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Efectos del cadmio sobre el desarrollo de un anfíbio 

Effects of cadmium on the development of an amphibian 
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The effects of continuous treatment with cadmium on Bufo arenarum embryos from the 
2-cell stage onwards, were evaluated by light and scanning electron microscopy. 

Damages were concentration-dependent (between 0.03 and 4.00 mg Cd + + /L in 10% Holt-
freter's solution) and ranged between teratogenic effects and lethality. 

In the 0.50-4.00 mg Cd + +/L range high mortality, delayed development and significant altera­
tions in the gastrulation and neurulation processes were observed. 

In embryos maintained at concentrations between 0.03 and 0.25 mg Cd + +/L, lethality was 
considerably lower and development proceeded to more advanced stages. In this group 
of embryos the toxicity signs were: retarded growth rate, reduced body size, behavioral 
disorders and a variety of malformations such as microcephaly, underdevelopment of gills 
and abnormal fins. The ectodermal tissue exhibited predominance of ciliated cells and/or 
atypical distribution of them. 

These findings were compared with the effect of cadmium and other heavy metals on 
embryos, larvae and adults of several amphibian, fish and mammalian species. The findings 
were interpreted on the basis of known biochemical effects of cadmium. 

El cadmio es un metal pesado poco fre-
cuente en la naturaleza, con eventuales fun­
ciones biológicas aún muy discutidas. Se 
lo extrae de los depósitos de zinc, plomo 
y cobre, con los que coexiste en pequenas 
cantidades. La contribución dei Cd a la 
contaminación ambiental es consecuencia 
dei amplio espectro de usos que encuentra 
en la actualidad (baterias, pinturas, cen­
trales nucleares, e t c , Lucas, 1980) y a la 
ausência de medidas para evitar o neutrali­
zar su incorporación a los ecosistemas. El 
Cd, como otros contaminantes ambientales, 
podría comprometer la sobrevivência de los 
ecosistemas, principalmente por un fenô­
meno de bioamplificación que alcanzaría 
en el nivel de los consumidores primários 
valores de 13-15 veces may ores que en los 
productores (Dmowsky y Karolewsky, 
1979). 

Existe una amplia variedad de efectos 
deletéreos dei Cd, los que fueron descritos 
tanto para organismos autótrofos (Dog-

mann y Nürnberg, 1982) como heterótro-
fos (Smith et ai, 1982; Cheng et al, 1979; 
Manson y O'Flaherty, 1978; Martoja et al., 
1982; Hutton, 1982; Machemer y Lorke, 
1981), incluido el hombre (Fassett, 1975; 
Fox, 1982; Jennette, 1981). 

En vertebrados adultos, el Cd hace un 
primer impacto sobre hígado y rinón, 
aunque si la intoxicación es crônica casi 
todos los sistemas son afectados. La capaci-
dad de detoxificación de este metal estaria 
a cargo de Ias metalotioninas, proteínas con 
elevada afinidad para los metales pesados 
sintetizadas por vários órganos, principal­
mente hígado y rinón, siendo el Cd almace-
nado en estos últimos órganos (Danielson 
etal, 1982; Jacobson y Turner, 1980;Noêl-
Lambot, 1976; Ouellette et al, 1982). 

El Cd también afecta los procesos de 
desarrollo embrionário, habiéndose descrito 
disminución en la sobrevida, deformidades 
en la columna vertebral (Rehwoldt y Kari-
mian-Teherani, 1976; Dethlefsen et al, 
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1976) y detrimento en la talla (Rombough 
y Garside, 1982) de embriones de peces, 
así como alteraciones en el potencial de re­
generation de los miembros de urodelos 
(Manson y O'Flaherty, 1978). 

En el caso particular de los anfíbios, cabe 
mencionar que son ampliamente utilizados 
como indicadores de contaminación ambien­
tal (Bando, 1976) y como animales prueba 
para determinar la toxicidad de pesticidas 
(Cooke, 1977; Cooke, 1981). Este grupo, 
especialmente en etapas tempranas de su de-
sarrollo, es muy sensible a Ias sustancias 
tóxicas (Herkovitsy Fernandez, 1979), mo­
tivo por el cual consideramos de interés estu-
diar el impacto dei Cd sobre embriones de 
Bufo arenarum, utilizándolos como modelo 
para describir el efecto de dicho metal sobre 
uno de los componentes de los ecosistemas 
acuáticos continentales. Para ello, evalua-
mos la sobrevida y los efectos teratogénicos 
a nivel de microscopia de luz y electrónica 
de barrido. 

Una comunicación preliminar de este 
trabajo fue recientemente presentada (Pé-
rez-Coll et ai, 1983), 

MÉTODOS 

Los embriones de Bufo arenarum se obtuvieron fecun­
dando in vitro ovocitos con un macerado testicular. La 
ovulación se indujo administrando aproximadamente 
16-24 horas antes una hipófisis homóloga (Pisanó, 1956) , 
1.000 UI de gonadotrofina coriónica (Endocorion) y 200 
UI de gonadotrofina sérica (Eleagol, Elea). Los embriones 
mantenidos en solución de Holtfreter al 10% (S.H.), al 
alcanzar el estádio de dos blastómeros (Del Conte y Sirlin, 
1951) fueron desgelatinizados con una solución de ácido 
tioglicólico al 2% neutralizado con NaOH a pH = 7,2. 
El efecto dei Cd (Cl 2 Cd 2 1/2 H 2 0 , Mallinckrodt) se 
estúdio colocando grupos de treinta embriones cada uno 
en forma continua a partir dei estádio de dos blastómeros, 
en soluciones de diferente concentración de Cd. La sal 
fue disuelta en S.H. hasta alcanzar Ias siguientes concen-
traciones: 0 ,03 ; 0 ,06; 0 ,12 ; 0 ,25; 0 ,50; 1,00; 2,00 y 4,00 
mg C d + + / L , en las que desarrollaron 60 , 90, 60 , 120, 120, 
120, 120 y 120 embriones, respectivamente. Como con­
troles se utilizaron embriones desarrollados en S.H., sin 
Cd. Los experimentos se realizaron entre 18-20°C, Las 
soluciones fueron cambiadas diariamente y los indivíduos 
muertos fueron registrados y removidos de inmediato. 
Las observaciones se hicieron con un microscópio este-
reoscópico Wild. Los embriones destinados al estúdio con 
microscopia electrónica de barrido se fijaron con glutaral-
dehído al 2 % en buffer fosfato 0,1 M, se lavaron con el 
mismo buffer, se deshidrataron con soluciones de concen­
tración creciente de acetona y fueron tratados según la 
técnica dei punto crítico. Las observaciones se realizaron 
con un microscópio electrónico JEOL JSM/U3 operado a 
5 kw. 

RESULTADOS 

Los embriones tratados con 4 , 0 0 m g C d + + / L 
y los controles hasta blástula final no pre-
sentaron diferencias. Sin embargo, el desa-
rrollo de los embriones experimentales se 
detuvo entre ese estádio y el de lábio dorsal 
del blastoporo, comenzando a disociarse 
aproximadamente 3 horas después de su 
detenimiento. Las células del endo y dei 
ectodermo se disociaron en forma paulati­
na: primero se afectaron zonas focalizadas, 
luego áreas más amplias y, finalmente, todo 
el embrión resultó desintegrado. Durante 
este proceso la superfície apical de Ias célu­
las se presentó muy abovedada, a diferencia 
de la de los controles, que fue aplanada. 

Los embriones tratados con 2 mg Cd + + /L 
prosiguieron su desarrollo hasta gástrula 
inicial o media y presentaron disociación 
celular con las características ya mencio­
nadas aproximadamente 4 horas después 
de detenerse. 

Aproximadamente el 70% de los embrio­
nes tratados con 1,00 mg C d + + / L alcanza-
ron el estádio de placa neural. El 30% de 
los embriones restantes formaron un canal 
neural corto y con pliegues longitudinales 
en su interior. En ambos casos, 6 horas 
después que los embriones se hubieran 
detenido, se observo disociación celular. 

Con 0,50 mg C d + + / L se observo que so la­
mente el 10% de los individuos logro con-
cretar sin alteraciones la neurulación. Apro­
ximadamente el 40% de los embriones 
presentó un cierre incompleto dei tubo 
neural y el 50% se detuvo en placa-canal 
neural, presentando los pliegues longitudi­
nales antes mencionados. Además, en el 
30% de los embriones se comprobó tapón 
vitelino persistente. Sin lograr avanzar 
estádios y antes de verificarse la disociación 
celular se observo en todos los casos la for­
mation de mamelones ectodérmicos y en 
un 20% tendência a la hidropesía. 

El desarrollo de los embriones tratados 
con 0,25 mg C d + + / L fue sincrónico con el 
de los controles hasta el estádio de tubo 
neural, retrasándose subsiguientemente de 
tal forma que el último estádio alcanzado, 
latido cardíaco (E.19), se verifico cuando 
los controles estaban en boca abierta (E.21). 
En cuanto a Ias malformaciones observadas 
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hubo hidropesia en el 35% de los casos y el 
mismo porcentaje de indivíduos con desvia-
ción en el eje de la aleta. El 100%, de los 
embriones presentó disminución tanto en el 
desarrollo de las branquias como de la ale­
ta. Un resumen de los resultados se repre­
senta en la Tabla 1. 

Las soluciones de 0,12 mg C d + + / L o me­
nores fueron letales o tóxicas en forma de­
pend iente de la concentración. La toxici-
dad se manifesto en: a) Retraso en el 
crecimiento que fue más notable hasta pro­
ximidades del estádio 20. A partir de dicho 
estádio, los embriones experimentales pre-
sentaron un fenômeno de recuperación que 
les permitió finalizar el período embrioná­
rio junto con los controles; b) Notória 
disminución en la talla alcanzada; c) Malfor-
maciones: microcefalia, desarrollo incom­
pleto de branquias, hidropesia, torsion del 
eje del cuerpo, pliegues tanto en el ecto-
dermo general como neural y angulación 
de la aleta. Algunas de las alteraciones men­
cionadas pueden apreciarse en la Fig. 1; 
d) El desarrollo de la aleta podia estar redu-
cido en los casos más severos, basicamente 

a las estructuras de su eje (Fig. 2). Efectos 
menores se manifestaron como deficiências 
en el desarrollo de las porciones ventral y 
caudal o solamente ventral; e) En algunos 
casos se encontro dificultad en la culmina-
ción del proceso de invaginación del endo-
dermo. En etapas ulteriores se observo 
con microscopia electrónica de barrido 
un área pericloacal con células epiteliales 
libres de cilias, delimitada en forma abrupta 
por células ciliadas normales del ectodermo 
Figs. 2 y 3); f) Los estúdios con microscopia 
electrónica de barrido muestran en el ecto­
dermo predomínio de células ciliadas o 
distribución de estas formando cordones 
o acúmulos celulares (Fig. 4), o ambos fenô­
menos. También se observo que la superfície 
apical de Ias células glandulares era above-
dada. Además, en Ias zonas que presentan 
pliegues, se observaron células esferoidales 
desprendiéndose dei epitelio. En los embrio­
nes controles (que estaban en estádio decir-
culación branquial, E.20), el ectodermo 
presentó células ciliadas rodeadas por 
células glandulares. Este último tipo celular 
tiene una superfície apical aplanada. 

T A B L A 1: E S T Á D I O MAXIMO A L C A N Z A D O Y P O R C E N T A J E D E M A L F O R M A C I O N E S O B S E R V A D O S E N E M B R I O N E S D E BUFO 

ARENA RUM S O M E T I D O S A D I S T I N T A S C O N C E N T R A C I O N E S DE Cd A PARTIR DEL E S T Á D I O DE 2 B L A S T O M E R O S . 

mgCd /L 

2 . 0 0 

1.00 

0 . 5 0 

0 .25 

B l a s t s 
Gástrula Gástrula 

inicial m e d i a 

1 1 

E S T Á D I O 

Canal 

neural 

T u b o 

neural 

i 1 

M A L F O R M A C I O N E S * % 

L a t i d o 

c a r d í a c o 

* 1: Placa - canal neural c o n pl iegues longitudinal es. 

2 : Tapòn vitel ino pers i s tente . 

3 : Cierre incomple to d e t u b o neural. 

4 : Mamelones e c t o d é r m i c o s . 

5 : Hidropesia. 

6: Desviación de] eje d e Ia aleta. 

7: Escaso desarrollo d e Ia aleta. 

8: Escaso desarrollo d e Ias branquias. 
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Fig. 1: Imagen al microscópio electrónico de barrido de un embrión tratado con 0,25 mg C d + + / L . Su aspecto general 
corresponde a un embrión en estádio de latido cardíaco, E.19 (control en circulación en la aleta, E.22) . Presenta un 
pequeno y no armónico desarrollo de la cabeza y de la cola. 5 0 X. 

Fig. 2: Imagen al microscópio electrónico de barrido de un embrión tratado con 0,25 mg C d + + / L . El aspecto general 
corresponde al de un embrión en latido cardíaco, E.19 (controles en circulación en las aletas E.22) . Nótese la marcada 
reducción de la aleta y la presencia de una corona de células de tipo endodérmico (E) en la region de la cloaca. 50 X. 

Fig. 3: Imagen al microscópio electrónico de barrido de la region pericloacal ampliada dei embrión de la Fig. 2 . La 
cloaca aparece rodeada por células de tipo endodérmico (E) las que están abruptamente limitadas por células ciliadas 
(C) pertenecientes al ectodermo. 450 X. 

Fig. 4: Imagen al microscópio electrónico de barrido de la zona lateral de un embrión tratado con 0,25 mg C d + + / L . Se 
observan grupos de células ciliadas formando acúmulos (A) o cordones (C) entre Ias células glandulares (G). 1.000 X. 
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DISCUSION 

La capacidad teratogénica de algunos me-
tales pesados como el mercúrio, el cobre 
y el arsênico sobre los embriones y larvas 
de anfíbios ha sido informada por diferen­
tes autores. Cabe mencionar que existen 
coincidências entre algunos de los efectos 
descritos para aquellos metales y los que 
observamos nosotros con el Cd. Así, Ghate 
y Mulherkar (1980) describieron entre 
otros efectos producidos por el cloruro 
mercúrico (200-250 jug Cl 2 Hg/L) en em­
briones de Microhyla ornata, tratados 
a partir de la gastrulación, curvatura dei 
eje del cuerpo y retardo en el desarrollo; 
con concentraciones menores (100-150 Mg 
Cl 2 Hg/L) observaron perturbaciones en el 
comportamiento incluídos perdida dei equi­
líbrio y nado anormal. El retraso en el 
desarrollo también fue indicado por Lande 
y Guttman (1973) como un efecto tóxico 
dei cobre (0,16 mg Cu/L) sobre Ias larvas 
de Rana pipiens, si bien esta dosis pareció 
no afectar el desarrollo temprano de este 
anfíbio. Las aberraciones en el comporta­
miento y la desviación del eje dei cuerpo 
con distintos grados de angulación de la 
cola, presencia de tumefacciones en el ecto-
dermo general e hidropesia fueron también 
dadas a conocer por Vega y Pisanó (1980) 
en embriones de Bufo arenarum expuestos 
al arsênico (25-50 mg As/L). 

En mamíferos y peces, los efectos de di­
versos metales pesados sobre el desarrollo 
y crecimiento son similares a los informa­
dos en anfíbios. En ratas intoxicadas con 
plomo a partir dei nacimiento se observo 
retraso en el crecimiento con respecto a sus 
controles (Mykkanen et al, 1982). En una 
amplia variedad de embriones y larvas de 
peces expuestos a soluciones con Cd se 
encontraron alteraciones similares a Ias 
descritas para anfíbios en desarrollo ex­
puestos a otros metales pesados, tales como 
aletas de bordes irregulares, flexiones en 
la columna vertebral, talla subnormal, 
retraso en el desarrollo, movimientos de 
nado y comportamiento general atípicos 
(Rombough y Garside, 1982, Spehar, 
1976). 

Cabe mencionar que los efectos teratogé-
nicos descritos no son exclusivos siquiera 

para el conjunto de metales pesados, ya que 
diversas condiciones fisico-químicas adver­
sas para el desarrollo embrionário, vg. litio, 
agua pesada, dinitrofenol, shock térmico, 
restricción en el entorno, inhibidores de 
síntesis proteica (Bustuoabad et al, 1977; 
Herkovits et al, 1975; Rosenthal y Alderi-
ce, 1976; Herkovits y Fernandez, 1979; 
Brachet, 1974), pueden desencadenar algu-
nas respuestas comunes. Estos efectos ines-
pecíficos informados para distintos "stres-
santes" también en peces (Rosenthal y 
Alderice, 1976) dificultan una interpre-
tación causal que explique el tipo de inter­
ferência que se produce en cada caso. 
Posibleniente eso se deba a los efectos mul­
tiples de Ias sustancias tóxicas sobre los sis­
temas biológicos. Así, en el caso particular 
dei Cd, este catión tiene una fuerte afinidad 
por los grupos SH- de Ias proteínas y por 
Ias bases de los ácidos nucleicos. Asimismo 
se produciría una alteración en Ias activi-
dades enzimáticas debido a la competência 
del C d + + con otros cationes divalentes 
como Z n + + y Ca + + que suelen ser cofactores 
de enzimas (Jacobson y Turner, 1980). El 
Cd también produce una disminución en la 
disponibilidad de moléculas energéticas por 
interferência con el proceso de fosforila-
ción oxidativa (Vallee y Ulmer, 1972). 

Entre los efectos observados a nivel ce­
lular por el tratamiento con Cd, la disocia-
ción celular podría deberse al desplaza-
miento dei Ca por competência dei Cd con 
la consiguiente dificultad en mantener Ias 
uniones celulares. Puede descartarse un 
efecto osmótico provocado por el agregado 
de Cl 2 Cd a la solución utilizada como con­
trol, ya que hemos comprobado en nuestro 
laboratório que los embriones de Bufo 
arenarum son capaces de completar su de­
sarrollo en soluciones cuya osmolaridad 
varia más de diez veces con respecto a la 
utilizada en nuestros grupos control (12,42 
mOsm) sin mostrar signos externos simi­
lares a los observados en los tratamientos 
con Cd. Las cantidades de Cl 2 Cd agregadas 
a Ias soluciones experimentales modifican 
la osmolaridad entre 12,42 y 12,52 mOsm, 
câmbios estos que entendemos no pueden 
dar cuenta per se de los efectos observados. 
El abovedamiento de la superfície apical de 
Ias células glandulares podría deberse a 



38 PEREZ-COLL ET AL. 

alteraciones en el citoesqueleto, ya que con 
tratamiento con agua pesada, que afecta di-
cha estructura, Ias células epiteliales adquie-
ren también una forma abovedada (Herko-
vits et ai, 1975). La ausência de células 
ciliadas en la region pericloacal de algunos 
embriones probablemente podría deberse a 
la incompleta invaginación de Ias células 
endodérmicas durante la gastrulación, ex-
presando durante el desarrollo embrionário 
subsiguiente una potencialidad de diferen-
ciación apical similar a la que corresponde 
a Ias células que revisten el intestino primi­
tivo. El limite netamente marcado entre 
estas células y Ias ectodérmicas ciliadas 
parece indicar que esta potencialidad fun­
cional queda ya definida durante la gastru­
lación. La persistência de agrupamientos 
celulares ciliados en forma de cordones o 
acúmulos durante etapas avanzadas dei 
desarrollo embrionário (circulación bran-
quial, E.19 en los embriones experimen-
tales) podría deberse a una perturbación 
en la formación de células glandulares que 
normalmente se intercalan entre la pobla-
ción de células ciliadas, de tal manera que 
en el estádio mencionado, Ias células cilia­
das no contactan entre sí (Herkovits y 
Pisanó, 1980). 

Con respecto a la formación de la aleta, 
el eje de la misma es la parte menos suscep­
tible al Cd, mientras que podría existir un 
gradiente de susceptibilidad creciente en Ias 
porciones dorsal, caudal y ventral de la aleta. 

Los desordenes etológicos observados 
representan fenômenos habituales por in­
toxication con metales pesados (Rombough 
y Garside, 1982; Spehar, 1976; Ghate 
y Mulherkar, 1980; Vega y Pisanó, 1980). 

Desde el punto de vista ecológico, seria 
importante también conocer la máxima 
cantidad de Cd que pueda estar presente 
en los tejidos embrionários sin interferir 
con el desarrollo ya que estos organismos 
participarían eventualmente en fenômenos 
de bioamplificación. 
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