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RESUMEN 
 

Se determinó el efecto de la bioacumulación de Cd sobre los niveles de Zn, 
metalotioneínas (MTs) y la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) 
en el cerebro de ratas expuestas a distintas concentraciones de CdCl2 en el 
agua de beber, durante 30 y 60 días. Las concentraciones de Cd se midieron 
por la técnica de espectroscopia de absorción atómica (horno de grafito), para 
ello se optimizaron y compararon dos técnicas de pretratamiento de las 
muestras: digestión ácida y suspensión asistida por ultrasonido; la 
cuantificación de Zn se realizó a través del equipo de espectroscopia de plasma 
acoplado inductivamente (ICP); los niveles de MTs se obtuvieron midiendo las 
concentraciones de grupos-SH por el método de Ellman y la actividad de la LDH 
se determinó espectrofotométricamente a 340 nm. La técnica de pretratamiento 
por suspensión resultó ser el método más confiable. En relación con los niveles 
de Cd, Zn y MT se evidenciaron aumentos en la dosis de 10 ppm, durante la 
exposición de 30 días. A los 60 días, los niveles de MT, también, aumentaron 
en la dosis de 10 ppm; sin embargo, a una dosis de 25 ppm se observaron altos 
niveles de Cd y Zn, disminución de MTs y aumentos en la actividad de la LDH. 
Estos resultados indicaron que en la dosis de 10 ppm, se indujo un mecanismo 
de respuesta celular, a través del aumento de MTs, la cual puede atrapar y 
disminuir la toxicidad del metal; en contraste la dosis de 25 ppm en un período 
de 60 días resultó ser tóxica, reflejado por el descenso en los niveles de MTs y 
el aumento en la actividad de la LDH, la cual refleja los requerimientos 
energéticos no suplidos por actividad mitocondrial en situaciones de estrés 
generados por la toxicidad del Cd. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



INTRODUCCIÓN 
 

La contaminación ambiental por metales pesados tales como Hg, Pb y Cd, es 

un problema de salud pública, que no ha sido controlado, sobre todo en los 

países en vía de desarrollo. Esto debido principalmente a la utilización de estos 

elementos químicos en los procesos industriales, con un tratamiento deficiente 

de los desechos tóxicos producidos y sin un cumplimiento riguroso de las 

legislaciones ambientales (Cheung et al., 2008). Entre los metales pesados mas 

peligrosos se puede nombrar el Cd, su uso se ha extendido rápidamente y su 

eliminación se ha convertido en un problema para los seres vivos, ya que, él 

puede incorporarse en la cadena alimenticia y ser concentrados por los 

organismos, generando fenómenos de bioacumulación y biomagnificación. En 

dosis muy pequeñas es biopersistente y, una vez absorbido por un organismo 

reside durante muchos años, generando una gran variedad de enfermedades 

degenerativas y cáncer, razón por la cual se ha convertido en un metal 

peligroso para la salud del hombre y de los animales (Marcano et al., 2006; 

Zapata y Nusetti, 2007).  

 

La acumulación de Cd ocurre con mayor frecuencia en suelos y aguas 

contaminadas, la cual se incrementa en zonas de desarrollo urbanístico, 

industrial, incluyendo petróleo y minería, y agropecuario. La vía principal de 

penetración del Cd para la población es por inhalación del humo del tabaco y 

por vía oral, representando esta última aproximadamente un 70% del metal 

incorporado por el organismo (Groten y Van Blanderen, 1994; Zenzes, 1995). 

La presencia del metal en los tejidos genera una gran variedad de patologías en 

el hígado, riñón, pulmones, testículos, páncreas, huesos, sistema endocrino y 

sistema nervioso central, en una diversidad de especies de vertebrados (Metha, 

2001).  

 

 



El cerebro acumula cantidades significativas de Cd, debido a la capacidad del 

metal de penetrar con gran facilidad la barrera hematoencefálica. Los altos 

niveles del metal en el cerebro de ratas inducen algunas patologías 

neurológicas, las cuales incluyen: aumento en la permeabilidad de la barrera 

hematoencefálica, perturbación de la transmisión sináptica, hemorragia y 

edema cerebral, así como, malformación funcional y estructural de la retina, el 

cerebelo y el cerebro (Paterson et al., 1999; Metha, 2001). Además, se ha 

observado un efecto dosis-respuesta sobre la conducta en ratas de 3 a 12 días 

de nacidas, como hiperactividad, aumento de la agresividad y una menor 

capacidad para la formación y el aprendizaje durante la vida neonatal de las 

mismas. En humanos, el Cd se ha asociado a enfermedades degenerativas 

como la enfermedad de Alzheimer, Parkinson, la esclerosis lateral amiotrófica y 

el síndrome de Down, entre otras (Popieluch et al., 1995; Okuda et al., 1997; 

Antonio et al., 2003). 

 

La toxicidad del Cd en el cerebro y en otros tejidos se debe principalmente al 

desarrollo de estrés oxidativo, debido a un aumento en la producción de 

radicales libres (RL). Los RL son especies químicas que tienen un electrón 

único, impar, en un nivel externo, y pueden generarse dentro de las células por 

absorción de radiación o en las reacciones de óxido reducción (redox) que 

ocurren durante procesos fisiológicos normales, o pueden derivarse del 

metabolismo enzimático de sustancias químicas exógenas. Al elevarse las 

concentraciones fisiológicas de los RL se pueden generar importantes 

alteraciones funcionales. El desbalance entre la producción de estos RL y las 

defensas antioxidantes provoca un daño orgánico conocido como estrés 

oxidativo, que lleva a una variedad de cambios fisiológicos y bioquímicos, los 

cuales ocasionan, desde oxidación de macromoléculas, hasta el deterioro y 

muerte celular (Kumar et al., 1996; Bagchi et al., 1997; Liu et al., 2002; Bertin y 

Averbeck, 2006). 
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El Cd posee la capacidad de incrementar la generación del anión superóxido 

(O2·
−), mediante la inhibición parcial de la cadena transportadora de electrones, 

ya que se puede ligar al sitio de unión de la semiubiquinona, afectando su 

capacidad de transferir electrones, provocando una acumulación de los mismos, 

los cuales finalmente transfiere al oxígeno molecular para formar el radical O2·
− 

(Wang et al., 2004). Eventualmente el O2·
− puede transformarse de forma 

espontánea o a través de la superóxido dismutasa (SOD) en O2 y peróxido de 

hidrógeno (H2O2), y este último puede, ocasionalmente, catalizar con hierro 

(Fe2+) mediante reacciones de Fenton, para producir el radical hidroxilo (OH·), 

el cual es altamente reactivo, y puede unirse a distintas biomoléculas (Brzóska 

y Moniuszko, 2001). Esta generación de RL es aun más favorecido por la 

inhibición de enzimas antioxidantes (catalasa, glutationa peroxidasa, glutationa 

reductasa y superóxido dismutasa), y disminución en los niveles de moléculas 

antioxidantes no enzimáticas tales como el glutatión inducido por el Cd. La 

acumulación de las ERO en las células, finalmente, generan daños oxidativos 

en los lípidos, proteínas, ácidos nucleicos y muerte celular programada o 

apoptosis (Kondoh et al., 2001). 

 

El Cd también puede actuar desplazando a otros iones metálicos, 

principalmente zinc (Zn2+), cobre (Cu2+) y calcio (Ca2+), en metaloenzimas y en 

estructuras biológicas que contienen grupos-SH, como las proteínas y las 

enzimas, alterando la estructura y función de las macromoléculas (Brzóska y 

Moniuszko, 2001). La habilidad del Cd de desplazar a otros metales, en 

especial al Zn, se debe a que poseen características químicas muy parecidas, 

tienen una configuración electrónica similar en sus orbitales externos, y ambos 

elementos poseen carga 2+ en su forma estable. Estos metales por tener 

configuraciones electrónicas muy similares pueden competir por su captación 

en el interior celular uniéndose a las macromoléculas, observándose entonces, 

como el Cd puede tomar el lugar al Zn en varios procesos biológicos 

importantes, es decir, uno puede influenciar la captación y fijación del otro, 
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dependiendo de sus concentraciones (Waalkes et al., 1992). En hígado, riñón, 

huesos y testículos de ratas tratadas con Cd se han evidenciado cambios en los 

niveles de Zn; esto se ha asociado con daños oxidativos y a la interrupción de 

los procesos mediados o metabólicos dependientes de Zn (Brzóska y 

Moniuszko, 2001; López et al., 2006). 

 

El Zn es un elemento importante en los sistemas biológicos, siendo el segundo 

elemento de transición más abundante en el cerebro y en la retina de 

mamíferos (Takeda, 2000); es un componente indispensable para la función 

normal de más de 300 enzimas catalíticas, estructurales y de regulación, siendo 

el cofactor de muchos de estos sistemas enzimáticos. Participa en la expresión 

génica y en la unión de algunas hormonas a sus receptores, neuromodulador 

de la transmisión sináptica en el sistema nervioso central (SNC) y actúa como 

agente antioxidante (Ugarte y Osborn, 2001; Chen y Liao, 2003; Nusetti et al., 

2005). Muchos estudios han dirigido la importancia del Zn como un 

antioxidante, a través de diferentes mecanismos: (a) como cofactor para la 

superóxido dismutasa (SOD), parte del sistema antioxidante primario de los 

vertebrados (Marklund et al., 1982); (b) regulación de la expresión génica de la 

catalasa a través del estímulo del factor de transcripción SP-1 y otros elementos 

de respuesta transcripcional (Tate et al., 1997); (c) desplazamiento de metales 

activos redox de los sitios de unión en las membranas, reduciendo la iniciación 

de la oxidación de biomoléculas (Maret y Valle, 1998). Además, induce la 

síntesis de metalotioneína (MT), una proteína rica en cisteína (Cys), que ha sido 

mostrada como un “limpiador” de radicales hidroxilo (Sato y Bremner, 1993). 

 

Las metalotioneínas (MTs) (Figura 1) tienen un papel importante en los 

procesos de control de la toxicidad de metales pesados, regulación del 

metabolismo, transporte y almacenamiento de metales esenciales como Zn y 

Cu, y protección frente al estrés oxidativo (Zapata y Nusetti, 2007). Existe una 

gran variedad de evidencias que demuestran aumentos en las concentraciones 
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de MTs en diferentes tejidos de invertebrados y vertebrados superiores e 

inferiores, luego de una exposición a Cd (Viarengo et al., 1999). Sin embargo, 

en cerebro no ha sido sistemáticamente estudiado. 

 

Zn

NH3
+ COO-

 

Figura 1. Estructura de la metalotioneína. 
 

Todos los mamíferos expresan por lo menos cuatro tipos de MT, estas 

isoformas son conocidas como: MT-I, MT-II, MT-III y MT-IV. Estas proteínas 

están compuestas de una única cadena polipeptídica de 61 a 68 aminoácidos, 

20 de los cuales son residuos de Cys, y, notablemente, carecen de aminoácidos 

aromáticos o de histidina (His). Las MTs pueden unir 7 metales divalentes 

(Zn(II), Cd(II)) y hasta 12 monovalentes (Cu(I)) mediante enlaces con los grupos 

tioles de las Cys (Vasák y Kägi, 1994). El metal más frecuentemente 

encontrado es el Cd, en ausencia de disulfuro (Nartey y Cherian, 1987). En 

distintas investigaciones se ha encontrado que las MT-I y II se expresan en casi 

todos los tejidos de los mamíferos (Vela et al., 1997; Acarin et al., 1999; 

Carrasco et al., 1999). En el cerebro se encuentran las MT-I, II y III, la que más 

abunda es la MT-III, la cual es considerada la isoforma específica del cerebro 

(Van Lookeren Campagne et al., 1999).  

 

Las MT-I y II se inducen cuando hay altos niveles de Cd y de Zn y un estado de 

estrés oxidativo en el cerebro. Sin embargo, existen evidencias recientes de 

que la MT-III, también se induce temporalmente en presencia de metales y 
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estrés oxidativo con el fin de regular la homeostasis del Zn. La MT-III se localiza 

principalmente en las neuronas Zn sinérgicas, y esta isoforma, al igual que los 

otros miembros de su familia, se encarga de proteger a las células cuando hay 

algún tipo de lesión neuronal (Méndez et al., 2003). La mayoría de sus 

propiedades dependen de su estructura inusual, y en particular de la presencia 

de 20 residuos de Cys, que son los que les confieren una alta afinidad por los 

metales. La acumulación de Cd en el cerebro de ratas, induce cambios en los 

niveles de las MTs; no obstante sus funciones específicas, no han sido 

claramente establecidas. Bajos niveles de esta proteína se han relacionado con 

lesión cerebral y a su vez con la neuropatología de la enfermedad de Alzeimer 

(Choudhuri et al., 1996; Colangelo et al., 2002).  

 

Alteraciones en el metabolismo celular también han sido investigadas como 

base para la evaluación de la toxicidad del Cd (Vega y Alvarez, 2001). Este 

metal afecta la actividad de ciertas enzimas que participan en el metabolismo 

de los carbohidratos, por su unión a grupos SH y desplazamiento del cofactor 

Zn, afectando la estructura y función de las mismas (Ghafghazi y Mennear, 

1973; Chung y Maines, 1987). Una de estas enzimas es la lactato 

deshidrogenasa (LDH; EC 1.1.1.27) (figura 2), la cual es una enzima 

tetramérica clave en la vía glucolítica (Nelson y Cox, 2000). Ella cataliza la 

reducción del piruvato, procedente de la glucólisis, para luego experimentar 

oxidación mitocondrial en tejidos tales como el cerebro, retina, riñón, musculo y 

otros (Acosta y Kalloniatis, 2005; Nelson y Cox, 2000). En el cerebro se 

localizan 5 isoformas de la enzima, LDH1, LDH2, LDH3, LDH4 y LDH5; 

predominando la LDH-1 y la LDH-5. La LDH-5 cataliza la conversión de piruvato 

a lactato, mientras que la LDH-1 cataliza la conversión de lactato a piruvato. 

Este tejido tiene la capacidad de regular la actividad de las dos variantes 

isozimicas dependientes de la tensión de oxígeno presente en el tejido (Acosta 

y Kalloniatis, 2005). La LDH-1 favorece la oxidación del lactato durante los 

períodos de hipoglucemia o hipoxia y, en consecuencia, es responsable de los 
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resultados inmediatos de la protección metabólica de las neuronas durante los 

problemas metabólicos transitorios. Esta enzima aumenta en traumatismos 

cerebrales, afecciones degenerativas, convulsiones, meningoencefalitis y 

tumores (Schurr et al., 1997; Nelson y Cox, 2000; Karthikeyan y Bavani, 2009). 

Dado que el Cd puede alterar la estructura y función de esta enzima, es factible 

que la incorporación del metal en el cerebro afecte los mecanismos de control 

de la actividad de la LDH, lo cual tendría impactos negativos en el metabolismo 

energético del cerebro. 

 

 

 
Figura 2. Estructura de la enzima lactato deshidrogenasa en 3D. 

 

El Cd tiene la habilidad de bioacumulación en muchos tejidos, que a 

concentraciones en el orden de ppb y ppt puede efectivamente alterar las 

funciones bioquímicas de una gran variedad de enzimas y proteínas 

dependientes de metales trazas como el Zn. Por tal motivo se hace necesaria la 

cuantificación de ambos metales a través de  técnicas analíticas altamente 

sensibles, con el fin de determinar los efectos de su interacción en tales 

sistemas enzimáticos.  

 

Generalmente las técnicas de espectroscopia atómica de llama o plasma, se 

utilizan para determinar la cantidad de elementos metálicos en distintos tipos de 
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muestras, basados respectivamente por la absorción o emisión de la radiación 

visible o ultravioleta de sus átomos en estado gaseoso. La mayoría de los 

compuestos, a temperaturas suficientemente altas, se descomponen en átomos 

en fase de vapor. Las muestras se vaporizan entre 2000–6000 K, y la 

concentración de átomos, se determina midiendo la absorción o la emisión a 

longitudes de onda características (Harris, 2004). 

 

Cuando las cantidades de muestra son extremadamente pequeñas la absorción 

atómica por llama no puede ser empleada, en estos casos es necesario utilizar 

un horno de grafito como atomizador (figura 3). Esta técnica es la 

espectrofotometría de absorción atómica electrotérmica (ETAAS) en la cual se 

emplea un atomizador calentado eléctricamente (horno de grafito) en lugar del 

quemador de llama (Harris, 2004). 

 

Tubo de grafito

Plataforma

Haz 
de luz

Tubo de grafito

Al espectrofotómetro

Ventana

Arandela Arandela

Ventana

Flujo de gas interno

Flujo de gas externo

Horno de 
grafito

(a)

(b)

 

Figura 3. (a) Sección transversal de un horno de grafito y (b) La plataforma L´vov y su 
posición en el tubo de grafito. 

 
Los atomizadores electrotérmicos aparecieron por primera vez en el mercado a 

principio de la década de 1970, por lo general son más sensibles que los 
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atomizadores de llama y requieren de menos muestra. En este caso la muestra 

completa se atomiza en un corto período y el tiempo de residencia promedio de 

los átomos en la trayectoria óptica es de un segundo o más (Skoog et al., 

2008).  

 

En esta técnica el calentamiento de la muestra se realiza en cuatro etapas, a 

temperaturas crecientes: secado, calcinación, atomización y limpieza. Estas 

consisten en evaporar la muestra, primero a una temperatura baja y luego 

convertirla en cenizas a una temperatura un poco más alta, e inmediatamente la 

corriente se incrementa con rapidez a varios cientos de amperes, que hacen 

que la temperatura se eleve de 2000 a 3000°C para que se produzca la 

atomización del elemento. Para eliminar el material volátil se usa Ar o N2 como 

gases de purga durante cada uno de los pasos, excepto el de atomización 

(Harris, 2004; Skoog et al., 2008).  

 

En el horno se inyectan de 0,5 a 100 µl de muestra a través de un orificio del 

horno. En el caso de metales trazas volátiles, es necesario colocar en su interior 

un dispositivo de grafito, denominada plataforma de L’vov, con el fin de agregar 

la muestra en la misma, en lugar de la superficie interna del horno. La 

plataforma sólo toca los lados del horno por el borde inferior de éste, de forma 

que el calor de sus paredes no calienta la muestra directamente, sino que se 

calienta principalmente por medio de calor radiado, que tiende a producir un 

calentamiento más uniforme (Harris, 2004; Rubinson y Rubinson, 2004; Skoog 

et al., 2008).  

 

En la actualidad se han implementado atomizadores metálicos (MFAAS) de 

tungsteno, molibdeno y platino, en lugar de grafito. Estos ofrecen grandes 

ventajas en comparación con los atomizadores de grafito, entre las cuales se 

tienen: la tasa de incremento de temperatura es mayor, la distribución de 

temperatura en el horno es homogénea, la solución de la muestra no permea en 
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las paredes del tubo, la vida útil del horno es mayor y presenta mayor 

reproducibilidad en las medidas (Kaneco et al., 2007; Inui et al., 2010). 

 

La espectroscopia atómica de emisión es fundamentalmente lo mismo que la de 

absorción, la diferencia es que no necesita una fuente de luz. Los átomos en 

estados electrónicos excitados emiten su radiación característica al regresar a 

su estado basal (fundamental), donde la intensidad de la emisión de un 

elemento a una longitud de onda característica, es proporcional a la 

concentración del elemento en la muestra (Skoog et al., 2008).   

 

A pesar de que la técnica de ETAAS tiene un límite de detección bastante bajo, 

en ella están presentes muchas interferencias, las cuales se eliminan utilizando 

un plasma de argón de acoplamiento inductivo (ICP) como mecanismo de 

atomización de la muestra. En el plasma, la temperatura es dos veces mayor 

que en la llama y el tiempo de residencia del analito es aproximadamente el 

doble, por lo tanto, la atomización es más completa y la sensibilidad mejora. La 

atomización tiene lugar en un medio inerte desde el punto de vista químico, lo 

que aumenta también el tiempo de vida del analito al evitar la formación de 

óxidos (Rouessac y Rouessac, 2003; Harris, 2004; Skoog et al., 2008).  

 

Las fuentes de plasma son relativamente nuevas y se desarrollaron 

ampliamente a partir de 1970. Espectroscópicamente un plasma es un gas 

parcialmente ionizado, eléctricamente neutro en su conjunto y confinado en un 

campo electromagnético. La Figura 4 constituye un esquema de una fuente de 

plasma acoplado inductivamente denominada antorcha. Consiste en tres tubos 

concéntricos de cuarzo, a través de los cuales fluye una corriente de argón, los 

cuales están rodeados en la parte superior por una bobina de inducción, 

alimentada por un generador de radiofrecuencias (Rouessac y Rouessac, 2003; 

Rubinson y Rubinson, 2004).   
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La determinación de elementos trazas en matrices complejas, exigen un amplio 

y arduo procedimiento de preparación de muestra y/o regímenes de extracción 

antes del análisis, con el fin de facilitar la inyección de la misma en los equipos 

y permitir la cuantificación del analito (Rivero-Huguet et al., 2006; Araujo et al., 

2008). Las técnicas tradicionales de pretratamiento para el análisis de metales 

en muestras sólidas, requieren de cantidades considerables de muestra y 

reactivos (ácidos concentrados), las cuales pueden ser realizadas en un 

microondas o una plancha, generando esta última una gran cantidad de 

desventajas. Estas técnicas incrementan los costos y el tiempo invertido,  

generando además, residuos peligrosos y la posibilidad de contaminar la 

muestra con dichos reactivos (Hoenig et al., 1996; Rivero-Huguet et al., 2006; 

Bozhanov et al., 2007). 

 

 

 
Figura 4. Fuente de plasma acoplado inductivamente. 

 

Por esta razón, en la actualidad se están implementando nuevas técnicas de 

pretratamiento de muestras, como la suspensión asistida por ultrasonido, que 

permite disminuir todos los riesgos y desventajas de las técnicas tradicionales. 

El empleo de esta metodología se apoya en el hecho de que la técnica de 

espectrofotometría de absorción atómica electrotérmica,  no sólo permite la 

inyección de muestras en forma de solución, sino también, el análisis directo de 

muestras sólidas y la inyección de muestras suspendidas (sólido-líquido)  

(Araujo et al., 2008). El ultrasonido en este caso, es un requisito indispensable 

durante la preparación de las suspensiones, ya que permite obtener una mezcla 
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homogénea, que se mantiene estable durante el análisis. Convirtiéndose así, en 

un poderoso método para la determinación de elementos trazas en materiales 

sólidos (Almela et al., 2006). 

 

En vista del impacto que tiene el Cd en la alteración de una gran variedad de 

reacciones bioquímicas en el SNC, sobre todo las que dependen del 

bioelemento Zn, el presente trabajo de investigación esta orientado hacia la 

determinación de la bioacumulación de Cd en el cerebro de ratas Spragre-

Dawley, expuestas a diferentes concentraciones de este metal durante 30 y 60 

días, y de esta manera evaluar sus efectos sobre los niveles de Zn, los niveles 

de MT (proteína importante en el control de toxicidad de metales pesados) y 

modulación de la actividad de la enzima LDH (indicador de cambios en el 

metabolismo glucolítico del tejido).  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



METODOLOGÍA 
 

Animales de experimentación 

Se utilizaron ratas Spragre-Dawley machos, de aproximadamente 180 a 200 g, 

provenientes del bioterio del Instituto Venezolano de Investigación Científica 

(IVIC), las cuales fueron trasladadas al Bioterio del Departamento de Biología, 

Universidad de Oriente. Las ratas tuvieron acceso a ratarina comercial y agua 

ad libitum.  

 

Exposición a Cd 

Cuatro grupos de animales, cada uno conformado por ocho ratas, fueron 

tratados con concentraciones nominales de cloruro de cadmio (CdCl2), de 10, 

25 y 100 ppm, respectivamente, en el agua de beber durante 30 y 60 días. A los 

grupos controles no se le suministró CdCl2. El protocolo experimental estuvo 

basado en las recomendaciones neurotoxicológicas del Cd indicadas para ratas 

por Zeevalk (1997). 

 

Obtención de las muestras 

Al finalizar los períodos de exposición, las ratas fueron anestesiadas con éter 

dietílico y luego sacrificadas, para así realizar la extracción y disección de los 

cerebros; estos se dividieron en dos partes (región izquierda y derecha) y 

seguidamente fueron pesados y colocados en tubos eppendorf (1,5 ml) a 4°C. 

Finalmente las muestras fueron preservadas a -70°C hasta el momento de su 

análisis. La región izquierda se utilizó para llevar a cabo la cuantificación de los 

metales (Cd y Zn) y la región derecha para los análisis bioquímicos (MT y LDH). 

 

Equipo de Absorción Atómica 

Se utilizó un espectrofotómetro marca Varian modelo Techtron AA-875, con 

corrector de fondo de deuterio. Equipado con un horno de grafito GTA-95 

 



provisto de un automuestreador GTA-95 para la introducción de las muestras. 

Se emplearon tubos de grafito y plataformas, ambos nuevos y recubiertos de 

grafito pirolítico. Se usó argón como gas de purga. El tiempo y los perfiles de 

absorbancia se representaron en una impresora  HP 9872A. 

 

Equipo de Emisión Atómica 

Se empleó un espectrofotómetro de emisión de plasma acoplado 

inductivamente (ICP) marca Perkin Ellmer, modelo optimo 3000. Dotado de  una 

antorcha de cuarzo desmontable,  un nebulizador y una bomba peristáltica tipo 

Meinhard. Se usó argón como gas plasmogeno. 

 

Análisis Químicos  

Las muestras previamente pesadas fueron homogeneizadas en 500 µl de agua 

nanopura. Estas fueron trasladadas bajo hielo seco al Laboratorio de Química 

Analítica del IVIC para la realización de los distintos análisis químicos. 

Primeramente se optimizaron y compararon dos metodologías de 

pretratamiento de las muestras: digestión ácida y suspensión asistida por 

ultrasonido. Seguido de la cuantificación de los metales por absorción y emisión 

atómica. Para la comparación de los métodos se realizó un pool compuesto de 

ocho muestras de cerebro.  

Suspensión asistida por ultrasonido: en balones aforados de 25 ml se 

agregaron alícuotas de 500 µl del pool previamente preparado, seguido de  1 ml 

de HNO3 y 500 µl de tritón X-100 al 0,5%, enrasándose con agua desionizada. 

Los balones se agitaron cuidadosamente y se colocaron en un equipo de 

ultrasonido durante 1h. Transcurrido el tiempo las soluciones fueron 

trasvasadas a envases de Nalgene,  y con el fin de homogeneizar la mezcla, 

estos fueron colocados en un agitador mecánico durante 10 min, para luego 

proceder a la realización de los distintos análisis de metales.  
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Digestión ácida: en tubos de ensayos se agregaron 500 µl del pool y 1 ml de 

HNO3 concentrado, especial para el análisis de trazas. Las preparaciones se 

mantuvieron en frío por 5 min aproximadamente; posteriormente se colocaron 

en un bloque digestor a una temperatura de 58°C, dejándose aproximadamente 

por 18 h, al cabo de este tiempo se retiraron las muestras y mantenidas en frío 

se les agregó 500 µl de H2O2 y se dejó en reposo por 5 min, para luego ser 

regresados al bloque digestor, donde se dejaron 6 h adicionales. Los tubos se 

retiraron del bloque digestor y se dejaron en reposo durante 1h. Seguidamente 

las muestras ya digeridas fueron trasvasadas a un balón aforado de 25 ml y 

aforadas con agua desionizada, agitándose manualmente con el fin de obtener 

una mezcla homogénea. De igual manera se preparó un blanco y un patrón de 

4 ppb de Cd, para verificar la pérdida de este metal durante el proceso de 

digestión. El proceso de enfriamiento se realizó a fin de evitar una reacción 

exotérmica asociada a la adición de los reactivos. Una vez preparadas las 

muestras se procedió a la realización de los distintos análisis químicos. 

 

Comparación de las metodologías: una vez optimizadas las dos 

metodologías de pretratamiento, se usó el método de adición patrón (Skoog et 

al., 2008) a fin de determinar cual de los dos procedimientos es más sensible. 

Para ello se utilizaron 10 µl de soluciones patrón (0, 0,5, 1, 2 y 3 ppb de Cd) y 

10 µl  de las muestras sometidas a las dos metodologías, a través del empleo 

del automuestreador del equipo.  

 

Determinación de las concentraciones de Cd: una vez escogido el método 

de pretratamiento de las muestras más confiable, se procedió a determinar las 

concentraciones de Cd. Esta cuantificación se realizó por  espectroscopía de 

absorción atómica por horno de grafito a  = 228,8 nm (condiciones de trabajo 

en Apéndice A). 
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Determinación de las concentraciones de Zn: los niveles de este metal en 

las muestras fueron obtenidos por la técnica de espectroscopía de plasma 

acoplado inductivamente (ICP)  a = 213,857 nm.  

 
Análisis Bioquímicos  
Primeramente se realizó la determinación de los niveles de MT y posteriormente 

se midió la actividad de la LDH. Estos análisis fueron realizados en el 

laboratorio de Ecotoxicología del Departamento de Biología de la UDO.  

Análisis enzimático (LDH): los tejidos previamente pesados, se lavaron en un 

buffer fosfato de potasio (PB) 50 mmol/l en frío (4C) a pH 7,4. Se realizó un 

homogeneizado de 10% (m/v) de cada tejido (0,1 g/ml) en PB en frío. El 

homogenizado fue centrifugado a 12 000 g a 4C en una centrifuga refrigerada 

durante 30 min, para remover núcleo, membranas y mitocondrias. La fracción   

citosólica fue recolectada para así finalmente realizar diluciones con PB para el 

ensayo de la LDH. La actividad máxima de la LDH en la fracción citosólica fue 

determinada a 25ºC siguiendo la rapidez inicial de oxidación de NADH (coef. 

Ext.: 6,22·103 l·mol-1·cm-1) por piruvato a 340 nm. La mezcla de la reacción 

consistió en la adición de 930 µl de PB, 20 µl NADH (0,2  mmol/l), 10 µl del 

sobrenadante obtenido  y la reacción se inició por la adición de una alícuota de 

40 µl de piruvato (0,15 mmol/l) (Acosta y Kalloniatis, 2005). Para llevar a cabo 

este análisis también se empleó un blanco sin piruvato. La concentración de los 

sustratos de la mezcla de reacción fueron ajustados para obtener una máxima 

tasa de actividad, expresadas como unidades internacionales (micromoles de 

sustrato convertidos a producto) por gramos de masa de tejido húmedo 

(unidades por minutos, por gramos de masa húmeda). En este análisis se utilizó 

un espectrofotómetro Perkin Elmer UV/VIS lambda 2 S, acoplado a un sistema 

computarizado de análisis cinético (UV KinLab Software Module, versión 

2.85.04). 

 

Piruvato + NADH + H      Lactato + NAD+ 
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Extracción y cuantificación de MT: el contenido de metalotioneínas se evaluó 

de acuerdo con el método propuesto por Viarengo et al., (1997). Las muestras 

se homogeneizaron en frío con 4 ml de buffer de homogenización: tris-HCl (20 

mmol/l), sacarosa (0,5 mol/l), leupeptina (0,006 mol/l), fenil-metil-sulfoxido 

(PMSF) (0,5 mol/l) y dithiothreitol (DTT) al 0,01% a pH 8,6; en una relación de 

25% m/v a 4°C. Los homogenizados fueron centrifugados a 14 000 g durante 

20 min a 4°C, en una centrifuga refrigerada, y a las fracciones solubles 

resultantes se les agregaron 1,05 ml de etanol frío (-20°C) y 80 µl de cloroformo 

(por cada ml de fracción). Las preparaciones se centrifugaron a 6 000 g por 10 

min a 4°C. A los sobrenadantes colectados se les añadió 1 mg de RNA, 40 µl 

de HCl al 37% y 3 ml de etanol frio (87%), se mezclaron muy bien y se 

mantuvieron a 20°C por 1 hora, luego se centrifugó a 6 000 g por 10 min a 4°C. 

Cada sedimento fue resuspendido en 1 ml de una solución de homogenización: 

etanol al 87% y cloroformo al 1% y se centrifugó nuevamente a 6 000 g durante 

10 min. El sedimento obtenido fue mezclado con 300 µl de una solución de 

buffer tris-HCl (5 mmol/l) y EDTA (1 mol/l) a pH 7. Seguidamente se le agregó 

1ml de DTNB (0,43 nmol/l) diluido en buffer fosfato sódico (0,2 mol/l) a pH 8 

(Ellman, 1959). Las muestras, finalmente, fueron centrifugadas a 3 000 g por 10 

min, se leyó la absorbancia del sobrenadante a 412 nm en un 

espectrofotómetro Perkin Elmer UV/VIS lambda 2 S, acoplado a un sistema 

computarizado; la concentración de MTs fué estimada utilizando una curva de 

calibración para glutation reducido (GSH) y un estándar de 0,3 mmol/l. Los 

niveles de MT se expresaron en pmol de MT/g.m.h, estableciendose la 

siguiente relación equimolar (asumiendo que la tionina enlazadora de Cd, Zn de 

cerebro de ratas tiene un contenido de cisteína de 20 Cys/mol MT). 

 
1 µmol SH = 1 µmol GSH = 0,050 µmol MT 
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Análisis Estadísticos 

Las diferencias probabilísticas entre las distintas condiciones experimentales se 

obtuvieron a través del análisis estadístico no paramétrico Kruskal-Wallis (KW) 

del programa estadístico INSTAT 2 Graphpad, con el propósito de determinar 

posibles diferencias significativas entre las medianas de los grupos 

experimentales, según los tratamientos propuestos. En aquellos tratamientos 

donde se encontraron diferencias significativas (p < 0,05), se aplicó el análisis a 

posteriori de Dunn. Los niveles de todos los parámetros estudiados se 

expresaron en relación a los gramos de masa húmeda de muestra (gmh).  

 



RESULTADOS 
 

A continuación se expondrán los resultados obtenidos en el presente trabajo. 

Primeramente, se presentarán los correspondientes a la optimización y 

comparación de dos metodologías de pretratamiento de las muestras y 

seguidamente, se mostrarán los niveles de Cd, Zn, MT y la actividad de la LDH 

de acuerdo a cada período de exposición (30 y 60 días).   

 

Metodologías de pretratamiento de las muestras de cerebro 
Se compararon dos metodologías analíticas de pretratamiento de las muestras 

para la determinación de Cd, por la técnica de espectroscopia de absorción 

atómica por horno de grafito: digestión ácida y suspensión asistida por 

ultrasonido. Para ello, se utilizaron muestras provenientes de un pool y también 

una solución patrón de Cd (Figura 5).  

 

 
Figura 5. Concentraciones de Cd encontradas por las dos metodologías de 

pretratamiento. 

 



Entre las técnicas tradicionales de pretratamiento de muestras tenemos, la 

digestión a presión atmosférica que combina el uso de ácidos concentrados con 

la aplicación de calor. Esta metodología no es la más conveniente, cuando se 

determinan elementos metálicos altamente volátiles, ya que acarrea la pérdida 

del analito, entre estos metales tenemos el Cd, el cual se volatiliza a 60 °C. Por 

esta razón las digestiones ácidas se realizaron a 58 °C. En la figura 5 se 

muestran los resultados obtenidos para las dos metodologías de pretratamiento 

de las muestras, en la cual se observa que la solución patrón (4 ppb) que fue 

sometida al proceso de digestión ácida, reporta claras evidencias de la pérdida 

del analito, en comparación con la solución patrón que no se sometió a las dos 

metodologías de pretratamiento. De igual manera, la muestra que se le aplicó 

digestión ácida también evidenció pérdidas de Cd, en comparación con la 

muestra que recibió el tratamiento de suspensión asistida por ultrasonido. 

Todos estos resultados ponen de manifiesto la poca confiabilidad del método de 

digestión ácida para este metal, el cual es sensible a altas temperaturas. Todos 

estos resultados nos indican, que la metodología de suspensión asistida por 

ultrasonido es la más adecuada para el análisis de Cd en las muestras de 

cerebro, para ser analizadas por horno de grafito. 

 

Las metodologías fueron optimizadas, tanto la digestión ácida como la 

suspensión asistida por ultrasonido. A esta última se le determinó  la estabilidad 

de la emulsión y se estableció el volumen adecuado de HNO3 para garantizar la 

confiabilidad de los resultados de la misma. Encontrándose que la suspensión 

se mantuvo estable por más de 48 horas y el volumen adecuado de ácido fue 

de 1 ml.  

 

Con el fin de validar el método de suspensión, descartar la posibilidad de 

alguna contaminación y además determinar cual metodología es más sensible 

para el análisis de Cd, se utilizó la técnica de adición patrón, con los dos 

procedimientos ya optimizados. Encontrándose que en la muestra del pool, 
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ambas arrojaron una muy buena similitud en la concentración de Cd, para la 

digestión ácida el valor fue de 0,56 ppb y para la suspensión asistida por 

ultrasonido fue de 0,55 ppb.  

 

La evaluación de la sensibilidad de calibración de las metodologías, se realizó 

por comparación de los valores de las pendientes de las curvas, encontrándose, 

que estas fueron iguales (m= 0,06). Por otro lado, al evaluar la desviación 

estándar del valor de concentración extrapolado en el eje x, también se 

encontró que estas fueron muy similares. Evidenciando que ambos métodos 

presentan igual sensibilidad (Apéndice B, Figura 6). 

 

 
Figura 6. Concentraciones de Cd por adición patrón en muestras sometidas a las dos 

metodologías de pretratamiento. 
 
En base a los resultados obtenidos, se escogió la metodología de suspensión 

asistida por ultrasonido como la técnica de pretratamiento de las muestras mas 

adecuada. Esta presenta múltiples ventajas, entre las cuales se pueden 

mencionar las siguientes: disminuye el tiempo de preparación de las muestras 
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por ser un tratamiento menos laborioso, reduce el riesgo de contaminación por 

los ácidos empleados ya que el volumen utilizado es bajo, genera menos 

pérdida de analito por volatilización por no necesitar calor, puede ser aplicada 

tanto en muestras orgánicas como inorgánicas. Por todas las ventajas antes 

mencionadas esta técnica es ampliamente utilizada en la bibliografía para el 

análisis de Cd, en materiales biológicos sólidos como: hígado, riñón, retina, 

cerebro, entre otros (Acar, 2001; Almela et al., 2006; Caballo-López y Luque., 

2007) 

 

Niveles de Cd, Zn, MT y actividad de la LDH en el cerebro de ratas 
expuestas a Cd durante 30 días. 
 
En la exposición de 30 días las ratas expuestas a 10 y 25 ppm de Cd ingirieron 

en su totalidad el agua servida. A diferencia de las ratas expuestas a 100 ppm 

de Cd, que consumieron un 75% del volumen total servido durante esta 

exposición. El peso de las ratas no fue afectado por las dosis administradas de 

Cd. 

 

Los niveles de Cd (ppb) en el cerebro de ratas tratadas con las distintas dosis 

aumentaron significativamente con respecto al control (0,91 ± 0,09),  

presentando las concentraciones mas altas la dosis de 10 ppm (2,6 ± 0,9). A 25 

ppm se acumuló (1,63 ± 0,27) y a 100 ppm (1,92 ± 0,47) (p<0,05 por el análisis 

estadístico no paramétrico KW; Apéndice C, Figura 7). 
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*

Figura 7. Concentraciones de Cd en el cerebro de ratas expuestas a Cd, en un período de 
30 días. *p<0,05 con respecto a los controles. 

 
Las concentraciones de Zn (ppb) en el cerebro de las ratas tratadas con 25 y 

100 ppm de Cd, no se diferenciaron de los controles. Sin embargo, a 10 ppm 

hubo un aumento significativo de los niveles de este metal (8,07 ± 0,58)·102 vs 

(1,66 ± 0,23)·103 (p<0,05 por el análisis estadístico no paramétrico KW; 

Apéndice D, Figura 8). 

 

 

*

Figura 8. Niveles de Zn en el cerebro de ratas expuestas a Cd, en un período de 30 días. 
*p<0,05 con respecto a los controles. 
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Los niveles de MT (pmol) encontrados en el cerebro de las  ratas tratadas con 

25 y 100 ppm de Cd, no presentaron diferencias con respecto a los controles. 

Sin embargo, en la condición de 10 ppm se evidenció un aumento significativo 

(3,91 ± 0,57 vs 4,60 ± 0,33)·103 (p<0,05 por el análisis estadístico no 

paramétrico KW; Apéndice E, Figura 9). 

 

 
Figura 9. Niveles de MT en el cerebro de ratas expuestas a Cd, en un período de 30 días. 

*p<0,05 con respecto a los controles. 
 
En cuanto a la actividad de la LDH (U/g.p.h) se encontró que el tratamiento de 

las ratas con las dosis de 10, 25 y 100 ppm de Cd, no afectó la actividad de 

esta enzima en el cerebro (Apéndice F, Figura 10). 
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Figura 10. Actividad de la LDH en el cerebro de ratas expuestas a Cd, en un período de 

30 días. 
 

Niveles de Cd, Zn; MT y actividad de la LDH en el cerebro de ratas 
expuestas a Cd durante de 60 días. 
En la exposición de 60 días, se encontró que las ratas expuestas a 25 ppm de 

Cd ingirieron en su totalidad el agua servida. A diferencia de las ratas expuestas 

a 10 y 100 ppm de Cd, que consumieron un 75 y un 50% del volumen total 

servido. El peso de las ratas no fue afectado por las dosis administradas de Cd. 

 

Los niveles de Cd (ppb) en el cerebro de ratas tratadas con 10 ppm de Cd no 

presentaron diferencias con respecto a los controles. A 25 ppm (0,64 ± 0,13 vs 

2,64 ± 0,61) y 100 ppm (0,64 ± 0,13 vs 1,95 ± 0,38) se encontraron aumentos 

significativos (p<0,05 por el análisis estadístico no paramétrico KW; Apéndice 

G, Figura 11). 
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*

Figura 11. Concentraciones de Cd en el cerebro de ratas expuestas a Cd, en un período 
de 60 días. *p<0,05 con respecto a los controles. 

 
Los niveles de Zn (ppb) en el cerebro de ratas tratadas con las distintas dosis 

de Cd fueron para: 10 (7,57 ± 1,14)·102, 25 (1,29 ± 0,32)·103 y 100 ppm (1,05 ± 

0,20)·103, los cuales aumentaron significativamente con respecto a los 

controles (4,78 ± 1,14)·102 (p<0,05 por el análisis estadístico no paramétrico 

KW; Apéndice H, Figura 12). 

 
Figura 12. Niveles de Zn en el cerebro de ratas expuestas a Cd, en un período de 60 días. 

*p<0,05 con respecto a los controles. 
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En relación a los niveles de MT (pmol) en el cerebro de las ratas tratadas con 

10 ppm de Cd, hubo un aumento significativo con respecto a los controles (4,31 

± 0,82 vs 6,95 ± 0,83)·103. Sin embargo a 25 ppm estas disminuyeron 

significativamente (4,31 ± 0,82 vs 2,88 ± 0,53)·103. A 100 ppm no se 

observaron  cambios representativos (p<0,05 por el análisis estadístico no 

paramétrico KW; Apéndice I, Figura 13). 

 

 

*

Figura 13. Niveles de MT en el cerebro de ratas expuestas a Cd, en un período de 60 
días. *p<0,05 con respecto a los controles. 

 
La actividad de LDH (U/g.p.h)) en el cerebro de ratas tratadas con 10 y 100 ppm de Cd 

no presentó cambios con respecto a los controles. Sin embargo, a una dosis de 25 ppm 

(6,72 ± 0,80 vs 9,41 ± 1,44)·101 si se evidenció un aumento significativo (p<0,05 por el 

análisis estadístico no paramétrico KW; Apéndice J, Figura 14). 
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*

Figura 14. Actividad de la LDH en el cerebro de ratas expuestas a Cd, en un período de 
60 días. *p<0,05 con respecto a los controles. 
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DISCUSIÓN 
 

En este trabajo se muestra que la ingesta periódica de distintas concentraciones de Cd, 

resulta en la bioacumulación del metal con efectos diferenciales en los niveles del Zn, 

MT y la actividad de la LDH en el cerebro de ratas. Siendo el Cd un metal pesado muy 

abundante en el medio ambiente actual, que hace inevitable su acumulación a través de 

toda la cadena alimenticia y finalmente en el hombre, generando múltiples enfermedades 

degenerativas incluyendo las del SNC. 

 

En la exposición de 30 días, los valores de Cd acumulados fueron significativamente 

más altos que los controles en las tres dosis utilizadas; sin embargo, se registró que la 

dosis más baja (10 ppm de CdCl2) fue la que tuvo mayor acumulación de este metal 

(figura 7). En general, los distintos cambios en los niveles de acumulación del metal 

sugieren la estimulación de la actividad funcional del organismo de mecanismos o 

funciones fisiológicas o bioquímicas, que minimizan la biodisponibilidad del ión Cd2+ 

para el SNC, especialmente cuando la carga corporal del metal representa un riesgo para 

la salud del animal, como es el caso de las dosis de 25 y 100 ppm de CdCl2. 

Alternativamente, el cerebro podría disponer de una variedad de procesos celulares para 

inhibir una excesiva acumulación y un efecto irreversible de la toxicidad del metal. Las 

principales rutas de desintoxicación de metales pesados en los tejidos incluyen la 

actividad de los ligandos a los metales en ciertas proteínas (MT y algunas proteínas de 

alta masa molar), secuestros por los lisosomas y vesículas membranosas de metal-

tiolatos y complejos metal-imidazólicos de moléculas de baja masa molar (taurina e 

histidina). Los metales ligados a las moléculas orgánicas pueden ser dirigidos a los 

lisosomas y a las vesículas intracelulares, resultando en la reducción de la toxicidad de 

los iones metálicos por vía de exocitosis y excreción del cuerpo (Di Guilio et al., 1995; 

Marigomez et al., 2002; Mahua et al., 2008). Consecuentemente, la integración y 

coordinación de los procesos descritos, desempeñan una función importante en la 

determinación de la tasa homeostática de acumulación vs desintoxicación de los metales 

 



 

pesados. Esto representa un mecanismo de adaptabilidad que confiere al organismo del 

animal la capacidad de tolerancia a la exposición de altas concentraciones de sustancias 

contaminantes, particularmente de metales pesados (Calabrese et al., 2007). Es 

interesante señalar que durante los bioensayos, a corto y mediano plazo, realizados en 

este estudio no se observó mortalidad de los organismos. Además no hubo alteraciones 

de la LDH en estas condiciones, lo que indica que el metabolismo de la glucosa no se 

vio afectado, principal fuente de energía en el cerebro, en los distintos grupos 

experimentales (figura 10). 

 

Con relación a la dosis de 10 ppm de CdCl2, se encontró una mayor acumulación de Cd 

y Zn, lo cual se asoció con un aumento significativo en la niveles de las MTs, en 

comparación con los otros tratamientos realizados (figura 7,8 y 9); ambos metales 

ejercen un efecto modulatorio sobre la síntesis de esta proteína. Los niveles de MT 

producen efectos protectores contra la toxicidad de las concentraciones prevalecientes de 

los metales en el tejido. Este aumento de las MTs, se debe a que se dispara un 

mecanismo de respuesta celular asociado con expresión génica o variaciones en la tasa 

de recambio de la proteína (Walker et al., 1996; Aschner et al., 1997; Mendez et al., 

2003; Nusetti et al., 2010)  

 

Las altas concentraciones de Zn son indicativos de que el organismo estuvo 

incorporando el metal en el tejido, con el fin de aumentar los niveles de MT y de esta 

manera poder controlar efectivamente la toxicidad de Cd en el cerebro. La fuente de 

suministro de Zn se desconoce, sin embargo, se ha propuesto que proviene de la sangre, 

siendo posiblemente incorporado en el tejido por la actividad del transportador celular 

del Zn, descrito en el SNC (Nusetti et al., 2005; Bonda et al., 2004;). Probablemente, el 

aumento de Zn en el cerebro está relacionado con la formación de novo de una forma de 

MT que es capaz de unir Zn, o Cd y Zn en una relación equimolar (Eybl et al., 1998; 

Oishi et al., 2000). Este proceso podría ser importante, no solo en la retención y 

eliminación del Cd, sino también en la homeostasis del Zn y control del estado oxidativo 

celular en el cerebro. Cuando existen altos niveles de Cd en los tejidos, este desplaza al 
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Zn, debido a su mayor afinidad por las MTs, desde los sitios de unión con la cisteína. El 

aumento en la concentración de iones libres de Zn2+ por este desplazamiento, junto con 

el influjo del medio extracelular del metal, aumenta la magnitud de la síntesis de novo de 

MT, aumentando la capacidad de la proteína de retener los metales, con una efectiva 

protección contra sus posibles efectos tóxicos, tales como la estimulación de la 

producción de RL que generan estrés oxidativo (Langmade, 2000; Andrews, 2001; 

Jiang, 2003). Además, el Zn participa en las funciones antioxidantes de la SOD (Cu/Zn), 

en los mecanismos de transcripción del ADN, en la regulación génica de enzimas 

antioxidantes como la catalasa y actúa como protector de los grupos sulfidrilos. Todo 

esto con el fin de evitar la formación de los radicales OH· y H2O2, y de esta manera 

poder retardar los procesos oxidativos a nivel celular (Powell, 2000; Ugarte y Osborne, 

2001).  

 

En la exposición de 60 días se encontró que en la dosis de 10 ppm CdCl2, los niveles de 

Cd disminuyeron a valores similares a los controles, en comparación a la exposición de 

30 días. Sin embargo, los valores de zinc y MT permanecieron elevados y la actividad de 

la LDH no fue alterada (figura 11, 12, 13, 14). En este caso la disminución en la 

acumulación del Cd podría atribuirse a la participación de los procesos de 

desintoxicación o depuración mediados por las MT, debido a que hubo un mayor tiempo 

de exposición, lo que permitió una mayor disponibilidad de la proteína para ejercer su 

función en el tejido; en contraste a lo observado en la exposición de 30 días, donde 

posiblemente sólo se reveló aumento de la expresión de la proteína (Sato y Bremner, 

1993; Aschner et al., 1997).  

Con relación a la dosis de 25 ppm de Cd, se puede decir que esta es una dosis tóxica, 

promovido por el tiempo de exposición, lo cual se evidenció en las figuras 11,12, 13 y 

14, donde se pueden observar altas concentraciones de Cd y Zn, un descenso brusco de 

los niveles de MT y aumento significativo en la actividad de la LDH. Estos resultados 

sugieren que los animales expuestos desarrollaron un estado de estrés, que pudo haber 

ocasionado la disfunción del metabolismo energético, dado que el Cd altera la función 

normal de las mitocondrias (Vojtísek et al., 2008). La generación de energía por vía 
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glucolítica anaerobia aumenta en estas condiciones, lo cual se revela por el incremento 

de la LDH, siendo esto detrimental para la viabilidad funcional del cerebro. La toxicidad 

sobre las mitocondrias genera altos niveles de RL, lo cual acentúa un nivel de estrés 

oxidativo con implicaciones neuropatológicas. Un metabolismo aeróbico limitado puede 

comprometer el mantenimiento de las funciones de las células basales y la eficacia de 

los mecanismos de desintoxicación de metales (Nusetti et al., 2010), como se observó en 

la figura 13, donde los niveles de MT bajaron significativamente en la dosis de 25 ppm a 

pesar de los altos niveles de Zn (figura 12), dejando de esta manera al tejido expuesto a 

la toxicidad del metal, reflejado por el incremento de la demanda energética asociada 

con la vía glucolítica, como lo sugirió el aumento de la actividad de la LDH (figura 14). 

 

El aumento de la LDH se ha relacionado con un incremento en el suministro de ATP, en 

la vía glucolítica anaerobia, con el propósito de suplir los requerimientos energéticos 

cuando la actividad mitocondrial esta temporalmente inhibida por la toxicidad del metal. 

Es ampliamente conocido que los niveles sub-letales de Cd disipan el potencial de la 

membrana mitocondrial en invertebrados y vertebrados, alterando de esta manera todos 

los procesos bioquímicos fundamentales que se encargan de producir energía a partir de 

nutrientes por medio de oxígeno, lo que trae como consecuencia el agotamiento de ATP 

(Winkler et al. 2000; Wang et al., 2004; Nusetti et al., 2010). 

Un comportamiento similar con relación a la actividad de la LDH, se observó en la 

investigación realizada por Karthikeyan y Bavani (2009), quienes encontraron aumentos 

en la actividad de esta enzima en riñon, durante un tratamiento prolongado con Cd. De 

manera mas específica ellos encontraron que la actividad de la LDH-1, relacionada con 

los mecanismos de defensa antioxidantes, y la LDH-2, enzima marcadora de la lesión 

hepática, aumentaron significativamente, lo que  coincidió con los resultados 

encontrados en el presente estudio. Aunque en este trabajo no se está determinando la 

actividad de los distintos tipos de LDH, es importante mencionar que la LDH-1 y LDH-

5 son las que mas abundan en el cerebro y existen evidencias de que estas aumentan en 

traumatismos cerebrales e isquemia (anaerobiosis), actuando como marcadores de 

posibles daños en el tejido, ocasionados en momentos de estrés. En este trabajo se midió 
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la actividad total de la LDH, por lo que no se sabe cual de las isoformas fueron las 

afectadas (Schurr et al., 1997; Acosta y Kalloniatis, 2005; Valko et al., 2007; Karthikeyan y 

Bavani, 2009).  

 

En cuanto a la dosis más alta de Cd (100 ppm) se observaron altos niveles de Cd y Zn, 

los cuales no generaron alteraciones en los niveles de MT ni en la actividad de la LDH 

(figura 11,12, 13 y 14). De acuerdo a estos resultados, se puede decir que en esta alta 

dosis se estableció una condición de tolerancia, que pudo estar relacionada con algún 

mecanismo de defensa del tejido diferente al de las MT, que se activa cuando hay 

concentraciones críticas del metal pesado, siendo este comportamiento muy parecido al 

observado en la exposición de 30 días. 

 

En los resultados mostrados en ambos períodos de exposición, se evidenció que las dosis 

más bajas fueron las que estimularon las distintas respuestas de defensas en el 

organismo, como en el caso de las MT, observándose entonces una respuesta en forma 

de campana para la mayoría de los análisis realizados; lo que se conoce como el 

fenómeno de ¨Hormesis¨. El comportamiento que se encontró a bajas dosis, se puede 

considerar como una respuesta de adaptación y autoprotección de las células, la cual se 

encargó de activar y regular los distintos mecanismos de desintoxicación cuando 

hubieron bajos niveles de estrés y así posteriormente, poder soportar el estrés más severo 

(Calabrese y Baldwin, 2002; Calabrese et al, 2007). 

 

En consecuencia, se pueden tomar en consideración a los procesos de desintoxicación 

mediados por las MTs y a la actividad de la LDH, como dos factores importantes para 

predecir la toxicidad potencial del Cd, sobre la respuesta fisiológica del tejido cerebral 

de mamíferos, usando las ratas Spragre-Dawley como organismos modelo de 

experimentación. 

 



CONCLUSIONES 
 

La suspensión asistida por ultrasonido, por no emplear calor, es la metodología más 

adecuada para el análisis de Cd. 

  

Los dos métodos de pretratamiento ya optimizados presentan igual sensibilidad. 

 

La disminución de los riesgos de contaminación por ácidos y un menor tiempo de 

preparación, permiten sustituir a la digestión ácida tradicional por el método de 

suspensión. 

 

En ambos períodos de exposición las concentraciones de Zn se elevaron cuando los 

niveles de Cd se encontraban más altos. 

 

A 10 ppm de CdCl2, en ambos períodos de exposición, se disparó un mecanismo de 

respuesta celular, asociado con los procesos de desintoxicación mediados por las MTs. 

 

La dosis de 25 ppm en la exposición de 60 días se puede considerar tóxica, reflejado por 

la disminución de MT y el aumento de la actividad de la LDH, indicando un incremento 

de la demanda energética.  

 

A una dosis de 100 ppm, los niveles de MT y la actividad de la LDH fueron similares a 

los de los controles, probablemente por el desarrollo de una condición de tolerancia al 

metal pesado, en ambos períodos de exposición. 

 

Los niveles de MT y la actividad de la LDH, pueden actuar como indicadores del 

potencial de toxicidad de Cd en el tejido. 

 



RECOMENDACIONES 
 

Es necesario seguir estudiando metodologías alternas de pretratamiento de muestras, en 

especial cuando se determinan metales trazas en materiales biológicos, con el fin de 

minimizar al máximo el margen de error al momento de realizar la cuantificación. 

 

Se propone la realización de trabajos posteriores en donde se utilice un suplemento de 

Zn, después de la exposición a Cd en las concentraciones ya mencionadas en el presente 

trabajo, para así evaluar el efecto protector de este antioxidante durante el daño 

oxidativo ocasionado por el metal.  

 

Determinar los niveles de algunos marcadores del daño oxidativo, bajo las mismas 

condiciones de este trabajo, con el objetivo de establecer relaciones entre estos y los 

niveles de MT, de la misma manera que se realizó con los niveles de Cd. 

 

Continuar con los estudios que describan el efecto que generan los metales pesados, no 

solo en el cerebro, sino también en otros tejidos del SNC de ratas o ratones, para 

comprender los mecanismos bioquímicos afectados que puedan estar relacionados con la 

aparición de enfermedades degenerativas en individuos expuestos a estos metales, y así 

poder aportar conocimientos científicos que puedan disminuir o retrasar la evolución de 

estas patologías. 
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APÉNDICE A 
Tabla A1. Parámetros instrumentales del horno de grafito para la determinación de Cd 
en el cerebro de ratas. 
 

Parámetros  Horno Varian 

 
Longitud de Onda (nm) 

 
228,80 

Vol. de Inyección (µl) 20 
Ancho de Banda Espectral (nm) 0,50 
Modo de Calibración Area de pico 
Corriente de la Lámpara (mA) 5,00  
Temperatura de Secado  120°C, (10 s) 
Temperatura de Calcinación  425°C, (42 s) 
Temperatura de Atomización  1500°C, (6,5 s) 
Temperatura de Limpieza  2400°C, (3 s) 
Temperatura de enfriamiento  40°C, (15 s) 

 
 
APÉNDICE B 
Tabla B1. Parámetros de la recta obtenidos para la curva y la curva más las muestras 
tratadas por ambas metodologías a través del método de adición patrón.  
 
Parámetros 
 

Curva Curva+Muestra 
Digerida 

Curva+Muestra 
Suspendida 

    
Pendiente (m) 0,06 0,06 0,06 
Valor de R2 0,99 0,99 0,99 
DS del valor estrapolado  1,08 1,07 
 
 
 
 
 
 
 
APÉNDICE C  
Tabla C1. Resumen estadístico del análisis de KrusKal-Wallis para los niveles de Cd 
(ppb) de las ratas expuestas a Cd, durante 30 días. 
 
Parámetros 
estadísticos  
 

Control  10 ppm de Cd 25 ppm de Cd 100 ppm de Cd 

 
Media 

 
0,91 

 
2,55 

 
1,63 

 
1,92 
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DS 0,09 0,90 0,27 0,47 
SEM 0,04 0,37 0,14 0,19 
Mediana  0,92 2,43 1,71 2,09 
Menor IC 95% 0,77 1,60 1,20 1,43 
Mayor IC 95% 1,05 3,49 2,07 2,40 
Valor mínimo 0,81 1,46 1,24 1,10 
Valor máximo 0,99 3,66 1,87 2,37 
KrusKal-Wallis  *24, 00 *16,00 *24,00 
 
Tabla C2. Resumen estadístico de la prueba a posteriori de los niveles de Cd (ppb) de las 
ratas expuestas a Cd, durante 30 días. 
 
Comparación 
 

Tamaño 
muestreal 

Diferencia del 
rango promedio 

Valor de p 

 
Control vs. 10 ppm 

 
8 

 
-12,83 

 
* p<0,01 

Control vs. 25 ppm 8 -5,60 * p<0,05 
Control vs. 100 ppm 8 -10,50 * p<0,05 
10 ppm vs. 25 ppm 8 7,23 ns p>0,05 
10 ppm vs. 100 ppm 8 2,33 ns p>0,05 
25 ppm vs. 100 ppm 8 -4,90 ns p>0,05 

* p<0,05 = significativo.    ns p>0,05 = no significativo. 
 
 
APÉNDICE D  
Tabla D1. Resumen estadístico del análisis de KrusKal-Wallis para los niveles de Zn 
(ppb) de las ratas expuestas a Cd, durante 30 días. 
 
Parámetros 
estadísticos 

Control 10 ppm de Cd 25 ppm de Cd 100 ppm de Cd 

 
Media 

 
806,52 

 
1655,94 

 
651,23 

 
575,05 

DS 57,59 225,05 139,20 134,50 
SEM 23,51 91,88 52,61 54,91 
Mediana  820,69 1603,10 706,04 573,52 
Menor IC 95% 746,07 1419,70 522,49 433,88 
Mayor IC 95% 866,97 1892,20 779,97 716,22 
Valor mínimo 699,94 1456,60 422,49 407,42 
Valor máximo 873,93 2081,50 798,17 760,19 
KrusKal-Wallis  *36,00   
 
Tabla D2. Resumen estadístico de la prueba a posteriori de los niveles de Zn (ppb) de las 
ratas expuestas a Cd, durante 30 días. 
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Comparación 
 

Tamaño 
muestreal 
 

Diferencia del 
rango promedio 

Valor de p 

 
Control vs. 10 ppm 

 
8 

 
 -7,30 

 
* p<0,05 

Control vs. 25 ppm 8   7,10 ns p>0,05 
Control vs. 100 ppm 8   9,67 ns p>0,05 
10 ppm vs. 25 ppm 8 14,43 * p<0,01 
10 ppm vs. 100 ppm 8 17,00 * p<0,01 
25 ppm vs. 100 ppm 8   2,57 ns p>0,05 

* p<0,05 = significativo.    ns p>0,05 = no significativo. 
 
 
 
APÉNDICE E  
Tabla E1. Resumen estadístico del análisis de KrusKal-Wallis para los niveles de MT 
(pmol) de las ratas expuestas a Cd, durante 30 días. 
 
Parámetros 
estadísticos 

Control 10 ppm de Cd 25 ppm de Cd 100 ppm de Cd 

 
Media 

 
3905,66 

 
4595,96 

 
3975,89 

 
3466,09 

DS 573,99 332,00 420,39 380,89 
SEM 216,95 135,54 171,63 155,50 
Mediana  4156,70 4534,20 3988,90 3435,70 
Menor IC 95% 3374,80 4247,50 3534,60 3066,30 
Mayor IC 95% 4436,50 4944,40 4417,10 3865,90 
Valor mínimo 3146,30 4257,40 3316,50 2941,10 
Valor máximo 4483,90 5146,70 4519,80 4015,20 
KrusKal-Wallis  *32,00   

 
Tabla E2. Resumen estadístico de la prueba a posteriori de los niveles de MT (pmol) de 
las ratas expuestas a Cd, durante 30 días. 
 
Comparación 
 

Tamaño 
muestreal 

Diferencia del 
rango promedio 

Valor de p 

 
Control vs. 10 ppm 

 
8 

 
  -690,30 

 
  * p<0,05 

Control vs. 25 ppm 8    -70,23 ns p>0,05 
Control vs. 100 ppm 8   439,57 ns p>0,05 
10 ppm vs. 25 ppm 8   620,07 ns p<0,05 
10 ppm vs. 100 ppm 8 1129,90   * p<0,01 
25 ppm vs. 100 ppm 8   509,80 ns p>0,05 

* p<0,05 = significativo.    ns p>0,05 = no significativo. 
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APÉNDICE F  
Tabla F1. Resumen estadístico del análisis de KrusKal-Wallis para las actividades de la 
LDH (U/g.p.h) de las ratas expuestas a Cd, durante 30 días. 
 
Parámetros 
estadísticos  

Control  10 ppm de Cd 25 ppm de Cd 100 ppm de Cd 

 
Media 

 
82,91 

 
81,67 

 
74,49 

 
90,95 

DS 7,60 6,80 12,87 12,54 
SEM 2,87 2,41 5,26 4,74 
Mediana  82,48 83,28 78,22 96,46 
Menor IC 95% 75,89 75,99 60,98 79,36 
Mayor IC 95% 89,94 87,36 88,00 102,54 
Valor mínimo 69,61 69,29 50,80 68,33 
Valor máximo 92,28 91,96 86,50 101,77 
 
Tabla F2. Resumen estadístico de la prueba a posteriori para las actividades de la LDH 
(U/g.p.h) de las ratas expuestas a Cd, durante 30 días. 
 
Comparación 
 

Tamaño 
muestreal 

Diferencia del 
rango promedio 

Valor de p 

 
Control vs. 10 ppm 

 
8 

 
1,71 

 
ns p>0,05 

Control vs. 25 ppm 8 5,21 ns p>0,05 
Control vs. 100 ppm 8 -5,57 ns p>0,05 
10 ppm vs. 25 ppm 8 3,50 ns p>0,05 
10 ppm vs. 100 ppm 8 -7,29 ns p>0,05 
25 ppm vs. 100 ppm 8 -10,79 ns p>0,05 

* p<0,05 = significativo.    ns p>0,05 = no significativo. 
 
 
 
 
 
APÉNDICE G 
Tabla G1. Resumen estadístico del análisis de KrusKal-Wallis para los niveles de Cd 
(ppb) de las ratas expuestas a Cd, durante 60 días. 
 
Parámetros 
estadísticos  

Control  10 ppm de Cd 25 ppm de Cd 100 ppm de Cd 
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Media 0,64 1,04 2,64 1,95 
DS 0,13 0,45 0,61 0,38 
SEM 0,06 0,18 0,25 0,14 
Mediana  0,63 0,94 2,38 1,76 
Menor IC 95% 0,48 0,57 2,00 1,60 
Mayor IC 95% 0,81 1,51 3,27 2,29 
Valor mínimo 0,45 0,55 2,14 1,52 
Valor máximo 0,81 1,85 3,57 2,46 
KrusKal-Wallis   *30,00 *35,00 
 
Tabla G2. Resumen estadístico de la prueba a posteriori de los niveles de Cd (ppb) de las 
ratas expuestas a Cd, durante 60 días. 
 
Comparación 
 

Tamaño 
muestreal 

Diferencia del 
rango promedio 

Valor de p 

 
Control vs. 10 ppm 

 
8 

 
-4,33 

 
ns p>0,05 

Control vs. 25 ppm 8 -16,50   * p<0,001 
Control vs. 100 ppm 8 -11,27   * p<0,05 
10 ppm vs. 25 ppm 8 -12,17  * p<0,05 
10 ppm vs. 100 ppm 8 -6,95 ns p>0,05 
25 ppm vs. 100 ppm 8 -5,21 ns p>0,05 

* p<0,05 = significativo.    ns p>0,05 = no significativo. 
 
 
 
 
APÉNDICE H  
Tabla H1. Resumen estadístico del análisis de KrusKal-Wallis para los niveles de Zn 
(ppb) de las ratas expuestas a Cd, durante 60 días. 
 
Parámetros 
estadísticos  

Control  10 ppm de Cd 25 ppm de Cd 100 ppm de Cd 

 
Media 

 
477,74 

 
757,03 

 
1288,63 

 
1050,76 

DS 114,43 93,01 316,84 199,02 
SEM 43,25 35,15 158,42 99,51 
Mediana  514,74 777,16 1228,40 980,04 
Menor IC 95% 371,90 671,01 784,54 734,13 
Mayor IC 95% 583,58 843,05 1792,70 1367,40 
Valor mínimo 254,70 613,96 995,87 909,28 
Valor máximo 590,84 852,20 1701,80 1333,70 
KrusKal-Wallis  *49,00 *18,97 *18,97 
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Tabla H2. Resumen estadístico de la prueba a posteriori de los niveles de Zn (ppb) de las 
ratas expuestas a Cd, durante 60 días. 
 
Comparación 
 

Tamaño 
muestreal 

Diferencia del 
rango promedio 

Valor de p 

 
Control vs. 10 ppm 

 
8 

 
   -7,00 

 
ns p>0,05 

Control vs. 25 ppm 8 -15,75   * p<0,001 
Control vs. 100 ppm 8 -13,25   * p<0,01 
10 ppm vs. 25 ppm 8   -8,75 ns p>0,01 
10 ppm vs. 100 ppm 8 -6,25 ns p>0,01 
25 ppm vs. 100 ppm 8    2,50 ns p>0,05 

* p<0,05 = significativo.    ns p>0,05 = no significativo. 
 
 
 
 
APÉNDICE I  
Tabla I1. Resumen estadístico del análisis de KrusKal-Wallis para los niveles de MT 
(pmol) de las ratas expuestas a Cd, durante 60 días. 
 
Parámetros 
estadísticos 

Control 10 ppm de Cd 25 ppm de Cd 100 ppm de Cd 

 
Media 

 
4313,29 

 
6953,69 

 
2877,49 

 
4252,17 

DS 818,38 829,58 526,77 642,45 
SEM 334,10 371,00 263,39 262,28 
Mediana  4522,80 7156,70 2932,90 4405,40 
Menor IC 95% 3454,30 5923,80 2039,40 3577,80 
Mayor IC 95% 5172,30 7983,60 3715,60 4926,50 
Valor mínimo 2943,70 5905,40 2207,80 3056,40 
Valor máximo 5346,90 7935,80 3406,30 4869,80 
KrusKal-Wallis  *30,00 *16,00  
 
Tabla I2. Resumen estadístico de la prueba a posteriori de los niveles de MT (pmol) de 
las ratas expuestas a Cd, durante 60 días. 
 
Comparación 
 

Tamaño 
muestreal 

Diferencia del 
rango promedio 

Valor de p 

 
Control vs. 10 ppm 

 
8 

 
-2640,40 

 
   * p<0,001 

Control vs. 25 ppm 8  1078,70 * p<0,05 
Control vs. 100 ppm 8      61,13 ns p>0,05 
10 ppm vs. 25 ppm 8  3719,10   * p<0,001 
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10 ppm vs. 100 ppm 8  2701,50   * p<0,001 
25 ppm vs. 100 ppm 8 -1017,60 ns p>0,05 

* p<0,05 = significativo.    ns p>0,05 = no significativo. 
 
 
 
 
APÉNDICE J 
Tabla J1. Resumen estadístico del análisis de KrusKal-Wallis para las actividades de la 
LDH (U/g.p.h) de las ratas expuestas a Cd, durante 60 días. 
 
Parámetros 
estadísticos 

Control 10 ppm de Cd 25 ppm de Cd 100 ppm de Cd 

 
Media 

 
67,20 

 
74,98 

 
94,12 

 
80,13 

DS 8,00 11,09 14,43 3,95 
SEM 3,02 3,92 5,45 1,49 
Mediana  65,11 77,49 95,34 79,58 
Menor IC 95% 59,81 65,70 80,78 76,48 
Mayor IC 95% 74,60 84,26 107,46 83,78 
Valor mínimo 54,82 51,93 74,76 75,72 
Valor máximo 78,94 88,42 119,13 87,78 
KrusKal-Wallis   *14,40  
 
Tabla J2. Resumen estadístico de la prueba a posteriori para las actividades de la LDH 
(U/g.p.h) de las ratas expuestas a Cd, durante 60 días. 
 
Comparación 
 

Tamaño 
muestreal 

Diferencia del 
rango promedio 

Valor de p 

 
Control vs. 10 ppm 

 
8 

 
  -7,46 

 
ns p>0,05 

Control vs. 25 ppm 8 -17,71   * p>0,01 
Control vs. 100 ppm 8   -9,46 ns p>0,05 
10 ppm vs. 25 ppm 8 -10,26 ns p>0,05 
10 ppm vs. 100 ppm 8   -2,00 ns p>0,05 
25 ppm vs. 100 ppm 8    8,26 ns p>0,05 

* p<0,05 = significativo.    ns p>0,05 = no significativo 
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Resumen (abstract): 
Se determinó el efecto de la bioacumulación de Cd sobre los niveles 
de Zn, metalotioneínas (MTs) y la actividad de la enzima lactato 
deshidrogenasa (LDH) en el cerebro de ratas expuestas a distintas 
concentraciones de CdCl2 en el agua de beber, durante 30 y 60 días. 
Las concentraciones de Cd se midieron por la técnica de 
espectroscopia de absorción atómica (horno de grafito), para ello se 
optimizaron y compararon dos técnicas de pretratamiento de las 
muestras: digestión ácida y suspensión asistida por ultrasonido; la 
cuantificación de Zn se realizó a través del equipo de espectroscopia 
de plasma acoplado inductivamente (ICP); los niveles de MTs se 
obtuvieron midiendo las concentraciones de grupos-SH por el método 
de Ellman y la actividad de la LDH se determinó 
espectrofotométricamente a 340 nm. La técnica de pretratamiento por 
suspensión resultó ser el método más confiable. En relación con los 
niveles de Cd, Zn y MT se evidenciaron aumentos en la dosis de 10 
ppm, durante la exposición de 30 días. A los 60 días, los niveles de 
MT, también, aumentaron en la dosis de 10 ppm; sin embargo, a una 
dosis de 25 ppm se observaron altos niveles de Cd y Zn, disminución 
de MTs y aumentos en la actividad de la LDH. Estos resultados 
indicaron que en la dosis de 10 ppm, se indujo un mecanismo de 
respuesta celular, a través del aumento de MTs, la cual puede atrapar 
y disminuir la toxicidad del metal; en contraste la dosis de 25 ppm en 
un período de 60 días resultó ser tóxica, reflejado por el descenso en 
los niveles de MTs y el aumento en la actividad de la LDH, la cual 
refleja los requerimientos energéticos no suplidos por actividad 
mitocondrial en situaciones de estrés generados por la toxicidad del 
Cd. 
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