
_________________________________________________________Revista Científica, FCV-LUZ / Vol. XV, Nº 5, 443 - 450, 2005

EFECTO DE LA EXPOSICIÓN AL CLORURO DE CADMIO
SOBRE LA MADURACIÓN IN VITRO DE OVOCITOS BOVINOS

Effects of Cadmium Chloride Exposure on in vitro Maduration of Bovine Oocytes

Bellaliz E. Rodríguez Tellez1, Letty Marcano2 y Patricia C. Villamediana Monreal 1

1Laboratorio de Citogenética. 2Laboratorio de Biología Celular.

Departamento de Biología, Facultad Experimental de Ciencias, Universidad del Zulia. Maracaibo, Venezuela.

Apartado Galerías 15692. E-mail: pcvmonreal@cantv.net

RESUMEN

Se estudió el efecto del cadmio sobre la maduración in vitro de
ovocitos bovinos. Ovocitos recuperados a partir de ovarios bo-
vinos recolectados en matadero y liberados mediante la técni-
ca de slicing fueron madurados en TCM199 durante 24 h a
38,5°C en una atmósfera con 5% CO2 en aire saturado de hu-
medad, en presencia de 0, 1, 5 y 10 ppm de cloruro de cad-
mio. Al finalizar el cultivo, los ovocitos fueron fijados en eta-
nol:ácido acético (3/1 v/v) a 4°C durante al menos 24 h para
luego teñirlos con aceto-orceína al 1,1%, para evaluar el estadio
nuclear bajo microscopio óptico. El ANOVA demostró que el
cadmio causa un bloqueo meiótico significativo (F = 150,996;
P < 0,01) e induce degeneración ovocitaria (F = 89,92; P < 0,01)
de manera dependiente de la concentración. El porcentaje de
ovocitos que alcanzaron el estadio de MII fue superior en el
grupo control (P < 0,01) en comparación con los expuestos al
metal a las diferentes concentraciones estudiadas. Se estable-
ce una correlación inversa altamente significativa entre el por-
centaje de ovocitos madurados y la concentración del metal en
el medio (r = 0,818; P < 0,01), mientras que el porcentaje de
ovocitos degenerados muestra una correlación directa alta-
mente significativa (r = 0,842; P < 0,01). Además se aprecia-
ron aberraciones cromosómicas tales como: picnosis, stekine-
sis y puentes anafásicos. Se demostró el efecto deletéreo del
cadmio sobre los ovocitos bovinos, reflejado en un bloqueo de
la maduración in vitro, la inducción de degeneración y aberra-
ciones cromosómicas.
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toxicología.

ABSTRACT

The effects of cadmium chloride on in vitro maturation of bovine
oocytes were studied. Ovaries were collected from slaughter-
house cows and oocytes recovered by the slicing technique.
Oocytes were matured in TCM199 for 24h at 38.5°C in 5%CO2

in air, in presence of 0, 1, 5 and 10 ppm of cadmium chloride. At
the end of culture oocytes were fixed for 24 h in etanol:acetic
acid (3:1 v/v) at 4°C. They were then stained in toto with 1.1%
acetic orcein and the nuclear stage was observed under optic
microscope. The ANOVA showed that cadmium caused a sig-
nificant blockage of meiotic maturation (F = 150.996; P < 0.01)
and induced oocyte degeneration (F = 89.92; P < 0.01) in con-
centration dependent manner. The percentage of oocytes that
reached the MII stage was greater in control group (P < 0.01)
than in the cadmium-treated oocytes. A highly significant in-
verse correlation was established between the percentage of
matured oocytes and the metal concentration in the medium
(r = 0.818; P < 0.01), while the percentage of oocyte degenera-
tion showed a highly significant direct correlation (r = 0.842;
P < 0.01). Furthermore, chromosomal aberrations were ob-
served, such as: picnosis, stekinesis and anaphasic bridges.
Hence, a deleterious effect of cadmium chloride on in vitro ma-
tured oocytes by a blockage of meiotic maturation, induction of
degeneration and chromosomal aberrations was established.

Key words: Cadmium, oocytes, bovine, in vitro maturation, to-
xicology.

INTRODUCCIÓN

Los metales pesados constituyen los mayores contami-
nantes químicos tanto en países desarrollados como subdesa-
rrollados; sus efectos biológicos en organismos expuestos in-
cluyen alteraciones hematológicas, metabólicas, inmunitarias,
desarrollo embrionario, e incluso un incremento en la inciden-
cia de neoplasias [20].
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Con el desarrollo industrial su presencia se ha incremen-
tado considerablemente, hasta el punto que la Organización
Panamericana de la Salud [21], los considera determinantes
en los problemas de salud ocupacional. Esto conlleva a que,
en suelos agrícolas contaminados con metales pesados, exis-
ta la exposición de rumiantes a estos elementos potencialmen-
te tóxicos al pastorear en estas áreas.

Entre los metales pesados considerados como contami-
nantes ambientales, el cadmio presenta gran interés desde el
punto de vista de la toxicología, debido a su gran versatilidad
de usos en la fabricación de contenedores de alimentos, alam-
biques, baterías, pinturas, cueros, aleaciones, etc. [2]. Se en-
cuentra con frecuencia en alimentos, agua y aire, presentando
una vida media biológica larga (10-33 años), un bajo nivel de
excreción y un poder de acumulación progresivo en el cuerpo,
principalmente en el hígado y los riñones [6].

La bioacumulación del cadmio usualmente ocurre en
suelos y aguas contaminadas, pasando a los vegetales, de és-
tos a los animales y finalmente al hombre. Esta cadena se pre-
senta con mayor frecuencia en áreas mineras, aunque tam-
bién se ha reportado el uso de fosfatos con alto porcentaje de
cadmio como fertilizante, por lo que la deposición atmosférica
de dicho metal sobre las cosechas en lugares cercanos a las
fuentes de emisión y el vertido de lodos contaminados sobre la
tierra y el mar, contribuyen en gran medida a la contaminación
de los alimentos [2, 29].

En general la vía principal de penetración del cadmio
para la población humana es la oral, representando aproxima-
damente un 70% del metal incorporado por el organismo. La
inhalación es otra vía, la cual se ve incrementada en personas
fumadoras, ya que el cadmio procedente del tabaco, se incor-
pora por vía respiratoria [7, 37].

Una vez que el cadmio penetra en el organismo, se fija
rápidamente a los tejidos, principalmente en hígado y riñón,
combinándose de forma selectiva con una proteína (metalotio-
neina) compuesta de un alto número de residuos de cisteína
[21]; al inducir la actividad de ésta, altera los niveles homeos-
táticos de cobre y zinc [9]. Al exceder la capacidad de metalo-
tioneina ligada, el cadmio ejerce un efecto tóxico, induciendo
alteraciones fisiológicas en el hombre entre las cuales se pue-
den mencionar neuropatía, alteración del tracto respiratorio,
enfisema pulmonar y cáncer de pulmón [4].

Con relación al aparato reproductivo son varios los estu-
dios realizados in vivo que relacionan al cadmio con procesos
de sensibilidad embriogénica [36], necrosis gonadal, hipertrofia
y cariorexis en gametocitos primarios, atresia en gametocitos
secundarios [10]; otros tipos de cáncer relacionados con el
aparato reproductor masculino también han sido referidos
como consecuencia de la exposición al cadmio [7, 16]. Sin em-
bargo son pocos los estudios in vitro que reseñen el efecto del
metal sobre el aparato reproductivo femenino, por lo que to-
mando en consideración los reportes que involucran al cadmio
como agente causal de aneuploidías y aberraciones cromosó-

micas [18], alteraciones en la organización microtubular redu-
ciendo la fidelidad del huso mitótico [31]; así como también in-
fertilidad [16, 36], en el presente trabajo se estudió el efecto de
diferentes concentraciones de cadmio sobre la maduración in

vitro (MIV) de ovocitos bovinos, seleccionando para tal efecto
las concentraciones consideradas como permisible por la
Agencia de Protección Ambiental de EE.UU: 1x 10–3 y 5 x 10–3

mg/Kg/día, en agua y comida respectivamente [30].

MATERIALES Y MÉTODOS

Como modelo animal se seleccionaron ovocitos extraídos
de ganado bovino, dada la importancia de dicha ganadería en la
región. Los ovarios de vacas adultas fueron recogidos en un
matadero comercial y transportados en menos de 2 h al labora-
torio en PBS (P-4417, Sigma St. Louis, MO, USA), suplementa-
do con gentamicina (50 mg/L; G-1397, Sigma St. Louis, MO,
USA) a 35-37°C en contenedores isotérmicos. Una vez en el
laboratorio, los ovarios fueron lavados en PBS + gentamicina a
38,5°C y los complejos cúmulos-ovocito fueron recuperados
mediante la técnica de slicing que consiste en cortar sucesiva-
mente la superficie del ovario con una hoja de bisturí en una
placa de petri conteniendo medio TCM-199 (M-2520, Sigma)
suplementado con 2,2 mg/mL NaHCO3, 50 µg/mL de gentami-
cina y 11 mg/L de heparina (H-3393, Sigma), liberándose ovo-
citos provenientes de folículos de cualquier tamaño [28].

Maduración in vitro de los ovocitos y tratamientos
con el metal

Se seleccionaron aquellos ovocitos con al menos una
capa de células del cúmulus compacto y citoplasma homogé-
neo y se colocaron en el medio de maduración TCM199/HE-
PES (M-7528, Sigma) suplementado con 275 mg/L de piruvato
sódico, 50 µg/mL de gentamicina, 146 mg/L de L-glutamina,
20% de suero fetal bovino (FBS, F-4135, Sigma St. Louis, MO,
USA) [19]. Se prepararon soluciones madre de 100, 500 y
1000 ppm de Cloruro de Cadmio en agua destilada desioniza-
da, las cuales fueron diluidas 1:100 con medio de maduración
para llegar a las concentraciones finales de 1, 5 y 10 ppm de
Cloruro de Cadmio. Los complejos cúmulos-ovocito fueron cul-
tivados en grupos de 20 en microgotas de 100 µL de medio
cubiertas con aceite mineral durante 24 horas a 38,5°C en una
atmósfera con 5% de CO2 en aire saturado de humedad. Se
realizaron tres replicas de cada tratamiento con sus respecti-
vos controles, donde la solución de cadmio fue sustituida por
medio de maduración.

Evaluación del estadio meiótico

La valoración de la maduración nuclear se llevó a cabo
mediante la tinción in toto de los ovocitos con acetoorceína.
Pasadas las 24 h de MIV, los ovocitos fueron denudados me-
diante pipeteo mecánico repetido y fijados en ácido acéti-
co:etanol (1:3) durante al menos 24 horas a 4°C, posterior-
mente se tiñeron con orceína al 1,1% en ácido acético al 45%,
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observándose en un microscopio de contraste de fases. Los
ovocitos se analizaron de acuerdo al estadio meiótico, clasifi-
cándose en Profase I, Metafase I, Anafase-Telofase I y Meta-
fase II. Los que presentaron material nuclear irregular, dificul-
tando el reconocimiento del estadio meiótico, fueron clasifica-
dos como degenerados.

Análisis estadístico

Cada tratamiento fue realizado por triplicado y los datos
expresados como la media ± ES; así mismo se realizó una co-
rrelación simple para evaluar la progresión meiótica y degene-
ración a las diferentes concentraciones de cadmio expuestas y
un análisis de varianza simple (ANOVA) para determinar el
efecto del metal sobre la tasa de maduración y la tasa de de-
generación.

El análisis fue realizado según el paquete estadístico
SPSS para Windows [27].

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Efecto del cadmio sobre la progresión de la maduración
in vitro de ovocitos bovinos

En la TABLA I se presenta un resumen de la evaluación
meiótica de los ovocitos control y expuestos a las diferentes
concentraciones de cadmio. Luego del cultivo, se observa que
de un total de 119 ovocitos del grupo control (0 ppm de cad-
mio), 59 alcanzaron la maduración nuclear (Metafase II), co-
rrespondiendo a un 49,58% (FIG. 1). Por otro lado, de los 295
ovocitos expuestos al cadmio sólo 35 (11,86%), progresaron
hasta el estadio de MII. El análisis estadístico reveló una dife-
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TABLA I

RESUMEN DE LA EVALUACIÓN MEIÓTICA DE LOS OVOCITOS BOVINOS CONTROL
Y EXPUESTOS A LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CADMIO

ppm Total ovocitos Profase I
(%)

Metafase I
(%)

Ana-Telo I
(%)

Metafase II
(%)

Degenerados
(%)

0 119 27
(22,69)

23
(19,33)

1
(0,84)

59
(49,58)

9
(7,56)

1 96 11
(11,46)

28
(29,16)

11
(11,46)

24*
(25,00)

22*
(22,92)

5 109 19
(17,43)

34
(31,19)

6
(5,50)

6*
(5,50)

44*
(40,37)

10 90 4
(4,44)

38
(42,22)

2
(2,22)

5*
(5,55)

41*
(45,55)

*: Diferencia significativa con respecto al control con una P < 0,001.

FIGURA 1. OVOCITO CONTROL, SE OBSERVA EL CORPÚSCULO POLAR Y LOS CROMOSOMAS EN ESTADIO
DE METAFASE II, INDICANDO MADURACIÓN NUCLEAR. 1000X.



rencia significativa (P < 0,01) entre los promedios de los con-
troles y los expuestos al metal. Así mismo, el porcentaje de
ovocitos clasificados como degenerados (FIG. 2), fue significa-
tivamente mayor (P < 0,01) en los expuestos al cadmio con
respecto a los controles. Al comparar la media de los valores
se presenta una diferencia significativa (P < 0,01) para todas
las concentraciones utilizadas con respecto al control tanto
para el porcentaje de ovocitos madurados, como para el por-
centaje de degenerados (FIG. 3).

El análisis de correlación de efecto del cadmio se pre-
senta en la TABLA II. En dicho análisis se establece una corre-
lación negativa altamente significativa (r = –0, 825; P < 0,01)
del efecto del metal, es decir el porcentaje de ovocitos madu-
rados disminuye conforme se incrementa la concentración del
metal; por el contrario la correlación es positiva entre la con-
centración y el porcentaje de ovocitos degenerados (r = 0, 835;
P < 0,01), lo que indica que a mayor concentración del metal,
el efecto deletéreo se incrementa; el coeficiente de determina-
ción establece que el 68,1% y 69,9% de los cambios observa-
dos en la tasa de maduración y degeneración respectivamen-
te, se deben al efecto del cadmio.
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FIGURA 2. OVOCITO TRATADO CON CADMIO+2 10 PPM, SE OBSERVA EL MATERIAL NUCLEAR DESORGANIZADO
Y PICNÓTICO CARACTERÍSTICO DE DEGENERACIÓN. 1000 X.
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FIGURA 3. EFECTOS DEL CADMIO SOBRE EL PORCENTA-
JE DE OVOCITOS MADURADOS Y DEGENERADOS.

TABLA II

COEFICIENTE DE CORRELACIÓN (R), NIVEL DE SIGNIFICANCIA (P) Y COEFICIENTE DE DETERMINACIÓN (R2)
AL RELACIONAR LA CONCENTRACIÓN DE CADMIO CON EL PORCENTAJE DE MADURACIÓN

Y PORCENTAJE DE DEGENERACIÓN DE OVOCITOS BOVINOS MADURADOS IN VITRO

N R R2 P

% Degenerado 40 0,835 69,9 < 0,01

% Maduración 40 –0,825 68,1 < 0,01



Los resultados coinciden con los reportes de otros auto-
res que establecen un retardo en la maduración de ovocitos
expuesto al cadmio [10, 22]. El efecto inhibitorio del metal so-
bre la maduración incrementa el riesgo de infertilidad y retardo
en la concepción en mujeres con exposición ocupacional al
cadmio [14, 37]. También se ha involucrado al metal como
causal de infertilidad en el hombre [14-16].

Los resultados del ANOVA (TABLA III), reportan un ma-
yor efecto de la concentración de cadmio sobre la degeneración
de los ovocitos que sobre el bloqueo de la maduración de los
mismos (F = 87,38 vs. F = 81,08, respectivamente), no obstante
ambos efectos deletéreos son significativos (P < 0,01), lo cual
coincide con los reportes de otros autores que establecen el
efecto tóxico y alteraciones morfológicas inducidas por el me-
tal en otros modelos biológicos. Al respecto Rehm y Waalkes
[25], evaluando la toxicidad del cadmio en hámster, ratones y
ratas, reportan degeneración y necrosis de ovarios dosis-de-
pendiente de la exposición al metal; resultados similares han
sido señalados por otros autores, quienes establecen que las
alteraciones de los tejidos causadas por el metal pueden con-
llevar a efectos degenerativos [10, 11, 18, 23] y carcinogénicos
[14, 33] en otros sistemas biológicos.

Cambios morfológicos inducidos por el cadmio
sobre los ovocitos

Dentro del grupo de ovocitos degenerados se observaron
los efectos letales del cadmio sobre las células germinales feme-
ninas, entre las cuales las más frecuentes fueron: picnosis
(FIG. 2), stekinesis (FIG.4a) y puentes anafásicos (FIG. 4b). Es-
tas alteraciones cromosómicas ponen en evidencia un efecto ge-
notóxico del metal sobre los cultivos de ovocitos. La heteropicno-
sis es indicativa de una condensación inusual de la cromatina
que podría conllevar a defectos genéticos; por otro lado la steki-
nesis, fenómeno producido por el doblamiento erróneo de las
cromátidas hermanas que permanecen unidas por puentes sub-
cromatínicos, es considerada como un efecto irreversible e indi-
cador de alta toxicidad, siendo causal de otros tipos de aberra-
ciones tales como rupturas cromosómicas, poliploidías, y forma-
ción de puentes anafásicos [18, 34]. La inducción de aberracio-
nes cromosómicas se puede vincular con los reportes que esta-
blecen que el cadmio es capaz de producir daños y/o inhibición
de los mecanismos de reparación en el DNA [8, 26], así como
también de la transcripción de RNAr en cultivos celulares ex-
puestos al metal [17]. El efecto genotóxico inducido por el cadmio
ha sido reportado en diversos sistemas biológicos [11, 18, 35].
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TABLA III

ANÁLISIS DE VARIANZA (ANOVA) DEL EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE CADMIO SOBRE EL PORCENTAJE
DE DEGENERADOS Y PORCENTAJE DE MADURACIÓN DE OVOCITOS BOVINOS MADURADOS IN VITRO

Fuente de variación Suma de cuadrados GL Cuadrados F P

% Degenerados 4023,853 1 4023,853 87,383 P < 0,01

Residual 1749,849 38

% Maduración 8876,356 1 8876,356 81,088 P < 0,01

Residual 4159,692 38 109,466

FIGURA 4A. OVOCITO TRATADO CON CADMIO+2 5 PPM, SE OBSERVA MATERIAL NUCLEAR DESORGANIZADO SIN
DIFERENCIACIÓN COMO ESTRUCTURAS INDIVIDUALIZADA DE LOS CROMOSOMAS EN METAFASE II PRODUCTO DE LA

STEKINESIS. 1000X.



El mecanismo por el cual el cadmio induce su toxicidad
en el material biológico estudiado podría estar relacionado con
su efecto antagónico con el calcio, interfiriendo con una gran
variedad de procesos metabólicos [32]; por ejemplo se conoce
que inhibidores del Ca+2 bloquean la ruptura de la vesícula ger-
minal por elevación de los niveles de AMPc en los ovocitos
con la consecuente inhibición de la maduración [29]; también
se ha reportado un efecto inhibitorio del cadmio sobre la pro-
teína quinasa dependiente del AMPc (PK-A) [1], enzima res-
ponsable de la fosforilación de proteínas necesarias para la
ruptura de la vesícula germinal en la maduración de los ovoci-
tos [24].

El efecto degenerativo podría ser consecuencia de la ac-
ción del metal sobre factores que alteren el estado de oxido-
reducción intracelular o la permeabilidad de la membrana plas-
mática; se ha demostrado que un aumento en la concentración
intracelular de glutatión reductasa induce la progresión de ve-
sícula germinal al estado de metafase II [5]; al respecto,
Watjen y Beyersmann [34], señalan una disminución en la con-
centración de glutatión reductasa intracelular inducido por el
cadmio, originando un efecto apoptótico debido al estrés oxi-
dativo; Carageorgiou y col. [3], también relacionan la toxicidad
ejercida por el cadmio con el estrés oxidativo causado al inhi-
bir la actividad de enzimas como la acetilcolinesterasa, ATPa-
sa Na+/K+ y ATPasa Mg+2. Por otro lado, Koizumi y col. [12],
establecen que el cadmio produce inhibición de la ATPasa
Na+2-K+2, produciendose un incremento del Na+2 intracelular
por lo que ocurre una retención de agua e histolisis celular.
Korotkov y col. [13], señalan cambios de permeabilidad de la
membrana mitocondrial interna causada por el metal, por lo

cual se da un incremento de la permeabilidad al K+2 e H+2. To-
das o algunas de estas alteraciones metabólicas podrían ser
las responsables de la degeneración de los ovocitos obtenida
en este estudio.

CONCLUSIÓN

Se concluye que el cadmio ejerce un efecto deletéreo
dependiente de la concentración sobre la maduración, dege-
neración e inducción de aberraciones cromosómicas en ovoci-
tos bovinos, lo cual pone de manifiesto el riesgo de este conta-
minante ambiental sobre la capacidad reproductiva del ganado
bovino. Se recomienda realizar estudios con otros metales pe-
sados considerados como contaminantes, así como también
determinar los niveles de contaminación en zonas de pastoreo
del ganado bovino.
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