que se produce en e] organismo.

Se ha comprobado también que tiene lugar una acumulación
de cobre, que ha sido estudiada en riñón, observándose que no
existe una proporcionaiidad entre 1a cantidad de cadmio adminis
trado y 1a concentración de cobre en riñón, o que por 10 menos
1a dispersión de datos entre distintos anima1es es grande.

Según Irons y Émith (1976) e] cobre tiene mayor afinidad
por 1a metaiotioneina que e] cadmio. Suzuki (1979) atribuye 1a
toxicidad rena] de] cadmio a que dicho meta] es reempïazado por
ei cobre en 1a metaïotioneina y asi se Iibera cadmio tóxico a]
riñón.

A su vez e] cobre es un inhibidor de] ALA-D de GR huma­

nos. Neïson et a1. (1980) han ha11ado, en seres humanos, que 1a
actividad de ALA-Den sangre aumenta con 1a concentración de
zinc y disminuye con 1a concentración de cobre existente en
p1asma. Una variación de ios niveles de cobre podria ocasionar
entonces modificaciones enzimáticas.

Por otro 1ado en bazo y GR1as_concentraciones de zinc
y de cadmio resuitaron bastante variabies, y justamente estas
diferencias de concentración de 105 distintos e1ementos metáii­
cos son Ias que pueden dar ïugar a vaiores de actividad enzimá­
tica distintos.

A1ternativamente, dichas variaciones pueden causar a1te­
raciones en e] organismo, que indirectamente afecten a las enzi
mas en estudio.

iii) Es necesario tener en cuenta además que aïguna diferencia
en 1a aiimentación, temperatura o 1a susceptibiïidad individua]
pueden también actuar modificando Ios efectos de] cadmio.

Efectos de] ácido ascórbico

En cuanto a] ascórbico sabemos que revierte aïgunos de



1os efectos tóxicos de] cadmio. Sin embargo, eïio se ha atri­
-buid0, en genera], a una acción a nive] de 1a absorción intesti

na], debido a un mejoramiento de 1a ab50rción de hierro.

En nuestro caso, se ha estudiado 1a infïuencia de 1a ad­
ministración de ascórbico por via s.c., en dosis apenas superig
res a las empieadas en 1a terapéutica humana.

En dichas experiencias se observó que e] ascórbico soio,
aumenta 1a actividad de ALA-Dde GR, aunque no en presencia de
cadmio.

En bazo se produjo en aigunos casos cierta reversión de.
1a inhibición de] ALA-D.

Conciusiones respecto a1 uso de] zinc en 1a terapia

E1 zinc podria prevenir o reparar daños ocasionados por
e] cadmio sobre diversos sistemas de] organismo, ya que 1uego
de 1a moviiización inicia] de] meta] esencia] se pueden manifes
tar deficiencias de] mismodebido a su unión a ias metaïotionei
nas.

E1 zinc se diferencia de otros e]ementos traza, en que
no parece existir un depósito funciona] de] mismo. Casi todo e]
zinc se ha11a atrapado en ios huesos o en las proteinas, por 10
cua] se desarroiia sintomas de carencia, inmediatamente después
de administrar una dieta deficiente en zinc (Golden y Goiden,
'1981).

Según Petering, Johnson y Stemmer (1971) e] cadmio puede
aïterar varias respuestas bioiógicas a1 zinc comoveiocidad de
crecimiento, parámetros hematoïógicos, etc.

Pero tampoco se puede hacer uso indiscriminado de] zinc.
Muchas veces e] requerimiento de un nutriente en 1a dieta depen
de parciaimente de 1a concentración de ios otros nutrientes.

Existe bastante información acerca de una determinada in
teracción entre e] zinc y e] cobre, originada en ias observacig
nes de Smith y Larson (1996) quienes descubrieron que 1a anemis
producida en ratas por un exceso de zinc en 1a dieta se podia
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aliviar administrando cobre. Según Underwood(1977) una concen
tración alta de zinc en la dieta puede aumentar el requerimien
to de cobre, y por otro lado, disminuir la toxicidad de este
mismo metal. Una c0ncentración alta de cobre en la dieta puede
asimismo aumentar el requerimiento de zinc y disminuir la toxi
cidad de este último metal.

Actualmente tiene mucha relevancia la hipótesis de que
una alta relación zinc/cobre en la dieta es un factor importan
te en la etiología de la enfermedad isquémica (coronaria) del
corazón, que es una de las principales causas de muerte en

'gran parte del mundocivilizado (Klevay, 1980). Esta hipótesis
se basó originalmente en la hipercolesterolemia producida en
ratas que ingerian una relación alta de zinc a cobre (Klevay,
1975) que se vió luego apoyada por muchos otros estudios.

Por otra parte, la administración de dosis elevadas de
cobre también puede originar efectos tóxicos. En el plasma exií
te una proteina, la cerulOplasmina, que capta el metal. Pero
si se excede su capacidad se pueden producir efectos tóxicos
especialmente en higado, riñón y sistema nervioso central, pro
bablemente debido a su acción sobre las membranas celulares
(Hochstein, Sree Kumar y Forman, 1980).

La incorporación de cobre hepático en la ceruloplasmina
se inhibe en ratas que reciben alimento conteniendo 100 mg Cd/
kg (Whanger y Neswig, 1970). Se sugirió que dicha respuesta
puede estar relacionada con la concentración aumentada de cobre
en la metalotioneina (Klaassen, 1978).

Sin embargo, en las intoxicaciones con altas dosis de
cadmio, no conviene inyectar cobre, ya que este último metal
podria desplazar al cadmio de la metalotioneina, liberando asi
el metal tóxico (Hochstein et al., 1980).

Aún no se ha estudiado los efectos secundarios de la ag
ministración de zinc durante la intoxicación crónica con cad­
mio, por ejemplo sobre la colesterolemia. El zinc puede actuar
tanto comoprotector de la intoxicación, cuanto comoantagonis
ta del cobre, y hay que conocer mejor.las interacciones entre
distintos elementos traza, para poder seleccionar las dosis cg
rrectas a usar con el objetivo de revertir o enmascarar los
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efectos de] cadmio.

.La ceruiopiasmina cumpïiria además una función en 1a ii­
beración de hierro de 1a ferritina y 1a inc0rporación a 1a
transferrina, con e] subsiguiente pasaje de hierro ferroso a]
hemo y 1a formación de hemogiobina (Hsieh y Frieden, 1975).

Si e] cobre no se incorporara a 1a ceru10p1asmina debido
a 1a intoxicación con cadmio, podria aiterarse 1a biosintesis
de] hemo a través de un mecanismo indirecto.

Concïusiones respecto de] uso de] ascórbico en 1a terapia de
1a intoxicación con cadmio

E1 ascórbico sóio en a1gunos casos produjo un aumento de
1a actividad enzimática en bazo.

Las dosis empieadas (aïgo mayores que 1a dosis terapéuti
ca) pueden haber sido insuficientes.

Según Pau1ing (1970, 1971) pueden administrarse a seres
humanos dosis muy a1tas de ácido ascórbico obteniéndose una se­
rie de efectos beneficiosos para 1a saiud.

Para otros autores, sin embargo, dosis excesivas de dicha
vitamina pueden ocasionar efectos perjudiciales. E1 ácido ascór­
bico dificuita 1a absorción de cobre de] tracto intestinai de
varias especies (Evans, 1973). E1 ácido ascórbico produce hiper­
co1ester01emia en ratas (Kievay, 1976). Extrapoiando a1 hombre
ias dosis estarian en e] rango de 1as empleadas con fines tera­
péuticos.

IV.3.8 Diuresis durante ias experiencias de administración ora]
de cadmio

En todas ias experiencias se administró 50 ppm de cadmio
en e] agua de bebida, con una soia excepción en 1a cua1 1uego
de 37 dias se pasó a una concentración de 60 ppm.

En 1a Figura 70 puede observarse 1a diuresis a 10 1argo
de1_tiempo, en tres de 1as experiencias. E1 voïumen de orina de­
pende de 1a época de] año, siendo mucho mayor en invierno que en
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verano, tanto para 10s controïes como para 105 animaies trata­
dos con cadmio.

Sin embargo, en promedio excretan siempre más orina 1as
ratas contaminadas que 105 controies. También puede apreciarse
que 1a diferencia se hace mayor a1 aumentar e] tiempo de into­
xicación.

Por separado se muestra,1a excreción de orina para e]
caso A, discutido en IV.3.1 (Figura 70).

De estos patrones surge que es más significativo expre­
sar 1os resultados de ios productos e1iminados por orina en
función de 1a excreción'diaria y no de] voïumen de orina.

IV.3.9 Excreción urinaria de cadmio durante ias experiencias ¿n
vivo

IV.3.9.1 Administración de cadmio por via ora]

A 10 Iargo de ias distintas experiencias de administra­
ción de 50 ppm de cadmio en e] agua de bebida, 1a excreción dia
ria de cadmio fue aumentando progresiva aunque irregularmente,
con respecto a Ios controïes (Figura 71).

Ensayos semicuantitativos de excreción de proteinas con­
firmaron que en Ios animaies estudiados no se habia 11egado a1
estadio nefrotóxico, en e1 cua] se produce marcada proteinuria
y aumento muy brusco de 1a concentración de cadmio en orina. se
gún Bernard, Lauwerys y Gengoux (1981) esta etapa se a1canza en
ratas Sprague Dawiey recién Iuego de ocho meses de administra­
ción de 200 ppm de cadmio en e] agua de bebida..

IV.3.9.2 Administración de cadmio por via i.p.

Utiïizando esta via de administración, tampoco se ha 11e­
gado a 1a etapa nefrotóxica Luego de 19 inyecciones de 0,6 mg/
kg se obtienen en orina vaïores diarios de excreción de cadmio
de 0,25 i 0,09 ug/dia, mientras que Raghavan y Gonick (1980),
han encontrado en orina concentraciones de cadmio de] orden de
3,36 Í 0,45 ug/dia, 1uego de 1a aparición de] sindrome de Fanco­
ni, discutido en I.11.7.10.3. Por otro lado, Bonner et a1. (198M
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observan un marcado aumento de 1a concentración urinaria de
cadmio recién iuego de 1a inyección s.c. de 1,5 mg Cd/kg de_pe
so diarios, durante 15 días.

IV.3.10 Excreción de productos intermedios de 1a biosíntesis
de] hemo

IV.3.10.1 Excreción de productos intermedios de 1a biosintesis
de] hemoen las experiencias de administración ora]
de cadmio

En todas ias experiencias se administró 50 ppm de cadmio
en e] agua de bebida, saivo en una de e11as en 1a cua] se pasó
1uego de 37 dias a 60 ppm.

Otros aSpectos de aigunas de estas experiencias fueron
estudiados en IV.3.1 y IV.3.2.

IV.3.10.1.1 Excreción de ALAy PBG

Los vaiores de excreción diaria de ALAy PBGno presenta
ron aparentemente modificaciones debido a 1a administración de
cadmio, como puede observarse en 1a Figura 72 que se ha seleccig
nado como ejempio de 10 acontecido a 10 largo de 1as diversas
experiencias. ‘

Los vaiores de excreción de ALAy PBGfueron reiativamen
te variables tanto en ias ratas controles, comoen ias tratadas
con cadmio.

Es interesante mencionar que ios vaiores medios de ALA
aqui obtenidos (32,09 i 5,65 ug/dia, promedio Í S.D.) coinciden
con Ios encontrados p0r Mahaffey, Goyer y Haseman (1973).

IVt3.10.1.2 Excreción de porfirinas en orina

En cuanto a 1a excreción de porfirinas en orina, 10s ani­
maies tratados con cadmio presentaron vaiores de excreción tota]
de porfirinas normaies aunque Iigeramente menores que ios de ios
controïes. La Figura 73 ejempiifica 10 sucedido a 10 1argo de
1as distintas experiencias.
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En cuanto a] patrón de excreción, no se observaron difg
rencias entre controies y animaies tratados con cadmio (Copro:
90%, Hepta: 4%, Uro: 5%, Suburos: 1%). En 1a Figura 74 puede
observarse e] patrón de separación de ias distintas porfirinas,
empieandoios eiuyentes detaiiados en III.2.4.2.3.

IV.3.10.1.3 Excreción dggporfirinas en heces

E1 rango de variación de ios vaiores normaies de porfi­
rinas esterificadas en heces expresadas en ug/g es amplio (76­
178), con un promedio de 127 ug/g. Por e110, pequeñas variacig
nes en 105 vaiores de excreción pueden pasar desapercibidos.
Sin embargo, ias ratas contaminadas excretan en genera] entre
un 10 y un 27% de porfirinas en exceso con respecto a ios con­
troies.

La cromatografía en capa delgada de siiica ge] G cuanti
tativa mostró para 10s normales Proto: 64%, Isocopro: 5-8%,
Copro: 20,7%, Penta: 3,5%, Hexa: 2%, Uro: 2% y Suburos: 2%. En
1a Figura 74 se iiustra e] patrón de eiución.

En lo que respecta a ios animaies intoxicados, mientras
que 1a proporción de ios componentes menores prácticamente no
varió, se observó un aumento constante de coproporfirina y una
correspondiente disminución de protoporfirina a 10 iargo de
ias experiencias, 10 cua] resuitó evidente a partir de ios 10
dias de iniciada cada experiencia (Figura 75).

IV.3.10.2 Excreción de precursores y porfirinas en orina y en
heces, iuego de 1a administración de cadmio por via
i.p.

Las dosis empleadas fueron 0,6 mg Cd/kg de peso, tres
veces por semana.

A] igual que durante ias experiencias de intoxicación
por via ora] no se observaron variaciones en cuanto a ios patrg
nes de excreción de precursores ni de porfirinas en orina.

Se observó también 1a disminución de 1a reiación Proto/
Copro en heces, pero este fenómeno ocurrió más tardiamente y
fue de menor magnitud que 1a variación observada durante ias ex
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periencias de intoxicación ora] a largo plazo.

IV.3.10.3 Efecto de] agregado de cadmio a 1a soïución de esteri­
ficación de 1as porfirinas en heces

Se agregaron concentraciones de cadmio equivaientes a
100 ug de meta] por g de heces a 1a soiución de esterificación
de heces normaïes, y se encontró que e] cadmio no producía nin­
guna a1teración en este proceso.

IV.3.10.4 Discusión y conciusiones

En condiciones normaïes, se excretan pequeñas cantidades
de intermediarios de 1a biosintesis de] hemoen orina y en he­
ces.

La via de eXCreción de 1as diversas porfirinas depende
de e] número de carboxilos 1ibres en 1as cadenas 1atera1es sus­
tituyentes de ios aniiios pirróiicos, 10 cua] condiciona su dis
tinta hidrosoïubiïidad y también de] estado redox de] organismo,
de] funcionamiento de] higado y de] riñón, y de 1a integridad
de ios mecanismos de transporte.

Durante 1as experiencias realizadas se observó una peque
ña disminución de 1a coproporfirina en orina, y un aumento de
1a proporción de esta misma porfirina en heces a expensas de 1a
protoporfirina.

La coproporfirina, se excreta p0r via biïiar, mientras
que e] coproporfirinógeno, puede eïiminarse tanto por orina co­
mo por heces (Enriquez de Saïamanca, Arnaïich Fernández, Romero
Garcia - A1ix y Jiménez Sánchez, 1979)1

Sano y Rimington (1963) han demostrado que ¿n vLuo se
puede producir oxidación de] porfirinógeno a 1a porfirina y 1a
magnitud de dicha oxidación se puede encontrar inf1uenciada por
factores fisioiógicos taïes comoe] estado de] anima] con res ­
pecto a1 ácido ascórbico o gïutatión. De manera que 1a faïta de
reductor en e] organismo producida por 1a intoxicación con cad­
mio podria 11evar a 1a oxidación de] coproporfirinógeno a c0prg
porfirina, que se excretafia asi en mayor'proporción por heces,
disminuyendo entonces su excreción por orina.
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E1 higado humano norma] contiene ambos isómeros de 1a
c0proporfirina con predominio de] IIJ_(Aziz y Watson, 1969)
siendo 1a relación Copro I/Copro III aproximadamente 0,6 mien­
tras que en 1a biiis dicha reiación es 2,5 (Kapiowitz, Javitt
y Kappas, 1972). En orina norma] e] isómero III de 1a copropog
firina representa airededor de] 75%de] tota] (Koskeio, Toivo­
nen y Adiercreutz, 1967; Ben-Ezzer, Rimington, Shani, Se1igson,
Sheba y Szeinberg, 1971; Doss y Schermuiy, 1975), es decir que
parece evidente que 1a coproporfirina I se excreta principaimen
te por biiis, mientras que 1a coproporfirina III io hace por
riñón..Durante e] curso de diversas enfermedades se aitera 1a

reiación Copro I/Copro III y también 1a cantidad tota] de por­
firinas excretadas. l

La cromatografia iiquida de aita presión (HPLC)permite
separar ios isómeros I y III. De esta manera se podrian detec­
tar a1teraciones de ios mecanismos de excreción o bien de pro­
ducción de ios distintos isómeros que quizás expiicarian ias
anomaiias observadas en cuanto a 1a excreción de coproporfirina.

Hay que tener en cuenta además, que durante 1as intoxica
ciones crónicas con cadmio se producen aiteraciones renaies y
podria suceder que estas modificaran 1a permeabiiidad de ias
membranas y por ende e] pasaje de ias porfirinas a través de
1as mismas.

Por otro 1ado ei pH urinario puede infiuir sobre 1a can­
tidad de porfirinas eiiminadas por orina (Bourke, Cooeman,
Milne y Stokes, 1966). La coproporfirina, ácido orgánico débi],
se encuentra no ionizada a pH ácido, en estas condiciones resul
ta 1iposolub1e y puede atravesar ias membranasiipidicas ceiuia
res. Por encima de pH 7,2, 1a porfirina se ioniza en más de]
50%, siendo más hidrosoiubie que iiposoiubie, por 10 cua] no se
reabsorbe bien a través de 1a pared de] tübuio rena] dista],
siendo excretada por 1a orina. En Ios animales contaminados con
cadmio se observó a veces una orina más ácida que en ios contro
ies, 10 cua] podria expiicar ios resuitados obtenidos.
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RESUMEN

Con e] objeto de encontrar aïgün parámetro bioquímico
üti] para 1a detección precoz de una intoxicación con cadmio,
se ha rea1izado un estudio detaiiado ¿n uLvo e ¿n vitae de ios
efectos de] cadmio sobre e] camino biosintético de] hemo.

A 10 1argo de todo e] trabajo se trató de estabiecer
una correïación entre e] aumento o disminución de aiguna acti­
vidad enzimática, en particuiar de ALA-D¿n uáuo, y ias concen
traciones de cadmio, zinc o cobre circuïantes; sin embargo,
105 resultados obtenidos no han permitido formuïar una vincuia
ción simpie y directa.

Si bien ¿n thno e] cadmio es un inhibidor de] ALA-D,
¿n v¿vo estos efectos no se ponen c1aramente de manifiesto de­
bido a que e] meta] es captado por las metaïotioneinas, protei
nas de bajo peso moiecuiar, cuya sintesis es inducida por e]
cadmio, y que iuego capturan a1 meta] tóxico.

En higado y riñón, órganos con 1as más a1tas concentra­
ciones de metaïotioneinas, 1a-actividad de] ALA-Dse modifica
muy pOCOa 10 largo de ias experiencias de intoxicación con
cadmio, a pesar de que en muchas de e11as, se alcanzan en di­
chos órganos concentraciones de] meta] que ¿n thno son neta­
mente inhibitórias.

En bazo y gióbuIOS rojos, en aïgunos casos se producen
descensos significativos de 1a actividad, pero no se observa
una correiación entre dosis administrada y grado de inhibición;
otras veces, e] cadmio tampoco inhibe 1as enzimas de estos te­
jidos.

Se han tratado de encontrar 1as causas de] comportamien
to irreguiar de] meta].

La metaïotioneina inducida por e] cadmio también une
'zinc. Se trata asi de una cadmio, zinc-metaïotioneina.

E1 zinc es un e1emento esencia] que entra en 1a composl
ción de 1as membranas ceïuiares y también es necesario para es
tabiïizar o aumentar 1a actividad de enzimas, entre e11as e]
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ALA-D.

De modo que pueden entrar'en juego efectos compiejos.

Por un 1ado, e] zinc de ciertas enzimas podria ser cap­
turado por 1a metaiotioneina; por e] otro, 1a faita de zinc
disponible podria conducir a aiteraciones de 1as membranas ce­
1u1ares que tendrian como consecuencia pérdidas de enzimas de
ios órganos.

Se desconoce hasta e] momento 1a infiuencia de] zinc mg
vi1izado por e] organismo para unirse a 1a cadmio metaiotionei
na o de] zinc proveniente de 1a degradación de dicha proteina
en ios procesos bioquímicos en 105 cuaïes interviene e] meta].

Aigunas experiencias de administración conjunta cadmio­
zinc apoyarian un efecto activador de] meta] sobre e] ALA-D,
ya que a1 administrar conjuntamente cadmio en dosis más aïtas
que las habituaies de 0,6 mg/kg peso, y zinc en dosis suficieg
temente elevadas comopara inducir 1a formación de metaiotio­
neinas, se registraron aumentossignificativos de 1a actividad
de] ALA-Dno sólo de bazo y gióbuios rojos, sino también de hi
gado y riñón.

La representación de 1as concentraciones de cadmio y
zinc en higado, y 1a actividad de ALA-Den 10s distintos órga­
nos en función de ios tratamientos efectuados, sugiere 1a exis
tencia de una probabie correïación entre e] zinc que ha circu­
1ado por e] organismo, ya sea por administración directa de]
mismo, o por moviiización hacia o de las metaiotioneinas, y e]
aumento de actividad de ALA-D, que se produce en 10s diversos
órganos estudiadosr l

En 1as intoxicaciones crónicas con cadmio se ha produci
do también una acumuiación de cobre, y se sabe que este meta]
es un inhibidor dei ALA-Deritrocitica humana. Esta acumuïa­
ción de cobre podria originar también modificaciones enzimáti­
CBS .

E1 cobre tiene asimismo una a1ta afinidad por 1a metaig
tioneiha. Segün a1gunos autores, e] cobre reempiazaria a1 cad­
mio en 1a metaiotioneina y se liberaria cadmio tóxico a1 riñón.
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De modo que 1a acumulación de metaies esenciaïes en 1as
metaiotioneinas, su-movilización hacia o de e11as y su conse ­
cuente faïta o exceso podrian causar modificaciones de ias ac­
tividades enzimáticas a 10 1argo de 1as intoxicaciones cróni­
cas.

Para1e1amente a] ALA-Dse han estudiado 1a PBGasa y 1a
Deaminasa, y estas enzimas tampoco presentaron una correlación
directa con e] grado de acumuiación de cadmio, aunque en este
caso en bazo y en gïóbuïos rojos no se produjeron disminucio­
nes como ias observadas aïgunas veces para e] ALA-D.

La administración conjunta cadmio-ascórbico, no ha de­
mostrado ningún efecto especiaimente beneficioso de dicha vita
mina, por 10 menos dentro de] rango de concentraciones estudia
do.

También se ha realizado un estudio deta11ado y exhausti
vo de 1a excreción de productos intermedios de 1a biosintesis
de] hemo: ALA, PBGy porfirinas en orinas, y porfirinas en he­
ces. Se ha observado que a 10 1argo de 1as intoxicaciones se
produce una disminución de 1a concentración de porfirinas en
orina y un aumento de 1a relación copro/proto en heces, que se
comienza a detectar tempranamente; sin embargo 1a excreción to
ta] continúa osciiando dentro de 10s vaïores normaïes.

Se ha tratado de encontrar una exp1icación para este
comportamiento, pero de todas maneras se considera que 1a va­
riación es demasiado pequeña, como para ser usada como paráme­
tro para medir absorción de] meta] en intoxicaciones no experi
mentaïes, ya que ios va10res normaïes de excreción de porfiri­
nas osci1an dentro de un rango ampïio;

De estos estudios, asi comotambién de diversos antece­
dentes bib1iográficos surge que e1 cadmio es un meta] con un
mecanismo de acción comp1icado que produce a1teraciones varia­
bïes en ios diversos sistemas de] organismo, y que intenta de­
safiar a ios encargados de] contro] de 1a sa1ud de ios indivi­
duos expuestos a1 mismo.

Sin embargo, aün dentro de] mismo camino biosintético
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de] hemo queda mucho por investigar, y aïgün efecto directo o
indirecto de] cadmio sobre otros pasos de dicha via podrían
11evar'a1 objetivo deseado.

Por e] momento, e] contro] de ias concentraciones de cad
mio ambientales, 1a consideración de aïgunos sintomas no especi
ficos y 1a medición de 1as concentraciones no 5610 de cadmio,
sino también de otros eïementos metálicos en e] organismo, pue­
den ser indicios de una exposición excesiva.
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