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Resumen 

 

 

El Cadmio (Cd
2+

) es un contaminante ampliamente distribuido en el ambiente; la 

exposición de la población ocurre principalmente a través del humo de tabaco. Se han 

descrito efectos adversos en la salud, algunos de los cuales son dependientes del sexo. 

Específicamente, en crías expuestas durante la gestación, disminuye el peso de nacimiento 

(PN) lo que se asocia a una exposición fetal aumentada a glucocorticoides (GC). 

 

Los GC actúan a través de sus receptores específicos (GR) localizados en los tejidos 

blancos; en el hígado, la unión GC-GR activa la expresión de genes involucrados en el 

metabolismo de carbohidratos (CH) y lípidos. Entre éstos se encuentra el gen de la enzima 

fosfoenol piruvato carboxiquinasa (PEPCK, limitante en el proceso de gluconeogénesis) y el 

de la enzima acetil Co-A oxidasa (AOX, limitante en el proceso de β-oxidación  

peroxisomal). 

 
En este estudio, se postuló que el Cd

2+ 
administrado durante la gestación induce en las 

crías neonatas una alteración en la expresión hepática del GR y consecuentemente, de sus 

genes blancos, PEPCK y AOX, con una concomitante alteración en los niveles hepáticos de 

glicógeno, triacilglicerol (TAG) y colesterol, de manera diferenciada en machos y hembras. 

 

El modelo de estudio utilizado fue ratas de la cepa Wistar tratadas con 10 ppm de 

Cd
2+ 

(como CdCl2 en el agua de bebida) desde el destete hasta el cruzamiento, y luego con 50 

ppm de Cd
2+ 

durante toda la gestación. Posteriormente, en el hígado de las crías neonatas se 

determinó la expresión de GR (proteína, mediante Western Blot y mRNA por qRT-PCR), 

PEPCK (mRNA) y AOX (mRNA). También se analizó el contenido de glicógeno, TAG y 

colesterol. 

 

Los resultados indican que GR hepático aumenta su expresión en hembras y en 

machos disminuye. También hay efectos diferenciados en los niveles de mRNA para  

PEPCK, y AOX. 

 
Se concluye que la exposición a Cd

2+ 
durante el desarrollo induce alteraciones 

tempranas en el patrón de expresión de genes relacionados con el sistema GC y  metabolismo 
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de CH y lípidos. Los efectos son dependientes del sexo y pueden inducir una reprogramación 

fetal a largo plazo explicando el desarrollo de ciertas patologías. 

 

 

 

Abstract 

 
 

Cadmium (Cd
2+

) is a widely distributed pollutant in the environment, although the 

exposure to the population is mainly through the tobacco smoke. Adverse toxic health effects 

have been described in the human population; which some of them are sex-dependent. 

Specifically, in offspring exposed throughout the pregnancy period, the birth weight is lower 

compared to non-exposed offspring, which is associated to an increased fetal exposure to 

glucocorticoids (GC). 

 

GC acts through specific receptors (GR) located in the target tissues; in the liver, the 

GC-GR binding activates the expression of genes involved in the carbohydrate (CH) and  

lipid metabolism. Some of these target genes are: the phosphoenolpyruvaate carboxykinase 

enzyme (PEPCK, a limiting step in the gluconeogenesis pathway) and acyl Co-A oxidase 

enzyme (AOX, a limiting step in the peroxisomal β-oxidation pathway). 

 
In this study, we postulate that a Cd

2+ 
administered during gestation induces an 

alteration in the hepatic expression of GR and consequently, of their target genes: PEPCK 

and AOX concomitantly to modify hepatic levels of glycogen, triacylglycerol (TAG) and 

cholesterol. These responses may be differentially expressed in males and females. 

 

The animal model to test the hypothesis was the Wistar rat. After weaning, females 

were treated with Cd
2+ 

(10 ppm, as CdCl2 in the drinking water) until mating. After  

pregnancy detection, Cd
2+ 

doses were increased to 50 ppm and continued throughout all the 

pregnancy period (21 days). At delivery, offspring livers were collected and frozen until 

determinations of GR expression (protein, by Western Blot and mRNA by qRT-PCR), 

PEPCK (mRNA), AOX (mRNA). Also, the amounts of glycogen, TAG and cholesterol were 

analyzed. 
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Results indicate that GR expression (mRNA and protein) was higher in female, and 

lower in males, compared to their respective controls. Also, levels of PEPCK and AOX 

mRNA were differentially expressed. 

 
It is concluded that prenatal exposure to 50 ppm of Cd

2+ 
induces early alterations in 

the expression pathway of genes related with the GC system, affecting also the CH and lipid 

metabolism. The effects are sex-dependent and may induce a long time fetal programming, 

which may explain the development of some diseases. 



 

 

 

 

6  

Introducción 

 
 

El cadmio (Cd
2+

) es un metal pesado ampliamente distribuido en el medio ambiente y 

al cual se le han comprobado numerosos efectos adversos en la salud. Existen dos vías de 

exposición a este metal: una es la oral, a través de la ingestión de alimentos contaminados y  

la otra es por la inhalación (fundamentalmente por el humo del cigarro). 

 

Se han realizado estudios en los cuales se ha demostrado que las personas fumadoras 

tienen una exposición más alta a este metal, y por lo tanto, un mayor riesgo; y además, que 

existe una diferencia entre sexos, observándose que las mujeres poseen una mayor 

concentración de este metal que los hombres. 

 
Al exponer ratas gestantes a altas dosis de Cd

2+
, se observó efectos adversos en sus 

crías, dentro de los cuales podemos mencionar un menor peso de nacimiento (PN) y una 

mayor exposición de las crías a glucocorticoides (GC). 

 

El aumento en la exposición a GC podría inducir alteraciones importantes en el 

metabolismo de hidratos de carbono (CH) y lípidos a nivel hepático de las crías. La respuesta 

metabólica a un exceso de GC está mediada por el receptor de glucocorticoide (GR) en el 

tejido hepático, quien al activarse por la unión de la hormona induciría cambios en la 

expresión de sus genes blanco comprometidos en el metabolismo hepático de CH y lípidos. 

 

El objetivo de esta memoria de título fue estudiar el efecto de la exposición prenatal a 

Cd
2+ 

en la expresión del GR hepático de ratas neonatas y su asociación con el metabolismo  

de CH y lípidos, específicamente en la expresión de dos importantes enzimas: fosfoenol 

piruvato carboxiquinasa (PEPCK), que participa en la gluconeogénsis y acetil Co-A oxidasa 

(AOX), que ejerce un rol fundamental en la β-oxidación peroxisomal. Además, de evaluar 

cómo se ven afectadas las concentraciones de triacilglicerol (TAG), colesterol y glicógeno en 

tejido hepático. Debido a que algunos efectos pueden ser diferentes de acuerdo al sexo del 

animal, estos efectos se estudiaron por separado. 



 

 

 

 

7  

Revisión bibliográfica 
 

Generalidades 

 

El Cd
2+ 

es un elemento que se encuentra en forma natural en la corteza terrestre; 

cuando está en estado puro es un metal suave y de color blanco plateado, pero por lo general 

se encuentra como un mineral combinado con otros elementos como el oxígeno (óxido de 

Cd
2+

), el cloro (cloruro de Cd
2+

) o el sulfuro (sulfato o sulfuro de Cd
2+

) (ATSDR, 2008). Es 

un metal pesado muy tóxico, dañino para el medio ambiente y para los seres  humanos, 

debido a que posee una prolongada persistencia en el cuerpo humano. Es tóxico como un 

contaminante industrial, asociado a la producción de zinc (Bernard, 2008) y como 

contaminante de los alimentos, y es uno de los mayores componentes del humo del tabaco 

(Morselt, 1991). 

 

Los seres humanos tienen dos vías de exposición a Cd
2+

: una es oral, a través de 

ingestión de agua y alimentos que contengan el metal (alrededor de 10%) y la otra por 

inhalación, principalmente a través del humo de tabaco (ATSDR, 2008; Fowler, 2009). 

 

 

 

Metabolismo y efectos adversos de Cadmio 

 

Una vez absorbido, el Cd
2+ 

se acumula en los organismos por largos períodos, debido 

a su vida media de entre 15 a 30 años; y en animales, en órganos vitales como riñones,  

hígado y pulmón, causando daños irreversibles (Henson y Anderson, 2000; Bernard, 2008). 

Se excreta principalmente a través de la orina (Bhattacharyya et al., 2000). 

Es altamente tóxico en el riñón, especialmente en las células tubulares que son su 

principal sitio de acumulación, por lo que también puede causar, a través de un daño 

indirecto, desmineralización de los huesos. En el pulmón, puede alterar sus funciones, 

aumentando los riesgos de aparición de cáncer (Bernard, 2008). En el sistema vascular, 

provoca daños morfológicos e hipertensión (Fowler, 2009). Todos estos efectos han sido 

descritos en animales de laboratorio y en poblaciones expuestas a concentraciones 

relativamente altas de Cd
2+ 

(Bernard, 2008). 

Alvarez et al., (2007), observaron que Cd
2+ 

provoca una alteración en la síntesis de 

lípidos. Dado que los lípidos son el principal componente de las membranas celulares,    estas 
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alteraciones pueden modificar la permeabilidad de la célula y generar la entrada de elementos 

adversos a la célula. 

La exposición a Cd
2+ 

está asociada con la inducción de ciertos tipos de cánceres en 

animales y humanos (Fowler, 2009) por lo que está catalogado por la Agencia Internacional 

del Cáncer (IARC) como agente cancerígeno. 

Lall y Dan (1999) demostraron que el Cd
2+ 

induce una estimulación de la secreción de 

GC en numerosas especies, específicamente, su activación es en el eje pituitaria-adrenal, lo 

que genera un aumento en las concentraciones de GC plasmáticos (Hidalgo y Armario,  

1987), es decir, posee efectos como “disruptor-endocrino”, afectando principalmente el 

sistema endocrino-reproductivo y los efectos son mayores si la exposición ocurre en etapas 

tempranas del desarrollo (Henson y Chedrese, 2004). Debido a que el humo del tabaco es una 

importante fuente de contaminación de Cd
2+, 

los órganos reproductivos de los fumadores 

pueden estar más expuestos a niveles tóxicos de Cd
2+ 

y se pueden producir alteraciones 

reproductivas. Se ha demostrado que los niveles de progesterona son menores en placentas de 

madres fumadoras comparadas con las no-fumadoras (Piasek et al., 2001). 

Se ha descrito que los efectos de Cd
2+ 

son dependientes del género: en general, las 

mujeres acumulan mayores concentraciones de Cd
2+ 

en su organismo (Oskarsson et al.,  

2004) y en consecuencia, poseen un riesgo mayor de efectos adversos para la salud; y se ha 

observado que, dentro de su acción como “disruptor-endocrino” posee efectos estrogénicos, 

afectando las crías hembras de madres gestantes expuestas (Vahter et al., 2007). Estas 

diferencias de género se han explicado en estudios en los cuales se observó que existe una 

relación inversa, donde al existir una menor concentración orgánica de hierro la absorción 

intestinal de Cd
2 

es mayor, lo que es común en mujeres en edad reproductiva y, 

específicamente durante el embarazo (Kippler et al., 2009). Además se ha postulado que 

existen diferencias en la cinética, modo de acción y susceptibilidad al Cd
2+ 

entre hembras y 

machos (Niedhammer et  al.,  2000). Se observó, que el  Cd
2+  

induce una disminución en    la 

tasa de filtración glomerular en mujeres expuestas a niveles más bajos que aquellos que 

afectan a los hombres (Akesson et al., 2005). 

Estudios anteriores (Liu et al., 2001), han demostrado que los efectos de la exposición 

prenatal a GC dependen del momento de exposición en el cual se ve afectada la cría y  

además de su  sexo, siendo las hembras  más  resistentes  que los  machos. Clifton  y Murphy 



 

 

 

 

9  

(2004), postularon que placentas de fetos humanos de crías hembra poseen una mayor 

inactivación de GC y una menor cantidad de GR que los machos. 

En estudios realizados por Nordberg et al., (2007), se observó que el  Cd
2+  

no 

atraviesa fácilmente la placenta ni la barrera hematoencefálica, lo que explicaría la baja 

toxicidad que provoca en los fetos y sistema nervioso central (SNC), comparado con otros 

metales pesados. 

Sin embargo, se han observado efectos deletéreos de una exposición prenatal a este 

metal, asociados principalmente a sus efectos como “disruptor-endocrino”. Dentro de los 

efectos prenatales, se encuentra la disminución del PN de la cría expuesta y nacimientos 

prematuros. Estudios epidemiológicos en humanos, mostraron una relación inversa entre 

niveles de Cd
2+ 

placentario y el PN (Ronco et al., 2009). Además el bajo PN está asociado al 

riesgo de desarrollar ciertas patologías crónicas en la adultez, como diabetes, hipertensión y 

enfermedad coronaria. Este concepto, al cual se le conoce como “reprogramación fetal” 

implica que un estímulo adverso durante la gestación induce en la cría mecanismos que 

programan la regulación de la expresión de genes, lo que les permite crecer y desarrollarse 

hasta el nacimiento. Sin embargo, en la edad adulta, al no existir ese estímulo, y al  

mantenerse la programación, se pueden originar ciertas patologías. Es así como, el 

sobrepeso/obesidad/ enfermedad coronaria podrían ser programables en la vida temprana, ya 

que factores ambientales adversos durante este período causan una alteración en el 

crecimiento y desarrollo normal, generándose un fenotipo adulto más susceptible de 

desarrollar estas patologías crónicas (Barker y Osmond, 1986). 

Estudios anteriores demostraron que ratas preñadas tratadas con Cd
2+ 

durante toda la 

gestación tienen crías de menor PN (Ronco et al., 2009); además, cuando la exposición 

prenatal fue de 50 ppm de Cd
2+ 

se indujo un incremento materno en las concentraciones de 

GC, el que también se observó en las crías (Cottrell y Seckl, 2009; Seckl y Holmes, 2007). 

Asimismo, esta sobreexposición a GC puede programar la fisiología de las crías 

incrementando la posibilidad de presentar desórdenes en las funciones cardiovasculares, 

homeostasis de la glucosa, actividad del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal (HPA) y conductas 

de ansiedad durante la vida adulta (Cottrell y Seckl, 2009). 

La exposición fetal a GC está controlado en parte por la presencia de la enzima 11β- 

hidroxiesteroide  deshidrogenasa  tipo  2  (11β-HSD2)  en  la  placenta,  donde  se   encuentra 
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presente en grandes concentraciones y es la responsable de inactivar los GC activos, 

regulando la exposición fetal a estas hormonas (Seckl y Holmes, 2007). 

Por otra parte, el Cd
2+ 

puede modificar la actividad de numerosas enzimas 

relacionadas con el metabolismo de los CH en mamíferos (Long, 1997), entre las cuales se ha 

observado que ejerce un efecto estimulatorio en la gluconeogénesis hepática (Chapatawala et 

al., 1982), como también induce una alteración en la capacidad de las funciones celulares de 

GR hepático (Elez et al., 2001) y provoca alteraciones en el metabolismo de lípidos, las que 

pueden modificar la permeabilidad celular (Alvarez et al., 2007). 

 

 

 

Glucocorticoides; funciones y mecanismo de acción. 

 
Los GC son hormonas esteroidales producidas mayoritariamente por las glándulas 

adrenales y son mediadores de la respuesta al estrés. Son segregadas en la zona fasciculada  

de la corteza suprarrenal, donde no existe un almacenamiento en cantidades importantes 

desde un punto de vista fisiológico, por lo que su biosíntesis a partir de colesterol equivale a 

su secreción. El cortisol más importante en el hombre es el GC y su secreción es regulada por 

un mecanismo de retroalimentación negativa con participación del eje HPA. En los roedores, 

el GC más importante es la corticosterona (Velazco, 1992; Flores et al., 2003). 

La secreción de GC por la corteza adrenal está bajo un control neuroendocrino, 

mediante el eje HPA y es regulado mediante un sistema de “retroalimentación”. La  

activación de este eje comienza con la secreción hipotalámica del factor liberador de  

hormona corticotropina (CRH) el cual estimula a la pituitaria a que secrete la hormona 

adrenocorticotrópica (ACTH), la que finalmente ejerce un efecto en las glándulas adrenales 

que culmina con la síntesis de GC. Los GC son los reguladores de la actividad de este eje y 

ejercen su acción a través de uniones celulares específicas con su receptor (GR), y actúan a 

través de centros extra-hipotalámicos, hipotálamo y pituitaria, limitando una sobreexposición 

sistémica del organismo a GC y estableciendo así la “retroalimentación” regulatoria 

(Malkoski y Dorin, 1999; Cole et al., 1995). 

Los GC son regulados por la actividad de dos enzimas; 11β-HSD1 la cual se encarga 

de su activación y la 11β-HSD2, que es responsable de su inactivación. Ambas se encuentran 

en  la  mayoría  de  los  tejidos,  pero  la  segunda  se  encuentra  principalmente  en  el  tejido 
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placentario de humanos y roedores, regulando el transporte de GC al feto evitando una 

exposición temprana excesiva de GC activos (Beek et al., 2004). 

Los GC también actúan controlando la síntesis de proteínas. En los tejidos blanco 

interactúan con una proteína receptora situada en el citoplasma denominada GR al que se 

unen con elevada afinidad formando un complejo esteroide-receptor. En consecuencia, el 

complejo hormona-receptor se activa, translocándose al núcleo, donde se fija a la cromatina y 

regula la transcripción de genes específicos que codifican la síntesis de algunas enzimas 

(Hayne, 1991; Flores et al., 2003). 

La expresión del GR hepático puede ser determinada por los GC mediante una 

activación ligando-dependiente, ya que se ha observado que una disminución en los niveles 

de GC está asociado a una disminución en la actividad de GR (De Martino et al., 2004). 

Como consecuencia, la disponibilidad de GC representa el primer punto crítico en la 

activación de GR (London y Castonguay, 2009). Los GC en su forma activa (cortisol en 

humanos y corticosterona en roedores) juegan un rol fundamental en la mantención de los 

niveles de glucosa sanguínea durante el ayuno a través de su interacción con GR (De Martino 

et al., 2004; Zhou y Cidlowski, 2005), mediante la estimulación de la enzima PEPCK, que 

potencia la producción de glucosa hepática a través de la gluconeogénesis (Valera et al,, 

1994), ya que según estudios anteriores (Gumy et al., 2008; Nyirenda et al., 1998) GC y GR 

ejercen un efecto positivo en la síntesis de mRNA de esta enzima, elevando así los niveles 

plasmáticos de glucosas para abastecer los mayores requerimientos durante el estrés 

(Mommsen et al., 1999), a través de una compleja unidad de respuesta a GC mediada por el 

GR (Hall et al., 2000). 

Los GR actúan como factores transcripcionales activados por el ligando (la hormona 

correspondiente) regulando, por diversos mecanismos, la transcripción génica y están 

presentes en todas las células nucleadas (Munck et al., 1990). 

Durante el desarrollo, el GR es expresado desde el inicio de la vida embrionaria en la 

mayoría de los tejidos. Es esencial para la sobrevivencia de las crías, como se pudo 

comprobar en estudios realizados en ratones, donde su fenotipo para GR fue anulado, los 

cuales no sobrevivieron luego del parto (Cole et al., 1995). 

Las principales funciones de los GC son mantener la glicemia y evitar la hipotensión 

arterial,  así  como  modular  la  respuesta  inmune  e  inflamatoria,  y  los  mecanismos      de 
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adaptación al estrés (Kemp, 2000). Son cruciales durante el desarrollo fetal para la 

maduración de los tejidos, y su acción más notable durante la gestación tardía es estimular la 

producción de surfactante pulmonar, que es una acción crítica para preparar al feto a la vida 

extrauterina. Por esta razón, para aumentar la viabilidad postnatal en partos prematuros se 

utilizan GC exógenos (Roberts y Dalziel, 2006), lo que a su vez aumenta el riesgo de  

producir efectos adversos en la vida adulta. Entre los efectos agudos y crónicos por un exceso 

de GC exógenos se encuentran: la inducción de hiperglicemia, resistencia a la insulina, 

hiperlipidemia, hipertensión, disforia y supresión de procesos inmunológicos, inflamatorios y 

cognitivos (Munck y Naray-Fejes-Toth, 1994; McEwen, 2007). 

 

 
 

Acción de glucocorticoides sobre genes blanco de la unión glucocorticoides-receptor de 

glucocorticoide: fosfoenol piruvato carboxiquinasa y acetil Co-A oxidasa 

 

La enzima PEPCK participa en la primera etapa de la vía metabólica de la 

gluconeogénesis, es regulada y limitante, por lo tanto es irreversible y cataliza la conversión 

del intermediario oxalacetato, que a su vez proviene del precursor piruvato, en 

fosfoenolpirúvico (PEP) (Utter y Kolenbrander, 1972). Las reacciones posteriores de la vía 

conducen a la obtención de glucosa, por lo tanto, es una enzima que participa activamente en 

la mantención de los niveles sanguíneos de glucosa frente a estrés y ayunos prolongados. 

La β-oxidación de ácidos grasos de cadena muy larga se realiza en los peroxisomas. 

AOX es la primera enzima de la β-oxidación peroxisomal (Poulos et al., 1989). Al modificar 

genéticamente ratas, haciéndolas deficientes en AOX, se observó esteatosis y una espontánea 

proliferación de peroxisomas en el hígado (Cole et al., 1993). 

Burgess et al., (2007) han propuesto que PEPCK además de su participación en la 

gluconeogénesis, tiene un rol en la regulación de ciclo de los ácidos tricarboxílicos y la 

generación de glicerol-3-fosfato, que sirve como columna para la síntesis de TAG, 

observando She et al., (2000) que frente a una completa ausencia de PEPCK hepática, el 

hígado acumula TAG. 
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Mecanismo de control fetal a una sobreexposición temprana a glucocorticoide 
 

Durante el desarrollo fetal, la enzima 11β-HSD2 placentaria provee una barrera a los 

GC maternos, inactivándolos y evitando así alteraciones en las crías (Cottrell y Seckl, 2009). 

En el humano, la inactivación del cortisol por la 11β-HSD2 conduce a la formación de 

cortisona; en roedores, la inactivación de la corticosterona por la 11β-HSD2 conduce a la 

formación de la 11 dihidro corticosterona. Una alteración en la actividad de la 11β-HSD2 en 

mujeres gestantes tendrá los mismos efectos que una administración materna de GC o un 

estrés prenatal (Seckl y Holmes, 2007; Seckl, 2004), siendo una pieza clave en la 

programación fetal, ya que puede ser el integrador crucial de las influencias ambientales 

maternas que proveen al feto una predicción sobre cuáles serán las circunstancias en las que 

nacerá (Seckl y Holmes, 2007). 

Se ha observado que los efectos de una exposición prenatal a GC, además de  

depender del momento en el cual afecta a la cría, depende de su sexo (Liu et al., 2001), 

siendo las hembras más resistentes que los machos, tal como se observó en estudios 

anteriores, en donde placentas de fetos humanos femeninos poseen una mayor inactivación  

de GC y menor cantidad de receptores para corticosteroide que los machos (Clifton y 

Murphy, 2004). 

En estudios realizados por Ronco et al., (2009) no se encontró diferencias en la 

expresión ni actividad de la enzima placentaria 11β-HSD2 de ratas al momento del parto 

(entre  control  y expuestas  a  dosis  altas  de  Cd
2+

).  Estos  resultados  hacen  pensar  que las 

placentas de madres expuestas a Cd
2+ 

son incapaces de inactivar el exceso de GC  provocado, 

con la consecuente sobreexposición del feto a elevadas concentraciones de GC. También la 

fisiología placentaria puede ser dañada por Cd
2+ 

aún cuando éste no sea capaz de atravesar la 

barrera placentaria. 

 

Debido a un ambiente perturbador durante la gestación, se ven alteradas la función 

placentaria y la entrega de nutrientes al feto, siendo los más críticos la glucosa y el oxígeno. 

Se ha observado que al aumentar la exposición a GC y disminuir o bloquear la actividad 

placentaria de 11β-HSD2, se reduce el crecimiento fetal (Cottrell y Seckl, 2009; Seckl y 

Holmes, 2007) y existe un mayor riesgo de partos prematuros (Rondo et al., 2003). 

Es posible que el menor PN de neonatos de madres expuestas sea concomitante con 

alteraciones metabólicas o de otras funciones de algunos órganos como hígado, riñón y 
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corazón lo que puede llevar al desarrollo de ciertas patologías a largo plazo. (Cottrell y Seckl, 

2009). 

Programación fetal 
 

Mecanismos moleculares tales como el estrés y GC ejercen efectos en  la 

programación del feto incluyendo cambios epigenéticos en la cromatina y fenotípicos, los  

que afectan notablemente la expresión de GR en tejidos específicos. El estrés prenatal o la 

exposición a GC nos puede proveer la conexión entre la maduración fetal y la fisiopatología 

en la vida adulta (Seckl y Holmes, 2007), ya que este exceso de GC en la vida temprana 

puede alterar permanentemente las señales de GC en los tejidos. Sus efectos pueden ser 

beneficiosos, pero a largo plazo incrementan el riesgo de desarrollar patologías, ya que el feto 

se adapta modificando su tamaño, estructuras y funciones (Cottrell y Seckl, 2009). 

La administración de dexametasona a hembras gestantes induce en sus crías a los 6 

meses de edad, un incremento en la expresión de GR y una reducción en la expresión de 11β- 

HSD2 renal. Cabe destacar que este último efecto es prevenido al proporcionar una dieta con 

un alto contenido de omega-3 (Wyrwoll et al., 2007). 

Al exponer a ratas gestantes a GC o una nutrición materna deficiente en proteínas, se 

observó un bajo PN, una alteración en GR y como consecuencia, un incremento en la 

expresión y actividad de PEPCK y la programación de la resistencia a la insulina y problemas 

de tolerancia a la glucosa en la vida adulta (Hales et al., 1996; Ozanne et al., 1996; Nyirenda 

et al., 1998, Lillycrop et al., 2005). 

Entre las enfermedades que se pueden presentar durante la vida adulta, debido al  

estrés prenatal al cual fue sometido el individuo, se encuentran los desórdenes en el eje HPA, 

tanto en su función como en su regulación. (Cottrell y Seckl, 2009; Seckl, 2004; Mueller y 

Bale, 2008), además de hipertensión, diabetes tipo 2, obesidad y síndrome metabólico, 

enfermedad coronaria cardíaca, osteoporosis, depresión y psicosis, falla renal crónica y 

respuesta gonadal e inmune alterada (Seckl y Holmes, 2007). 

Existen evidencias que la programación fetal específica por sexo comienza muy 

temprano en la gestación, dependiendo del tiempo de exposición y vulnerabilidad del feto a 

insultos maternos. Crías expuestas a una deficiencia proteica dietaria durante la gestación, 

poseen alteraciones en GR hepático, alterando la expresión de genes blanco relacionados con 

el metabolismo de lípidos y CH, como PEPCK y AOX. Específicamente, se observó una 
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alteración del gen de receptor activado de proliferación peroxisomal (PPAR-α) lo que se 

traduce en un incremento en la expresión de su gen blanco, AOX (Lillycrop et al., 2007; 

Mueller y Bale., 2008). Así también, en crías adultas de ratas expuestas a dexametasona 

durante la gestación tardía, la expresión hepática y actividad del mRNA del GR y de PEPCK 

se ven incrementadas (Nyirenda et al., 1998). Por otra parte, en condiciones de restricción 

energética, tales como el ayuno o el ejercicio, las concentraciones sistémicas de GC se  

elevan, y esto es detectado por GR hepático, el cual coordina cambios en el metabolismo para 

movilizar glucosa a otros tejidos, como por ejemplo cerebro y músculo esquelético a través 

de una “regulación positiva” del mRNA de PEPCK (Opherk et al., 2004). 

Un ciclo importante del metabolismo de CH es la gluconeogénesis a partir de 

intermediarios como lactato y aminoácidos que mantiene los niveles circulantes de glucosa 

durante la ausencia de ingesta de comida (Chandramouli et al., 1997). PEPCK es una de las 

enzimas catalizadoras, la cual se encuentra en mayor proporción en la mitocondria, y 

parcialmente en citosol en humanos (Van den Berghe, 1996). El mRNA de PEPCK es 

inducido por GC, hormona tiroidea y glucagón (Loose et al., 1985), mientras que la insulina 

es un represor importante de la actividad del promotor (Kioussis et al., 1978). Desai et al., 

(1997) observaron que en ratas gestantes sometidas a un régimen nutricional con restricción 

proteica, sus crías muestran un incremento en la gluconeogénesis hepática, lo que refleja un 

incremento en la expresión hepática de GR y la expresión de PEPCK (Lillycrop et al., 2005). 
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Hipótesis 

 

 

En ratas, la exposición prenatal a cadmio induce una alteración en la expresión del 

receptor de glucocorticoide hepático, lo que altera la expresión de sus genes blanco 

relacionados con el metabolismo de hidratos de carbono y lípidos. 

 

Objetivo general 

 

 

Demostrar que la exposición a cadmio durante la gestación en ratas, induce en las 

crías alteraciones del metabolismo hepático. 

 

Objetivos específicos 

 

 

1.- Evaluar el efecto de la exposición a cadmio (50 ppm) durante la gestación sobre la 

expresión del receptor de glucocorticoide (mRNA y proteína) en tejido hepático de neonatos 

machos y hembras. 

 

2.- Evaluar el efecto de la exposición a cadmio (50 ppm) durante la gestación, sobre la 

expresión (mRNA) de dos genes blanco del receptor de glucocorticoide en tejido hepático de 

neonatos machos y hembras: 

a.- Fosfoenol piruvato carboxiquinasa (PEPCK, metabolismo de 

carbohidratos) 

b.- Acetil CoA oxidasa (AOX; metabolismo de lípidos) 
 

 

3.- Determinar el efecto de la exposición a cadmio (50 ppm) durante la gestación, 

sobre las concentraciones de triacilglicerol y colesterol en tejido hepático de neonatos  

machos y hembras. 

 

4.-Determinar el efecto de la exposición a cadmio (50 ppm) durante la gestación sobre 

la concentración de glicógeno en tejido hepático de neonatos machos y hembras. 

 

5.-Establecer las correlaciones existentes entre la expresión de receptor de 

glucocorticoide y sus genes blanco con los niveles hepáticos de triacilglicerol, colesterol y 

glicógeno. 
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Materiales y Métodos 

 

 

Modelo de estudio y tratamientos 
 

 

Este estudio se realizó en ratas de la cepa Wistar. Ratas hembra recién destetadas (21 

días de edad) fueron expuestas a 10 ppm de CdCl2 (tratadas) o no (controles) en el agua de 

bebida desde el destete hasta la edad de 2 meses. Durante este período, ratas controles y 

tratadas se alimentaron con la dieta AIN-76 (Diet Research, USA, composición en Tabla 1). 

Los animales controles recibieron agua destilada. 

Se cruzaron 10 hembras vírgenes (200-250 g) de cada grupo (control y tratadas); la 

monta se determinó por visualización de espermatozoides en fluido vaginal en el microscopio 

(día 0). Las ratas preñadas fueron sometidas a un tratamiento con 50 ppm de Cd
2+ 

(como 

CdCl2 en el agua de bebida) durante todo el período de gestación y fueron alimentadas ad 

libitum con dietas isocalóricas (AIN-93G, ver tabla 2 de composición). Los animales 

controles recibieron agua destilada. El régimen de los animales fue de 12 h de luz y 12 h de 

oscuridad para todos los grupos de estudio. 

Un día antes del parto (día 20 de gestación) se realizó una cesárea, insensibilizándolas 

con CO2. Todas las cesáreas se realizaron en la mañana (9:00-11:00 h), se colectaron las crías 

y órganos los que se mantuvieron congelados a -80ºC hasta las determinaciones posteriores. 

Los procedimientos con los animales fueron aprobados por el Comité de Ética Animal 

del INTA cuyo certificado se adjuntó al proyecto al momento de ser presentado al Concurso 

Regular de Fondecyt el año 2007 (Anexo). 

A las crías se les determinó el peso y talla (Tabla 3). Además, el peso y talla se 

determinó por separado en hembras y machos (Tabla 4). Estas mediciones fueron realizadas 

previamente por alumnos memoristas de Laboratorio de Hormonas y Receptores, INTA en el 

año 2009. 
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Tabla 1: Composición dieta AIN-76A 

 

Producto G (%) Kcal (%) 

Proteína 20.3 20.8 

Carbohidrato 66 67.7 

Grasa 5.0 11.5 

Total 91.3 100 

Kcal/g 3.9  

Ingrediente Gr Kcal 

Caseina 200 800 

DL-Metionina 3 12 

Almidón de maíz 150 600 

Sacarosa 500 2000 

Celulosa 50 0 

Aceite de maíz 50 450 

Mezcla de minerales 35 0 

Mezcla de vitaminas 10 40 

Bitartrato de colina 2 0 

Total 1000 3902 
 

 

 

 

Tabla 2: Composición dieta AIN-93G 

 

Producto G (%) Kcal (%) 

Proteína 20.0 20.3 

Carbohidrato 64.0 63.9 

Grasa 7.0 15.8 

Total 91.0 100 

Kcal/g 3.9  

Ingrediente G Kcal 

Caseína 200 800 

L-Cistina 3 12 

Almidón de maíz 397 1590 

Maltodextrin 10 132 528 

Sacarosa 100 400 

Celulosa 50 0 

Aceite de soya 70 630 

t-Butilhidroquinona 0.014 0 

Mezcla de minerales 35 0 

Mezcla de vitaminas 10 40 

Bitartrato de colina 2.5 0 

Total 1000 4000 
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Tabla 3: Antecedentes de las crías (promedio ± DE). 
 
 

 Control Tratado (50 ppm Cd
2+ 

durante 

la gestación) 

Peso corporal (g) 3.3  0.4 2.9  0.4* 

Tamaño corporal(cm) 3.8 (3.6-3.9) 3.6 (3.4-3.8) * 

Peso de hígado (g) 0.28 (0.26-0.30) 0.18 (0.16-0.20) * 

Los resultados representan determinaciones realizadas en 140 crías de 10 hembras gestantes. 

Sólo el peso corporal al nacimiento tiene una distribución normal y los datos se expresan 

como promedio  DE. Resultados expresados en medianas y percentiles (25-75), *p<0.001 

test de Kruskal-Wallis. 

 

 

 

 

Tabla 4: Antecedentes de las crías hembra y macho (promedio ± DE). 

 

 HEMBRAS MACHOS 

 CONTROL TRATADO CONTROL TRATADO 

Peso de 

nacimiento (g) 

3.0  0.7 2.9  0.4* 3.2  0.8 3.0  0.7* 

Talla (cm) 3.5 0.5 3.3  0.3* 3.6 0.5 3.4  0.5* 

Los resultados representan determinaciones medidas en aproximadamente  60 crías hembras 

y 60 crías macho provenientes de 10 madres gestantes expuestas (50 ppm Cd
2+

) y controles. 

Los datos se expresan como promedio  DE, *p<0.001 test de Kruskal-Wallis. 

 

 

 
El presente estudio se realizó con los hígados de los neonatos los que fueron  

separados por sexo y estuvieron almacenados a -80ºC en los que se determinó la expresión de 

genes asociados al metabolismo de hidratos de carbono y lípidos. 
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Determinación de la abundancia de receptor de glucocorticoide en tejido hepático por 

Western Blot 

 

La expresión del GR en tejido hepático neonato de ratas tratadas y no tratadas con 

Cd
2+ 

durante la gestación se realizó por la técnica de Western Blot (WB). 

Las muestras de hígado congeladas se molieron en un mortero de vidrio en hielo seco 

(para tener una mezcla homogénea del tejido) y las proteínas se extrajeron con 5 ml de buffer 

RIPA (compuesto por 150 nM cloruro de sodio, 1.0% NP-40 o Triton X-100, 0.5% 

deoxycolato de sodio, 0.1% SDS (dodecil sulfato de sodio) y 50 nM Tris pH 8.0) por gramo 

de tejido. Se agregó inhibidor de proteasas en una proporción de 100 µl de inhibidor por cada 

1 ml de RIPA. Se homogenizó el tejido para su posterior centrifugación a 12.000 rpm por 15 

minutos. Se rescató el sobrenadante. 

Las proteínas se cuantificaron con un kit (Bio-Rad), utilizando una placa de ELISA  

de 96 pocillos, en donde se le agregó a cada 20µl de muestra y su respectivo reactivo. La 

placa se dejó en agitación por 15 minutos y se determinó la absorbancia en un lector de 

ELISA a 630 nm. 

Las proteínas obtenidas de cada muestra se corrieron en un gel de 

acrilamida/poliacrilamida al 10% (electroforesis). Luego se transfirieron a una membrana de 

Polivinilidenedifloride (PVDF) y se incubaron por 12 hrs a 4°C. 

La membrana se lavó con una solución suave y se agitó por 5 a 10 minutos. Luego se 

lavó dos veces por 10 minutos con una solución y dos veces con otra por 5 minutos. Se 

bloqueó la membrana con leche descremada al 5% en T-TBS durante 1 hora (para evitar la 

unión de proteínas inespecíficas). 

La membrana se incubó por otras 12 horas a 4°C con los anticuerpos primarios 

preparados en leche descremada al 5% en T-TBS: anti β-Actina (Abcam, # ab6276) dilución 

1:7000 que se usó para normalizar la carga de la proteína, o anti GR (Abcam, # ab2768) a  

una concentración de 5 µg/ml. Después, se lavó la membrana cuatro veces por 5 minutos  

cada una con T-TBS para remover los residuos del anticuerpo primario y realizar la 

incubación con el anticuerpo secundario cabra anti ratón (Chemicon, # 12-349) durante 1  

hora a temperatura ambiente, usando una dilución 1:1500 en leche descremada al 5% en T- 

TBS. 

Finalmente, se lavó la membrana cuatro veces por 5 minutos cada una con T-TBS y  

se reveló con un kit de quimioluminiscencia “Western lightning plus-ECL” de Perkin   Elmer 
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# NEL103001EA). La densidad de las bandas fue cuantificada con el programa 

computacional Gel-Pro Analyzer. 

 

Determinación cuantitativa de la expresión de los genes de receptor de glucocorticoide, 

fosfoenol piruvato carboxiquinasa y acetil Co-A oxidasa por Real Time PCR (qRT-PCR) 

 

La concentración de mRNA para estos tres genes se realizó por Reacción de la 

Polimerasa en Cadena en tiempo real (qRT-PCR). Se usó el kit “Lightcycler FastStar DNA 

Master SYBR Green I” (ROCHE). 

Este método se basa en la detección y amplificación de fragmentos específicos de 

DNA, mediante la medición de la fluorescencia emitida por una sonda específica del DNA 

diana marcada con un fluorocromo. La fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad de 

producto formado en cada ciclo de qRT-PCR. Para normalizar estas mediciones (para los 3 

genes: GR, AOX Y PEPCK) se utilizó el gen de Actina-2 de Rattus norvergicus. 

El qRT-PCR consta de tres pasos que se repiten un número determinado de ciclos 

dependiendo del gen a medir: separación del DNA para que se encuentre en forma de cadena 

sencilla, unión de los partidores a esta cadena y síntesis de la cadena complementaria a partir 

de los cebadores. 

El fluorocromo utilizado fue SYBR-Green I (agente intercalante que aumenta la 

emisión de fluorescencia cuando se unen a DNA de doble hélice). A medida que aumenta el 

DNA en cada ciclo, existe un aumento proporcional de la fluorescencia emitida. 

La repetición de estos ciclos hace que la cantidad del fragmento de DNA que se está 

amplificando aumente de manera exponencial, de modo que aunque se parta de una cantidad 

muy pequeña al final de un número determinado de ciclos se obtendrá una cantidad muy 

importante. 

El diseño de los partidores es muy importante y su especificidad dependerá del tipo de 

amplificación que se desee hacer. 

La primera etapa de este proceso consiste en la extracción del RNA total de la  

muestra de tejido, el que posteriormente se convierte en DNA (cDNA) con la transcriptasa 

reversa. Polimerasa es la enzima que sintetiza una cadena de DNA complementaria (cDNA) 

para lo que necesita la presencia de pequeñas secuencias de ADN denominadas partidores 

que deben ser complementarios de los extremos de la secuencia que se desea ampliar. 

El RNA se extrajo desde las muestras de hígado fetal pulverizado utilizando Trizol 

(Invitrogen). En tubos  eppendorf   libre de nucleasas      se depositaron 10  a 50 mg de tejido 
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pulverizado. Se agregó 1 ml de Trizol y se homogenizaron las muestras dejándolas a 

temperatura ambiente por alrededor de 5 minutos para luego agregar cloroformo y agitar. Se 

centrifugó a 12.000 x g durante 15 minutos a 4°C y se transfirió a un nuevo tubo eppendorf, 

donde se le añadió 600 µl de isopropanol. Nuevamente fue centrifugada a 12.000 x g a 4°C 

por 10 minutos para obtener un pellet de color blanco o transparente, el cual se lavó con 1 ml 

de etanol 75% (diluido con agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC)) para evitar la 

degradación del RNA y se centrifugó a 7.500 x g por 5 minutos a 4°C. 

El precipitado de RNA se resuspendió con agua de DEPC y se incubó  a 55 – 60°C.  

Se cuantificó midiendo su absorbancia a 260 nm para conocer su concentración. Se sintetizó 

el cDNA utilizando la enzima M-MLV (Promega), para lo que se colocó en un tubo 

eppendorf el volumen equivalente a 1 µg de RNA, se diluyó con agua libre de nucleasas y 

agregó 1 µl de oligo dT (oligo-desoxitimidinas) para luego incubarlo a 70°C en un 

termociclador por 5 minutos. 

La muestra se dejó en hielo y se mezcló con 8 µl de Mix (compuesto por solución 5X 

M-MLV y una mezcla de dNTPs). Se incubó en termociclador a 42°C por 60 minutos y luego 

se inactivó la enzima incubando a 70°C durante 10 minutos. 

Se preparó la mezcla de PCR que contiene 1 µl del cDNA , 1 µl de Master Mix 

(mezcla de reacción que contiene la enzima), 6 µl de agua libre de nucleasas, 1 µl de MgCl2 

(25 mM), 0.5 µl de partidor Forward (Fw) y 0.5 µl de partidor Reverse (Rv; ambos partidores 

son específicos para cada gen) y fueron depositadas en capilares, los que fueron  

centrifugados por un minuto a 12.000 rpm a 4ºC, luego fueron introducidos en el equipo 

LyghtCycler para la realización de la amplificación, de donde se obtuvieron los datos 

utilizando el programa Lyghtcycler 3. El kit comercial utilizado fue “Lightcycler FastStart 

DNA Master SYBR Green I” de Roche. 

 

Los partidores utilizados fueron: 

 

GR Rv 5´- CTC CCT CTG CTA ACC TGT G-3´ 

GR Fw 5´- CCT CCC ATT CTA ACC ATC CT-3´ 

 

AOX Rv 5´- GTG GTT CTG GTT CGC TTT GC-3´ 

AOX Fw 5´-ACA AGC TGA CGT ATG GGA CC-3´ 

 

PEPCK Rv 5´- TGC CTT CGG GGT TAG TTA TGC-3´ 

PEPCK Fw 5´- ACG GTG GGA ACT CAC TGC TTG-3´ 

 

β-Actina Rv 5´- AAG AAA GGG TGT AAA ACG CA-3´ 

β-Actina Fw 5´- CCG TAA AGA CCT CTA TGC CA-3´ 
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Determinación de triacilglicerol y colesterol en tejido hepático 
 

 

Para la medición de TAG y colesterol en la fracción lipídica extraída del tejido 

hepático, se utilizaron los kit TG COLOR (GPO/PAP/AA) y COLESTAT (ENZIMATICO 

/AA) de Wiener Lab, respectivamente. 

Para la extracción de los lípidos se pulverizó el tejido hepático en hielo seco. Se 

tomaron 0.1-0.5 g de tejido y se depositaron en un tubo agregándole 8 ml de 

cloroformo/metanol (2:1). Se homogenizó y agregaron 2 ml de NaCl 0.9% y 200 µl de ácido 

acético y se centrifugó a 2.500 rpm por 5-10 minutos. Se colectó la fase inferior (fase 

clorofórmica) y fue transferida a un tubo de vidrio pequeño y secado  bajo  N2. 

Posteriormente, se agregaron 4 ml de cloroformo 100% a la fase superior remanente fue 

agitado vigorosamente y centrifugado a 2.000-3.000 rpm. La fase inferior se colectó y juntó 

con la previamente colectada, y se dejó evaporar a sequedad bajo N2 gaseoso para evitar la 

oxidación. Las muestras se guardaron a -20°C. 

Una vez obtenidos los lípidos, se cuantificaron con los kits mencionados, para ello se 

disolvieron previamente en 1-2 ml de cloroformo/metanol 2:1 y se sonicaron en sonicador de 

baño 30 segundos. Se tomaron 10 y 20 µl y se secó bajo N2 gaseoso. Finalmente, se le agregó 

Tritón X100 al 0.05% y se sonicó con sonicador de vástago hasta la total resuspensión. 

La muestra se tomó y midió con el kit a través de una reacción colorimétrica 

específica para TAG y colesterol. 

 

Determinación de la concentración de Glicógeno hepático 
 

 

La concentración de glicógeno en el hígado de neonatos se determinó por un kit 

comercial que se basa en la medición de la glucosa liberada por hidrólisis enzimática 

(glucoamilasa) del glicógeno almacenado, obteniendo productos que reaccionaron con prueba 

de OXIRED para generar color y fluorescencia. El ensayo puede detectar glicógeno desde 

0.0004 a 2 mg/ml. Se utilizó el kit “Glycogen Assay” (BioVision). 

Las muestras de tejido hepático congelado se homogenizaron con 200 µl de agua 

destilada fría a 4ºC y luego se colocaron a 100 ºC por 5 minutos para inactivar las enzimas. 

Las muestras fueron centrifugadas a 13.000 rpm por 5 minutos para remover el material 

insoluble. Se agregaron 50 µl de muestra o buffer (BLANCO) a los pocillos de test y luego se 

agregó la mezcla enzimática de hidrólisis y se incubó por 30 minutos a temperatura ambiente. 
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Finalmente, se determinó la glucosa liberada por colorimetría leyendo la absorbancia  

a 570 nm. 

 

Análisis estadístico 

 

Se utilizaron 8 muestras para cada determinación. Para definir la normalidad de los 

datos se usó el test de normalidad Shapiro-Wilk en todas las variables. 

 

Las variables no paramétricas, es decir, aquellas que no presentaron una distribución 

normal, fueron, tanto en hembras como machos: expresión de GR (proteína y mRNA), 

expresión de mRNA de PECK y AOX y finalmente, concentración de TAG, colesterol y 

glicógeno. En las que se utilizó el test de Mann-Whitney para ver diferencias entre  dos 

grupos independientes. Para buscar diferencias entre múltiples grupos independientes se 

utilizó la prueba de Kruskal-Wallis. Valores de p<0.05 fueron considerados diferencias 

estadísticas significativas. 

 

Para ver las asociaciones entre todas las variables medidas se usó el test de  

correlación de Spearman. 
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Resultados y Discusión 

 
La diferente susceptibilidad de hembras y machos a GC, sumado a la dependencia 

de efectos adversos por diferencias sexuales en el caso de ingesta y absorción de Cd
2+ 

motivó estudiar los efectos en crías hembra y macho de madres expuestas durante la 

gestación a 50 ppm de Cd
2+  

por separado. 

Abundancia de la proteína de receptor de glucocorticoide en tejido hepático 
 

En la figura 1 se presenta la abundancia de GR (proteína de 97 kDa) en hígado de 

neonatos hembra (a) y macho (b), provenientes de madres tratadas con CdCl2 durante la 

gestación. Se observó una mayor abundancia de GR (proteína de 97 kDa) en hígado de 

neonatos hembra tratadas, en comparación con las crías hembra de ratas control (Figura 1,a). 

En los neonatos macho, se observó que en el grupo tratado tuvo una menor  

abundancia relativa que sus respectivos controles (Figura 1,b). 

 

 

 

Figura 1. Western Blot de GR en hígado de crías hembra (a) y macho (b) expuestas a Cd
2+  

(50 ppm), y sus respectivos controles relativo a β-actina. 

 

 

La densidad de las bandas de GR y actina fue cuantificada con el programa 

computacional Gel – Pro Analyzer lo que permitió realizar gráficos de barra con sus 

respectivas desviaciones estándares (DE) para facilitar el análisis estadístico 

a) 

b) 
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Se observa en la Figura 2, que la abundancia relativa GR en hembras del grupo  

tratado fue significativamente mayor que la abundancia relativa de GR de sus controles 

respectivos (*p=0.0008). 

Sin embargo, en machos, la abundancia relativa de GR en el grupo tratado resultó 

significativamente menor que  sus respectivos controles (Figura 2, * p= 0.0011) 

 

 

 
 

 

Figura 2. Cuantificación de proteína hepática de GR relativo a β-actina, de crías neonatas 

hembras y machos, control y tratadas con Cd
2+ 

(50 ppm) durante el desarrollo. Los datos se 

expresan como el promedio  DE de 8 muestras por grupo, *p <0.05, Mann-Whitney U. 

 

 

 

Al analizar la abundancia de GR entre los diferentes grupos: hembras, machos, 

tratados o controles, se observaron diferencias significativas (p<0.004) entre hembras 

controles vs hembras tratadas (p=0.000293), hembras controles vs machos controles 

(p=0.003), hembras tratadas vs machos tratados (p=0.000029) y machos controles vs machos 

tratados (p=0.0005). 

En estudios anteriores (Ronco et al., 2009) se observó que ratas neonatas expuestas a 

50 ppm de Cd
2+ 

durante la gestación presentaron un aumento de los niveles plasmáticos 

circulantes de GC (corticoesterona), lo que, según otros autores (Vijayan et al., 2003; 

Nyirenda et al., 1998), sería un efecto ligado a un aumento en la abundancia de proteína de 

GR , tal como lo observamos en hembras. Estas respuestas específicas en hembras y machos 

en  relación  a  la  expresión  de  GR  hepático  por  efecto  prenatal  de    Cd
2+  

constituyen un 
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hallazgo novedoso de este estudio y confirman el dimorfismo sexual frente a una exposición  

a metales pesados. 

La diminución de GR en machos concuerda con los resultados reportados por Vijayan 

et al., (2003), donde un aumento de GC resultó en una disminución en la proteína de GR. 

 

 

 
Expresión de mRNA de los genes de receptor de glucocorticoides, fosfoenol piruvato 

carboxiquinasa y acetil Co-A oxidasa en tejido hepático 

 

Se utilizó qRT-PCR y los valores fueron relativizados con β-actina para las 

mediciones de todos los genes mencionados. A los controles se les asignó un valor de 1 

(control =100%) y los resultados fueron expresados como un porcentaje relativo al control. 

Dado que el sistema GC regula el metabolismo de lípidos y CH, se quizo estudiar las 

consecuencias metabólicas de estos cambios en la expresión de GR hepático, analizando, 

mediante este método, dos de sus enzimas limitantes: PEPCK y AOX. 

Se observó mayor cantidad de mRNA para GR en hembras tratadas con Cd
2+ 

al 

comparararlas con sus controles (Figura 3). Estos valores presentaron una diferencia 

estadísticamente significativa (*p<0.0002 ), (Figura 3). 

 

 
Figura 3. Expresión de GR hepático (mRNA) relativo a β-actina por qRT-PCR en crías 

hembras y machos, controles y tratadas con Cd
2+ 

(50 ppm). Los datos se expresan como el 

promedio  DE relativo al control (Control=100%) de 8 muestras por grupo *p <0.05, Mann-

Whitney U. 
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En crías neonatas macho, el grupo tratado presentó una menor expresión de GR en 

comparación a su respectivo control (Figura 3). Esos valores presentaron una diferencia 

estadística significativa (*p<0.002). 

Con estos resultados se demostró que existe una alteración en la expresión (mRNA)  

de GR hepático, confirmándose el dimorfismo sexual entre hembras y machos. 

Es probable que esta alteración en las hembras, donde hubo un aumento significativo, 

al igual que en el caso de la proteína, sea una consecuencia del aumento de corticoesterona 

plasmática  observada  en  las  crías  expuestas  a  Cd
2+

,  ya  que  de  acuerdo  a  los   estudios 

realizados  por  Henson  y  Chedresse  (2004)  el  Cd
2+   

actúa  como   “disruptor-endocrino”, 

afectando el sistema endocrino, pricipalmente en etapas tempranas del desarrollo (durante la 

gestación) dando como resultado un aumento en la expresión del GR hepático. 

En el caso de la disminución del valor en machos no existen datos similares en la 

literatura, ya que lo común es que estos niveles aumenten. 

En resumen, los resultados de expresión de GR ( proteína y mRNA) indican que los 

niveles de proteína reflejan exactamente los niveles de transcripción del gen, tanto en machos 

como en hembras, por lo que se puede descartar que la exposición prenatal Cd
2+ 

induzca en el 

hígado de neonatos alteraciones post transcripcionales y post traduccionales del GR. 

 

En el caso de PEPCK, las hembras tratadas mostraron una menor expresión del 

mRNA que sus respectivos controles (Figura 4). Estos valores presentaron una diferencia 

estadísticamente  significativa (*p= 0.03). 
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Figura 4. Expresión de PEPCK hepático (mRNA) relativo a β-actina por qRT-PCR en crías 

hembras y machos, controles y tratadas con Cd
2+ 

(50 ppm). Los datos se expresan como el 

promedio  DE relativo al control (Control=100%) de 8 muestras por grupo *p <0.05, Mann-

Whitney U. 

 

 

 

En los neonatos macho la expresión de PEPCK no mostró diferencias significativas 

entre los grupos control y tratados (Figura 4), (p>0.28). 

Dado que PEPCK es un gen blanco del GR, se debería haber esperado que  un 

aumento en los niveles de GR indujera un aumento en la expresión de PEPCK, y una 

disminución de GR provocara una disminución de PEPCK (Lillycrop et al., 2005). 

Dundjersky et al., (1992), reportó que Cd
2+ 

causa una disminución en la capacidad de GC de 

unirse a GR, alterando las respuestas activadoras resultantes de la unión GC-GR. Sin 

embargo, los resultados obtenidos no fueron concordantes con esta observación. 

 

En machos, la reducción de GR no afectó la expresión de PEPCK. En hembras, el 

aumento de GR inhibió la expresión de PEPCK. 

Una hipótesis para explicar estos valores sería que, tal como se ha observado en 

estudios anteriores, la activación de esta enzima comienza con el nacimiento, observándose 

en algunos estudios que se encuentra ausente en hígado fetal (Hanson y Reshef, 1997); 

además, en hígado fetal de rata, el gen de PEPCK a los 19 días se encuentra inactivo 

(Benvenisty y Reshef, 1987) y que sus niveles y actividad aumentan marcadamente después 

del nacimiento (Hanson et al., 1973). La actividad de esta enzima es mayor durante el ayuno, 
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cuando los niveles sanguíneos de glucosa están disminuidos y se requiere liberación a la 

sangre de glucosa a través de la gluconeogénesis hepática para mantener la glicemia, como se 

observó en estudios de Girard et al., (1977) con hembras gestantes sometidas a ayunos de 96 

hrs en las cuales se logra estimular la expresión de PEPCK en sus crías desde el día 17 de 

gestación. También, se observó en estudios realizados por Nyirenda et al.,(1998) que la 

estimulación de PEPCK es a largo plazo, y en aquellas crías adultas de madres expuestas a 

dexametasona (esteroide sintético) durante el último tercio de gestación, la expresión de 

mRNA de GR hepático y PEPCK, y su actividad estuvieron aumentadas significativamente 

en comparación a sus controles, por lo tanto, una sobreexposición programada de PEPCK 

hepática puede ser mediado por el incremento de GR, lo que finalmente desencadenaría una 

hiperglicemia (Liu et al., 2005). 

No se puede descartar que en el neonato las señales intracelulares que vinculan al GR 

con sus genes blanco estén aún poco desarrolladas y que las expresiones de PEPCK en el 

neonato estén solamente reguladas por los niveles de glucosa plasmáticas. 

El hecho que en las hembra esté inhibida la expresión de PEPCK confirma que son 

más sensibles al efecto del  Cd
2+ 

que  los machos (Vahter et al., 2002). 

En este estudio, a las madres no se le realizaron mediciones ni un tratamiento aparte 

del consumo de Cd
2+ 

, sólo se estandarizó el tratamiento para todas, por lo que previo a la 

cesárea no se les estimuló con GC exógeno, por lo que podría resultar interesante realizar un 

estudio comparando a las crías tratadas y controles de diferentes grupos de madres: con 

ayunos prolongados, con GC exógeno y con alimento ad libitum hasta la cesárea. 

 

 

 

Al evaluar la expresión de AOX, las hembras tratadas mostraron un valor menor que 

sus respectivos controles (Figura 5). Estos valores presentaron una diferencia 

estadísticamente significativa (*p<0.01). 



31 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 5. Expresión de AOX hepático (mRNA) relativo a β-actina por qRT-PCR en crías 

hembras y machos, controles y tratadas con Cd
2+ 

(50 ppm). Los datos se expresan como el 

promedio  DE relativo al control (Control=100%) de 8 muestras por grupo *p <0.05, Mann- 

Whitney U. 

 

 

 

En machos se observó que la expresión de AOX no mostró una diferencia 

estadísticamente significativa (p>0.28) entre grupo control y tratado (Figura 5). 

La enzima AOX fue escogida como marcador del metabolismo lipídico debido a que 

es limitante en la β-oxidación peroxisomal de ácidos grasos en hígado (Mandard et al., 2004), 

encargándose de catalizar el primer paso, en el cual las grasas son oxidadas a 2-trans-enoil 

CoA (Miyazawa et al., 1987). 

Dado que el gen AOX también es un gen blanco del GR, se esperaba un aumento en 

su expresión de mRNA en las crías hembra, debido a que en ellas aumentó la expresión de 

GR hepático comparado al control. Sin embargo, se observó un efecto opuesto, similar al 

encontrado con PEPCK, que hasta el momento no se puede explicar midiendo sólo los  

niveles del mRNA. No se puede descartar que los niveles de proteína estén aumentados. 

Según investigaciones de Hashimoto et al., (1999), el efecto del bloqueo de AOX 

sería el desarrollo de esteatosis hepática acompañadade una activación sostenida de PPARα 

hepático, por lo tanto esta disminución de AOX en hembras tratadas, concuerda con sus 

valores incrementados de colesterol . 
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En ratas genéticamente modificadas, deficientes en AOX, Cole et al., (1993) también 

evidenciaron esteatosis y una espontánea proliferación de peroxisomas en el hígado. 

 

 
 

Concentración de triacilglicerol en tejido hepático 

 

No se observaron diferencias significativas en las concentraciones hepáticas de TAG 

ni en hembras ni en machos tratados al compararlos con sus respectivos controles. (Figura 6, 

(p=0.88)  y  (p=0.59) respectivamente). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 6. Concentración de TAG hepático en crías hembras y machos, controles y tratadas 

con Cd
2+ 

(50 ppm). Los datos se expresan como el promedio  DE de 8 muestras por grupo. 

 

 
Al evaluar asociaciones entre los distintos grupos, no se observaron diferencias 

etadísticamente significativas (p=0.88). 

En estudios realizados por Staels et al., (1991) y Koliwad et al., (2009) se observó  

que al administrar dexametasona, se incrementan los niveles de TAG. Por otra parte, al tratar 

ratas macho con hidrocortisona, no se observan cambios en los niveles plasmáticos de TAG, 

lo que se puede observar en estudios realizados por Mitamura (1987), en donde se observó 

que la administración de GC resulta en un selectivo incremento en los niveles de TAG 

plasmático. Por otro lado, Vegiopoulos y Herzig (2007) y Rose et al., (2010) observaron que 

el uso crónico de GC provoca un exceso de reservas hepáticas de TAG. 

Según estudios realizados por She et al., (2000) existe una correlación entre los  

niveles de PEPCK y TAG hepáticos, evidenciado por una acumulación de TAG en hígado 
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frente a una ausencia de esta enzima hepática. Por lo tanto, en el caso de los datos obtenidos 

en hembras, los resultados concuerdan con la literatura, ya que hubo una diferencia 

significativa respecto a sus controles en hembras tratadas, sumado a un aumento en las 

concentraciones de TAG hepático, lo que no sucedió en el caso de los machos tratados, en 

donde al existir una disminución en las concentraciones de PEPCK hepática, se evidenció 

también una disminución en la concentración de TAG hepático. 

Según reportes de Hu et al., (2010), al proporcionar una dieta con saponinas de 

pepinos marinos, la cual estimula la expresión de mRNA de AOX, se atenúa la acumulación 

de TAG hepático, lo que concuerda con los valores obtenidos en ratas macho, pudiéndose 

pensar que el Cd
2+ 

produce algún efecto parecido al provocado por la dieta nombrada, que 

provoca un aumento en esta enzima. 

 

 

 

Concentración de Colesterol en tejido hepático 

 

No se observaron diferencias significativas en las concentraciones hepáticas de 

colesterol en hembras ni en machos ( Figura 7, p=0.66 y p=0.51 respectivamente) tratados al 

compararlos con sus respectivos controles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 7. Concentración de Colesterol hepático en crías hembras y machos, controles y 

tratadas con Cd
2+ 

(50 ppm). Los datos se expresan como el promedio  DE de 8 muestras por 

grupo. 
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Al realizar la evaluación de los valores obtenidos de Colesterol entre hembras,  

machos y sus respectivos controles, se observó que no existe una diferencia significativa 

(p>0.004 ). 

Nashel (1986) observó que el tratamiento con GC, además de causar hipertensión y 

afectar el metabolismo de glucosa, provoca alteraciones en el metabolismo de lípidos: 

induciendo una acumulación de ésteres de colesterol en macrófagos (Cheng et al., 1995) y un 

incremento en los niveles séricos de colesterol HDL (lipoproteína de alta densidad) 

(Zimmerman et al., 1984). Otros autores observaron que al tratar ratas macho con 

hidrocortisona (esteroide de acción corta) provoca una disminución, dependiente de la dosis y 

el tiempo, en las concentraciones de colesterol plasmático, sumado a estudios realizados por 

Staels et al., (1991) en ratas Wistar donde también se evidenció una disminución de 

colesterol plasmático al ser tratadas con el mismo esteroide. Por el contrario, al adminitrar 

triamcinolona (esteroide sintético) se incrementan los niveles de colesterol plasmático. 

Sumado a esto, Mitamura (1987), evidenció en sus estudios que al administrar GC se produce 

un selectivo aumento de colesterol plasmático. 

Los datos obtenidos en este estudio, en el caso de machos, donde los valores de 

colesterol fueron menores que sus controles, se observa una similitud a los efectos 

provocados pro dexametasona. En el caso de las hembras, donde estos valores fueron 

mayores que sus controles, hay similitud con lo observado al utilizar hidrocortisona (Staels et 

al., 1991). 

Al comparar los datos informados por la literatura, con los resultados obtenidos, en 

donde los niveles de colesterol en crías nenonatas hembra expuestos a Cd
2+ 

son menores que 

sus controles, se aprecia una similitud con los efectos provocados por hidrocortisona en 

estudios de Staels et al., (1991) y Koliwad et al., (2009). En el caso de los machos, los 

resultados obtenidos podrían ser similares a lo sucedido con tratamientos con triamcinolona, 

(Staels et al., 1991). 

 

 

 

Concentración de Glicógeno en tejido hepático 

 

No se observaron diferencias significativas en las concentraciones hepáticas de 

glicógeno en hembras ( Figura 8, p= 0.51) tratadas al compararlas con sus respectivos 

controles. 
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Figura 8. Concentración de glicógeno hepático en crías hembras y machos, controles y 

tratadas con Cd
2+ 

(50 ppm). Los datos se expresan como el promedio  DE de 8 muestras por 

grupo.*p=0.02 entre tratados y controles, *p=0.0004 entre machos y hembras tratados con 

Cd
2+

. 

 

 

En machos tratados, la concentración de glicógeno hepático fue significativamente 

menor que sus respectivos controles (Figura 8, *p= 0.02). 

Al evaluar si existe una diferencia significativa de glicógeno hepático entre los 

distintos grupos, se observó que existe una diferencia estadísticamente significativa entre 

hembras tratadas con machos tratados (*p=0.0004). 

Los resultados obtenidos, tanto en machos (significativa) como hembras, con valores 

menores en tratados que en controles, son concordantes con los entregados en la literatura por 

Chapatawala et al.,(1982) en donde se observó que el Cd
2+ 

modifica la actividad de 

numerosas enzimas, ejerciendo un efecto estimulatorio en la gluconegénesis hepática y por lo 

tanto, una disminución en las concentraciones de glicógeno hepático. Además, los datos 

obtenidos por Opherk et al.,( 2004) concuerdan con los valores obtenidos, ya que procesos de 

estrés o ayunos prolongados, provocarían un exceso de GC , los cuales estimularían la 

gluconeogénesis, produciendo mayores niveles de glucosa para su liberación a sangre, y de 

esta manera suplir las deficiencias, por lo tanto, habría una disminución en las reservas 

hepáticas de glicógeno. 
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Cabe mencionar, que según investigaciones anteriores, las crías de ratas no poseen 

grandes reservas hepáticas de glicógeno al momento del nacimiento, por lo que la actividad 

enzimática de la gluconeogénesis debe comenzar rápidamente (activando la expresión de sus 

enzimas, entre ellas PEPCK) y además debe existir una rápida movilizacón de las escasas 

reservas de glicógeno producidas durante el último tercio de gestación, para evitar caídas 

bruscas de glicemia (Ballard, 1967). 

Al realizar una evaluación de las correlaciones existentes entre todas las variables 

medidas, tanto en controles como en tratados, en machos y hembras se observó que sólo en el 

caso de GR hepático (mRNA) en hembras tratadas y concentración de TAG hepático de 

hembras tratadas existe una correlación negativa(Rho=-0.7857) estadísticamente significativa 

(*p<0.03) (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Prueba de correlación de Spearman (Rho= -0.7857) existente entre expresión de GR 

(mRNA) hepático y concentración de TAG hepático en hembras tratadas con Cd
2+   

(50 ppm), 

*p <0.05, Mann-Whitney U. 

 

 

 
Tal como se ha observado en la literatura (Vahter et al., 2007), los resultados 

obtenidos en todos los estudios realizados pueden deberse al dimorfismo sexual de la 

exposición a metales pesados que existe en la mayoría de los mamíferos, siendo más 

afectadas hembras que machos. 
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Conclusiones 

 

 

 
1.- La exposición a Cd

2+ 
durante el período de gestación provoca alteraciones en la 

expresión hepática de GR de las crías y consecuentemente, una alteración en el 

metabolismo hepático de CH y lípidos lo que se demuestra por los cambios en la 

expresión del mRNA para los genes PEPCK y AOX. 

2. Las alteraciones en la expresión de genes hepáticos de las crías neonatas son sexo- 

dependiente: en las hembras hubo un aumento significativo en los niveles de GR 

(proteína y mRNA) y una disminución significativa en la expresión de sus genes blanco 

AOX y PEPCK (mRNA). En machos, hubo una disminución significativa en GR 

(proteína y mRNA) y una menor concentración en los niveles hepáticos de glicógeno al 

compararlos con sus respectivos controles. 

3. La exposición prenatal a Cd
2+ 

puede inducir a una programación temprana del 

sistema GC. 
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