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Resumen

El cadmio (Cd) es un metal pesado que se encuentra en el ambiente por
causas naturales y como producto de actividades antropogénicas como son la
industria y la mineria. Hasta el momento, se desconoce que este metal desempefie
alguna funcion bioldgica en el organismo, pero algunos de sus efectos téxicos si han

sido estudiados.

Los humanos y animales nos encontramos expuestos a este metal
principalmente dentro de dos categorias, una ocupacional y otra no ocupacional.
Dentro de la categoria ocupacional se agrupan a los mineros que inhalan particulas
de Cd en las minas, donde el metal es un producto de desecho, asi como a los
soldadores y trabajadores de fabricas de baterias de niquel-Cd. Dentro de la
categoria no ocupacional, la principal fuente exposicion se da por la inhalacién del

humo del cigarro y la ingesta de alimentos y agua contaminada.

El Cd es capaz de entrar a nuestro organismo Yy bioacumularse,
permaneciendo dentro de nuestro sistema hasta por un periodo de 40 afios. Dentro
del organismo, este metal ejerce diversos efectos toxicos como son el cancer de
prostata y pulmon, dafios histolégicos en el testiculo y enfermedades éseas muy

graves, como es el caso de la osteomalacia o enfermedad Itai-Itai.

El Cd también se acumula en el aparato reproductor masculino, ocasionando
dafo en las células de Sertoli y de Leydig (estas ultimas son las responsables de la
secrecion de testosterona en el testiculo, hormona que es considerada como un
buen indice de la funcién testicular); es capaz de disminuir las concentraciones
plasmaticas de testosterona, y por lo tanto es capaz de alterar los patrones de la
copula y la motivacion sexual. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue
evaluar los efectos que este metal ejerce sobre la conducta sexual en sus fases
motivacional y ejecutoria, asi como determinar la expresion de receptores de
androgenos y estrégenos en cerebros de ratas macho sexualmente maduras y con

interaccion sexual previa.



Para ello, ratas macho Wistar fueron expuestas desde el nacimiento hasta los
56 dias de vida postnatal a una solucion de Cd en dos dosis diferentes (0.5 y 1mg/kg
de peso corporal) via IP. El grupo control fue tratado Unicamente con 0.1 ml de
solucion salina estéril por la misma via de administracion. A los 120 dias de vida se
les realizaron las pruebas correspondientes para evaluar la motivacion sexual
incentiva y la ejecucion sexual. Posteriormente, las ratas se sacrificaron por
decapitacion y se obtuvieron muestras de suero sanguineo para cuantificar la
testosterona por medio de la técnica de radioinmunoensayo, y muestras de tejido
para cuantificar las concentraciones de Cd en aparato reproductor y estructuras
neurales que regulan la conducta sexual mediante espectrofotometria de absorcion
atomica. Se extrajeron los cerebros de las ratas tratadas con Cd y del grupo control
para evaluar, por medio de la técnica de inmunohistoquimica por flotacién, la
expresion de receptores para andrégenos y estrégenos en estructuras neurales que

regulan la conducta sexual.

Los resultados obtenidos mostraron que el Cd no suprimié la motivacion
sexual, pero si disminuyo la intensidad de la motivacién sexual en las ratas que
fueron tratadas con las dosis empleadas en el presente trabajo (0.5 y 1 mg/kg de

peso corporal).

El Cd es capaz de alterar también los parametros de la copula, aumentando el
ndamero de montas que realizan los animales, lo cual se vio reflejado en un aumento
en el niumero de intentos que los animales realizaron antes de eyacular, lo que
podria interpretarse como una imposibilidad de estos machos para copular;
aumentaron las latencias de monta y de intromisién, pardmetros que también son
considerados indices de motivacion sexual, por lo cual, de acuerdo con lo
mencionado con anterioridad en los organismos a los que se les administré Cd, éste
provoco la disminucion en la motivacién sexual. EI Cd también alter6 el nimero de

montas e intromisiones y la latencia de eyaculacion.

El Hit rate es un indice que nos dice qué tan efectivo es un animal para

copular, y éste valor también disminuye de manera dosis dependiente con la



administracion de Cd, por lo cual, a partir de los resultados obtenidos en el presente
trabajo, se puede inferir que el Cd es un metal toxico capaz de disminuir la eficiencia

copulatoria en ratas.

No encontramos diferencias significativas en la cuantificacion de la expresion
de receptores para andrégenos y estrégenos entre los animales tratados con Cd y el
grupo control en estructuras importantes para la expresion de esta conducta, como

son el area preoptica medial, el nacleo amigdalino lateral y el bulbo olfatorio.



Abstract

Cadmium (Cd) is a heavy metal found in the environment by natural causes and as a
result of human activities such as industry and mining. So far, no biological function of
cadmium in the body is known, but some of its toxic effects have been studied.
Humans and animals are exposed to this metal mainly by two causes: the first is
called occupational and the other one is called non-occupational. Within the
occupational category are grouped miners who inhale particles of Cd in the mines,
where the metal is a waste product, as well as welders and factory workers who make
Ni-Cd batteries. Within the non-occupational category, the main source for exposure
to Cd is inhalation of cigarette smoke and intake of contaminated food and water.
This metal can enter our body and accumulates, staying within our system up to a
period of 40 years. Within the organism it exerts various toxic effects like prostate and
lung cancer, testicular tissue damage, and very serious bone diseases, such as

osteomalacia or ltai-Itai disease.

Cd also accumulates in the male reproductive system, causing damage to
Sertoli and Leydig cells; the latter responsible for the secretion of testosterone in the

testis hormone that is considered a good rate of testicular function.

Cd is able to decrease the plasma concentrations of testosterone, and
therefore is able to alter patterns of intercourse and sexual motivation. Therefore, the
objective of this study was to evaluate the effects that this metal exerts on the sexual
behavior in their appetitive and consummatory phases, and to determinate the
expression of estrogen and androgen receptors in the brains of sexually mature male
rats with sexual experience. For this purpose, male Wistar rats were exposed from
birth to 56 days of postnatal life to a solution of cadmium in two different doses (0.5

and 1 mg of CdCl,/ kg body weight, intraperitoneally).

The control group was treated only with 0.1 ml of sterile saline solution by the
same means of administration. At 120 days of age, there were carried out tests to

assess the incentive sexual motivation and sexual performance of male rats in the



three groups. Subsequently, blood samples were obtained to measure serum
testosterone and tissue samples to quantify the concentrations of Cd in reproductive
and neural structures that regulate sexual behavior. The brains of rats treated with
cadmium and the control group were removed to evaluate, through flotation
immunohistochemistry, the receptor expression for estrogens and androgens in
neural structures that regulate the sexual behavior. The results showed that cadmium
did not suppress sexual motivation of the animals treated with both doses of the
metal, but decreased the intensity of sexual motivation in rats that were treated with

toxic doses used in this study (0.5 and 1 mg of CdCl,/ kg body weight).

Cd can also alter the parameters of copulation in the rats treated with doses
used in this work, increasing the number of mounts made by the animals, which is
reflected in an increase in the number of attempts that animals made before
ejaculation, which could be interpreted as a failure of these males to copulate. Cd
also increases latencies of mounts and intromissions, parameters that are considered
measurements of sexual motivation, whereby, in accordance with the aforementioned
results of management of sexual motivation, Cd decreases sexual motivation. It also
alters the number of mounts, intromissions, and latency of ejaculation. Hit rate is an
index that tells us the effectiveness of an animal in terms of copulation. This value
also decreases in a dose-dependent manner with the administration of Cd. Therefore,
from the results obtained in this study, it can be inferred that Cd is a toxic metal
capable of reducing the copulation efficiency in rats.

No significant differences were found in the quantification of the expression of
receptors for androgens and estrogens among animals treated with cadmium and
control, in important structures for the expression of this behavior, such as the medial

preoptic area, amygdala lateral and olfactory bulb.
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VMPO, Ndcleo predptico ventromedial

VOLT, Organo vascular de la lamina terminalis



Introduccién

Conducta sexual

La conducta sexual se define como una serie de comportamientos que tienen como
funcion biologica la reproduccion de un individuo de cualquier especie con
reproduccion sexual (Agmo, 2010; Hernandez-Gonzélez et al., 2009). El inicio y
mantenimiento de la misma involucra interacciones espontaneas entre dos individuos
que se dan cuando un sujeto detecta una pareja sexual potencial (Agmo, 2010;
Hernandez-Gonzélez et al., 2009). Para que se lleve a cabo la actividad sexual es
necesario que se inicien en el individuo, alrededor de la pubertad, diversos cambios
neuroendocrinos, conductuales y morfolégicos que estan regulados por la activacion
del eje neuroendocrino hipotadlamo-hipéfisis-génada (HHG), de cuya adecuada
funcionalidad dependen el desarrollo de los érganos sexuales y la fertilidad (Meisel &
Sachs, 2006; Hull et al., 2007).

En el humano, esta conducta guarda una estrecha relacion con el estado de
salud y con la calidad de vida del individuo, pues se sabe que es una fuente
importante de placer, bienestar fisico, fisiolégico y social, y su adecuada expresion es
una parte esencial de las relaciones sociales (McCabe & Cummins, 1998; Ventegodt,
1998; Frohlich & Meston, 2002; Taleporos & McCabe, 2002; Arrington et al., 2004).
Esta conducta es innata en el humano, pero gran parte de su desarrollo es aprendido
(Bantman, 1998).

Sin embargo, aunque tradicionalmente se ha vinculado la conducta sexual con
la reproduccion, diferentes estudios en algunos mamiferos como la rata han
demostrado que al acompafiarse de sensaciones placenteras, la ejecucion de la
conducta sexual no necesariamente implica la procreacion de nuevos individuos, por
ello se ha planteado que no tiene otro significado que su propia ejecucién (Agmo,

1999) y es intrinsecamente hedodnica y reforzante (Camacho et al., 2007); lo cual



hace suponer que si la conducta sexual se ve afectada en el individuo, puede
impactar en otros ambitos de su desarrollo personal (Perfiles de Salud Reproductiva,
CONAPO, 2011).

Para su estudio, la respuesta sexual humana ha sido separada en cuatro
fases, todas ellas resultado de la estimulacién sexual. La primera de ellas se
caracteriza por la activacion cortical y medular en el sistema nervioso, la cual se
correlaciona con un fendmeno de tumescencia (fases de excitacion y meseta); la
tercera esta caracterizada por contracciones de musculo liso y/o estriado (fase
orgasmica) y finalmente ocurre un fenbmeno de detumescencia, tanto a nivel genital

como extra genital (fase resolutiva: Bianco, 1990).

En esta respuesta clasica hay que incorporar la aportacion que Kaplan (1979),
hizo a la misma, incorporando el factor del deseo sexual, que refiere a las fantasias
sobre la actividad sexual y el deseo de llevarlas a cabo. Dicha clasificacion tiene
utilidad clinica, ya que muchos procesos patologicos, como son las alteraciones en el
mecanismo de unién del par cromosdémico 23, alteraciones en la sintesis hormonal o
en los receptores de hormonas sexuales, alteraciones en el nicleo supraquiasmatico
(que es sexualmente dimorfico), dafios a nivel anatémico (principalmente en venas y
arterias), infecciones, enfermedades degenerativas, metabdlicas o de aprendizaje y

neoplasias, pueden alterar la funcion sexual (Bianco, 1988).

La disfuncion o insatisfaccién en cualquiera de las principales areas de interés
en el comportamiento puede surgir como resultado fisiopatolégico y mecanismos
psicolégicos (Baggaley, 2008). La disfuncion sexual es un trastorno que afecta la
sexualidad tanto en hombres como en mujeres, influyendo de forma directa a la salud

fisica y mental, distorsionando el equilibrio familiar, laboral y social (Real, 2010).



Modelos de estudio de la conducta sexual

El analisis del comportamiento sexual de la rata de laboratorio (Rattus norvegicus) se
ha utilizado como un modelo para realizar aproximaciones experimentales y conocer
mas sobre sus bases bioldgicas, neurales, hormonales y anatomicas. Esto debido a
que, en general, los roedores son Utiles para estudios del comportamiento sexual por
las siguientes razones: 1. comparte muchas de las bases fisiologicas de los
mamiferos en general, 2. Su tamafio permite mantener a los individuos
experimentales en condiciones de laboratorio a bajo costo, 3. Su sistema
neuroendocrino se asemeja mucho al del humano, 4. Presentan un comportamiento
copulatorio oportunista, es decir, pueden copular bajo diferentes condiciones (Pfaus
et al., 2003).

Por los motivos antes mencionados, asi como por el hecho de que hoy en dia
los indices confiables de la pubertad y de la maduracion sexual, se han tomado de
los modelos utilizados en la rata macho (Stoker et al., 2000). El presente estudio se
enfoca en los mecanismos involucrados en la maduracion sexual de estos
organismos, con la finalidad de poder extrapolar los resultados de nuestros

experimentos en el ser humano.

Conducta sexual en la rata macho

La conducta sexual en la rata macho (CSM) es probablemente una de las mejor
descritas entre los mamiferos. Dentro de estas conductas se distingue una serie de
comportamientos que sSe reconocen como precopulatorios, copulatorios vy
postcopulatorios. Durante la conducta precopulatoria, el macho y la hembra se
persiguen, hay exploracion del area anogenital de la hembra, y se emiten
vocalizaciones ultrasonicas (Lucio & Tlachi-Lopez, 2008).Durante las conductas

copulatorias en la rata macho se presentan diferentes patrones motores innatos y



altamente estereotipados que pueden distinguirse facilmente en tres conductas: 1.
Monta, 2. Intromision y 3. Eyaculacion (Guevara-Pérez & Hernadndez-Gonzalez,
2006; Hull et al., 2006). Finalmente, durante la conducta postcopulatoria, en el macho
se da el periodo refractario absoluto y el relativo. En el periodo refractario absoluto el
macho presenta poca locomocion, es insensible a estimulacion sexual y poco
sensible a otro tipo de estimulos; mientras que durante el periodo refractario relativo
el macho empieza a responder a estimulos externos y emite vocalizaciones

ultrasoénicas (Lucio & Tlachi-Lopez, 2008).

Para facilitar su estudio, la conducta o interaccion sexual en la rata macho, ha
sido dividida en dos fases que se encuentran reguladas e inducidas por la accion de
hormonas gonadales sobre estructuras del Sistema Nervioso Central (SNC) y
organos del aparato reproductor. La primera de estas fases la constituye la
motivacion sexual, que se refiere a los aspectos previos a la copula que permiten al
macho acercarse a la hembra entre los que se pueden mencionar el olfateo, la
exploracion anogenital, la persecucion de la hembra, la emision de vocalizaciones
audibles o ultrasoénicas y el acicalamiento. Si estas conductas son las adecuadas,
entonces se da el apareamiento. Este conforma la segunda fase de la conducta
sexual, que también se conoce como fase ejecutoria, ejecucion sexual o
simplemente coOpula. En esta fase se encuentran involucradas conductas como la
monta del macho sobre la grupa de la hembra, la realizacion de movimientos
pélvicos por parte del macho, la insercion peneana intravaginal y la eyaculacion
(Dewsbury, 1979; Agmo, 1999; Hernandez-Gonzalez et al., 2002; Pfaff & Agmo,
2002).

Estudio de la motivacion sexual

Como se menciond con anterioridad, por motivacion sexual entendemos todos los

procesos que hacen que un animal busque contacto sexual con otro de su misma



especie (Hernandez-Gonzalez et al., 2002). Sin embargo, dentro del grupo de los
roedores, estas conductas exploratorias no reflejan completamente la motivacion del
individuo, por lo que hoy en dia se utilizan pruebas mas especificas para la

evaluacion de esta conducta (Arteaga-Silva et al., 2005).

La evaluacion de la motivacion sexual, en roedores no ha sido sencilla, dado
que algunos autores han descrito efectos sobre la motivacién sexual en términos de
medidas de la copula, tales como olfateo, acicalamiento anogenital, orientacion del
macho hacia la hembra, persecucién antes de la primera monta o intromision,
latencia de monta y la latencia de intromision, sin embargo estas medidas reflejan

componentes de la ejecucion sexual (Herndndez-Gonzalez et al. 2002).

Motivacion sexual incentiva

Un método sencillo y directo para medir la motivacion sexual es la prueba de
motivacion sexual incentiva (MSI), que permite cuantificar las conductas de
acercamiento con un fin sexual, y al mismo tiempo, disociar esta conducta del
acercamiento con un fin social utilizando una rata macho como incentivo social y una
rata hembra como incentivo sexual. Este método, disefiado en sus inicios por un
grupo de investigadores suecos (Hetta & Meyerson, 1978; Meyerson et al., 1979;
Eliasson & Meyerson, 1981) y posteriormente modificado por el Dr. Agmo en el 2002
consiste en un campo abierto con forma rectangular, con dos cajas laterales donde
se coloca a los incentivos sexual y social, separados de la arena principal por una
malla de alambre. El sujeto experimental es libre de moverse por toda la arena
principal y la medida de las conductas de acercamiento es el tiempo que pasa el
sujeto experimental en el area préoxima al incentivo sexual comparada con el tiempo
que pasa en cercania con el incentivo social (Agmo, 2010). Utilizando este

procedimiento se ha podido demostrar que el valor del “incentivo sexual” depende de



hormonas gonadales que en los machos corresponden a andrégenos y en las
hembras corresponden a estrogenos (Agmo, 2003b; Ellingsen & Agmo, 2004).

Regulacion de la conducta sexual masculina

La regulacion de la conducta sexual es sumamente compleja e involucra la
interaccion de diferentes hormonas gonadales con neurotransmisores en areas
neuroanatomicas implicadas en la regulaciéon de la copula (Hull et al., 2006). A
continuacion se analiza el papel que juegan las principales hormonas, asi como de

las diferentes areas cerebrales que regulan la CSM.

Regulacion neural de la conducta sexual masculina

Existen diversas estructuras cerebrales a las cuales se les ha involucrado con
expresion y mantenimiento de la conducta sexual. Entre éstas, se encuentran la
amigdala medial (meA), la corteza frontal, el septum lateral, el hipotalamo (HYP),
el area predptica medial (APOm), el area tegmental ventral (ATV) y la médula
espinal. Ademas, existe suficiente evidencia de que las respuestas de ereccion y

eyaculacién son mecanismos reflejos (Meisel & Sachs, 1994).

El sistema vomeronasal y el bulbo olfatorio (BO) permiten la entrada de
estimulos quimico-sensoriales. En una primera etapa, la informacién procedente del
BO principal y accesorio, asi como los estimulos somatosensoriales del area pélvica
son procesados en la meA (Hull et al., 2006). Posteriormente, tanto la informacion
recopilada por la meA, como la recopilada por la via de nucleo basal de la stria
terminalis (BNST), van hacia el APOm y son esenciales para la expresion de la

copula en ratas macho (Kondo & Arai, 1995).



Diferentes estructuras cerebrales han sido implicadas de manera importante
en el procesamiento de los estimulos incentivos sexuales en los machos. El sistema
vomeronasal y el BO principal probablemente son las areas encargadas de recibir los
estimulos mas importantes para la manifestacion de la conducta sexual en las ratas
macho. Como se observa en los estudios de Hull et al.,, (2006), en los que se
demostro que la bulbectomia olfatoria bilateral, produce incapacidad para copular y
para tener erecciones sin contacto, siendo mas susceptibles los machos

sexualmente inexpertos

La amigdala es un ndcleo de suma importancia en las conductas motivadas,
algunos estudios han sugerido que el nucleo central de la amigdala (CeA) juega un
papel critico en los eventos emocionales positivos representados por el refuerzo (See
et al.,, 2003). También se sabe, que la meA participa en el procesamiento y la
expresion de conductas emocionales (Davis, 1992; Leroux, 1992; Gallagher &
Holland, 1994). Ademas, la meA es otra de las estructuras que participa como un
importante sitio de integracion de las sefales sensoriales y hormonales como lo
demuestran los estudios de (Wood, 1998). Se ha sugerido que la region
posteromedial amigdalina (MEpd) est4d especificamente involucrada en el
procesamiento de los estimulos sexuales (Kollack-Walker & Neuman, 1992) como
fue demostrado en hamster machos, en los cuales, después de que la amigdala
fuera lesionada se registr6 una disminucién en la preferencia de los olores

desprendidos por el sexo opuesto (Maras & Petrulis, 2006).

Asimismo, existen datos de que las lesiones en la amigdala basolateral
también alteran la capacidad de las ratas para discriminar olores, asi como sefiales
auditivas y visuales (Baxter & Murray, 2002). En los humanos también se tienen
evidencias de que estas estructuras cerebrales y unas cuantas mas participan en los

procesos de activacion y motivacion sexual (Beauregard et al., 2001).

Por otra parte, algunos estudios realizados en ratas macho sugieren que la

APOmM también se encuentra involucrada en la regulacién de la CSM ya que la lesion



bilateral en ésta area suprime la conducta sexual de ratas macho (Everitt & Stacey,
1987).

Bulbo olfatorio primario ——— — —

Bulbo olfatorio secundario
0 accesorio

Tracto olfatorio
iateral

Corteza piriforme ——

Nucleo medial
de la amigdala

Amigdala ————

Nucleo cortical
de la amigdala

Fig. 1 Esquema donde se representa la regulacién neural de la conducta sexual. El bulbo
olfatorio es la via por donde entran los estimulos olfativos, que viajan a través del tracto olfatorio
lateral y son procesados en el nldcleo medial de la amigdala y el nicleo de la cama de la stria
terminalis; finalmente, estos estimulos quimico-sensoriales seran procesados en el area preoptica del
hipotadlamo. Tomado de Hull et al. 2002.

Regulacién hormonal de la conducta sexual masculina

De manera general se ha descrito que, dentro de las especies de mamiferos
estudiadas, el retiro de hormonas gonadales por medio de la castracién provoca una
reduccion de la CSM, disminuyendo tanto la motivacion como la ejecucion sexual. En

los estudios realizados con ratas macho, se ha reportado que la castracion provoca



que: 1. Aumentan las latencias de monta y de intromision, 2. al cabo de una o dos
semanas posteriores a la castracion, las ratas pierden la capacidad para lograr
intromisiones y la eyaculacion y 3. La monta es la dltima conducta copulatoria en
desaparecer y posteriormente desaparece completamente el despliegue de la

conducta sexual (Larsson, 1979; Meisel & Sachs, 1994).

En relacion con el componente motivacional se sabe que cuando se extirpan
los testiculos, el impulso sexual también decae rapidamente, observandose que los
machos castrados no buscan a las hembras, ni luchan para lograr el acceso a ellas y
esta actividad sexual puede ser restituida mediante la administracion de hormonas
testiculares (Beach & Holtz, 1946).

El tratamiento con testosterona (T) puede invertir los efectos de la castracion
sobre la conducta reproductora de la rata macho. El restablecimiento de la CSM
después de una terapia sostenida de androgenos refleja la manera en que
desaparecieron estas conductas: primero se presenta la monta, y a continuacion le
siguen las intromisiones y por ultimo la eyaculacion. Si la terapia de restitucion con
androgenos se inicia inmediatamente después de la castracion a lo cual se le llama
tratamiento de mantenimiento, se necesitan niveles mas bajos de hormonas para
recuperar la conducta sexual. Si se inicia el tratamiento hormonal mas tarde, a lo cual
se le conoce como tratamiento de restablecimiento, los niveles de hormonas que se

necesitan son mas altos (Davidson, 1966).

Como se menciond en el apartado anterior, la administracion de T, puede
mantener la conducta de apareamiento en los roedores castrados (Sachs & Meisel,
1988); sin embargo la administracién de 5a-dihidrotestosterona (5a- DHT) que es
un metabolito obtenido a partir de una 5a-reduccion de la T, no evita el decaimiento
post-castracion en la conducta copulatoria, independientemente si se suministra en el
momento de la castracion o después de varios dias (Feder, 1971). La 5a- DHT es
importante para el mantenimiento y funcién de los 6rganos sexuales accesorios

como las vesiculas seminales, la prostata y el pene, entre otros. Asi, la T procedente



de los testiculos parece funcionar principalmente como una pre-hormona que
suministra, por un lado, estrogenos a estructuras del SNC que regulan la expresion
de la CSM vy, por otro, la 5a-DHT a la periferia para regular el mantenimiento de los
organos sexuales accesorios necesarios para la expresion de las conductas

copulatorias (Sachs & Meisel, 1988).

La administracion de 17B-estradiol (E,), producto de la aromatizacion de la T,
solo restituye parcialmente la actividad sexual en las ratas macho castradas, las
cuales presentan montas e intromisiones, pero la conducta de eyaculacion se
restablece Unicamente en las ratas que tuvieron experiencia sexual previa a la
castracion o en quienes el tratamiento se inicié inmediatamente después de la cirugia
(Davidson, 1969). Por otro lado, el tratamiento combinado de E, con 5a-DHT
reestablece, en los machos castrados, las conductas de monta, intromision y de
eyaculaciéon (Larsson et al., 1973; Stédersten, 1973).

Todos estos hallazgos han llevado a la conclusion de que la expresion de la
CSM en la rata depende de la accion sinérgica de un estrégeno y de un andrégeno

(Beyer, 1998) pero puede verse afectada por factores ambientales (Bancroft, 1993).

Receptores para andréogenos y estrogenos

Numerosos trabajos han hecho evidente que las hormonas gonadales son esenciales
para la generacion de estimulos que activan las conductas de motivacion sexual, asi
como también para la adecuada ejecucién de los actos sexuales consumatorios.
Actualmente se sabe que tanto los receptores para andrégenos (RA) como los
receptores para a estrogenos (RE) se encuentran ampliamente distribuidos en
estructuras cerebrales que estan implicadas en la modulaciéon de la ejecucion y

motivacion sexual.



El RE es una proteina que pertenece a la super familia de los receptores
nucleares (Evans, 1988) y en la actualidad se conocen dos isoformas de,
denominadas a y B, a los cuales el E; se une con gran afinidad (Kuiper et al., 1997).
El descubrimiento de las dos isoformas del RE increment6 significativamente la
complejidad del estudio de la fisiologia de los estrogenos, sin mencionar que existen
también receptores localizados en la membrana que median igualmente funciones de
estas hormonas. Nilsson & Gustafsson (2002) proponen diferentes mecanismos para
la accion del E,, sugiriendo que la reproduccidén puede estar regulada por ambos
receptores. Aunado a esto se ha encontrado la presencia de estos dos tipos de
receptores en tracto reproductor de la rata macho y el raton, presentandose una
mayor cantidad de RER; lo cual también ha sido reportado en otras especies de

mamiferos (Hess, 2003).

Los RE estan conformados por seis dominios denotados con letras que van de
la A a la F. La region AB se encuentra localizada del lado aminoterminal de la
proteina y es la region menos conservada entre los distintos receptores nucleares.
Esta region tiene la funcidon de activacién de la transcripcibn genética (Activation
Function 1 o AF-1) y posee varios sitios de fosforilacion, importantes para el proceso
de activacion proteinas, especialmente en aquellos procesos donde el receptor es
activado en ausencia de hormona (Ignar-Trowbridge et al., 1992; Pietras et al., 1995).
El dominio C corresponde al sitio de union del DNA y es la parte mas conservada
entre los receptores nucleares. Esta compuesto por nueve residuos de cisteinas, de
los cuales ocho estan coordinados alrededor de dos iones de Zn*? para formar dos
dedos de zinc, que le confieren al receptor la capacidad de unirse especificamente al
DNA. La uniéon a una secuencia especifica en el DNA estd determinada por la
composicion de aminoacidos localizada entre estos dos dedos de zinc, conocida
como capa P (P box; Freedman, 1992). El dominio D conforma la region bisagra de
la molécula. Es en este sitio donde se encuentra unida la proteina chaperona de
golpe de calor 90, la cual permanece unida al receptor mientras se encuentra en

estado inactivo; y finalmente la regibn EF que se encuentra en el extremo



carboxiterminal, es también conocida como regién de union al ligando o region LBD,
la cual reconoce a estrogenos naturales o a ligandos sintéticos que pueden ser
antagonistas totales o moduladores selectivos de los RE y pueden activar o inhibir al
receptor, dependiendo del contexto celular (Ver Fig. 2; Noriega-Reyes & Langley-Mc
Carron, 2008). Los estrogenos pueden ejercer sus efectos a través de efectos

gendmicos y no gendmicos mediados por el RE de membrana.

DBD LBD
Union al DNA Unién al Ligando
Dimerizacion Dimerizacion
vfaA] s NG 2 F [c]c
AF1 AF2
Transactivacién Regionde  Transactivacion
bisagra

Unidna Senal de localizacion nuclear
hsp90

Fig. 2 Esquema que muestra de manera general los dominios funcionales del RE. Tomado de
Marquez 2012 (Disponible en: http://vitae.ucv.ve/pdfs/VITAE_3012.pdf).

Este mecanismo clasico de accién de hormonas esteroideas establece que el RE es
activado al unir el E,, y asi acta como un factor de transcripcion al unirse al DNA,
estimulando la transcripcion de genes y ejerciendo su accién en el nucleo celular
(Evans, 1988; Beato et al., 1996). Después de la union del ligando al receptor, ocurre
un proceso de homo o heterodimerizacion (dos REa o un REa se heterodimeriza con
un REB) y se da el reconocimiento de una secuencia especifica del DNA (Lieberman,
1997). En consecuencia se activa el proceso de transcripcion el formarse el complejo

de iniciacion de la transcripcion al cual se le van a unir una serie de proteinas



correguladoras llamadas “Proteinas de interaccién con los receptores” o RIPs, que
pueden activar o reprimir el proceso de transcripcion (Ver Fig. 3).

Este proceso genomico, donde se induce la sintesis de RNA que resulta en la
produccion final de nuevas proteinas, requiere de por lo menos 1 o 2 horas después
de iniciado el tratamiento hormonal (Lieberman, 1997).

Supervivencia
Celular

Fig. 3 Esquema que muestra los efectos gendémicos del RE. En este proceso ocurre la
activacion del Reao RE al unir el E2. Una vez que este atraviesa la membrana celular. La activacion
de la transcripcion ocurre a nivel del nucleo celular después de la homo o heterodimerizacion del
receptor, estimulando asi la sintesis de genes que promueven la supervivencia celular. Tomado de
Marquez 2012 (Disponible en: http://vitae.ucv.ve/pdfs/VITAE_3012.pdf).

Efectos no gendémicos del Receptor de estrogenos

El modo de acciéon no gendmico del RE es un proceso rapido, que ocurre en pocos
segundos o minutos y no requiere de los procesos de transcripcion y sintesis de
nuevas proteinas para poder producir su efecto, por esta razén debe ser mediado por



un receptor de estrégenos localizado en la membrana (REm). Entre estos efectos
rapidos se encuentran flujos de iones, desencadenamiento de potenciales de accion,
descarga de vesiculas secretoras o activacion de proteinas kinasas asociadas a la
membrana (Ver Fig. 4; Nemere, 1998; Watson, 1999; Falkenstein, 2000).

RP

Fig. 4 Esquema que muestra los efectos no gendmicos del RE a través de un REm. En
este proceso, el receptor se une al E, y activa diferentes cascadas de sefiales que pueden estimular la
activacion de mecanismos genomicos. Entre los efectos mediados por el receptor de membrana estan
la activacién de canales de Ca*?, proteinas G, interaccién con receptores de péptidos, activacién de
kinasas, etc. Tomado de Marquez 2012. Disponible en http://vitae.ucv.ve/pdfs/VITAE_3012.pdf).

Receptor de andrégenos

Los efectos bioldgicos de la T y la 5a-DHT son mediados a través del RA (Xing el at.,
2001; Gelman, 2002; Matsumoto et al.,, 2005; Dehms & Tindall, 2007; Zhu &
Kyprianou, 2008). Por su parte los RA responden principalmente a la T, sin embargo,
tiene mayor afinidad por su principal metabolito: la 5a-DHT. Ademas, el complejo 5a-



DHT-receptor es mas estable que el complejo T-receptor (Amado & Florez, 1998). El
RA tiene cuatro dominios funcionales: 1) un dominio NHz-terminal (NTD), encargado
de la activacion transcripcional y es el mas variable entre los receptores nucleares
tanto en longitud como en secuencia (Heinlein & Chang, 2002; Gelman, 2002) 2) un
dominio de union a DNA (DBD), localizado en la parte central de la molécula del
RA y su funcién es reconocer secuencias especificas del DNA, 3) un dominio de
union al ligando (LBD), encargado de la dimerizacibn y activacion de la
transcripcion. Este dominio regula la interaccion entre el RA y las proteinas de
choque térmico (Hsp) e interactta con el dominio NTD del receptor para estabilizar
la union del andrégeno (Heinlein & Chang, 2002) y 4) una region bisagra, no
conservada Yy flexible, encargada de unir a los dominios LBD y DBD y de regular la
union al DNA, la translocacion nuclear y la transactivacion del RA (Haelens et al.,
2007). El RA tiene efectos importantes durante el transcurso de la vida del macho,
gue van desde el desarrollo en la pubertad y la madurez sexual hasta alteraciones en
su regulacion que conllevan a o al desarrollo de patologias como la hiperplasia y

cancer de prostata.

RE a y B, RA y Conducta Sexual

Recientemente se ha encontrado la presencia de RA y RE en las siguientes tres
estructuras: 1. El area preoptica media, 2. El nucleo amigdaloide medial y 3. El
ndcleo ventromedial del hipotalamo (Abdelgadir et al., 1999; Michael et al., 1989;
Roselli et al., 1987, 1991). Reportandose densidades cerebrales mas altas de RE y
RA en el nacleo ventromedial del hipotdlamo y el bulbo olfatorio (BO) (Genazzani et
al., 1996), la amigdala cortico medial (AMGco), el APOm, el HYP y la hipdfisis,
entre otras estructuras cerebrales participan en el inicié6 y mantenimiento de la CSM
(Wood & Newman, 1995; Shughrue et al., 1997, 1998; Portillo et al., 2006). Incluso
existen evidencias que sugieren que los RE y RA pueden estar contenidos dentro de

las mismas células neuronales de estas estructuras (Enmark & Gustafsson, 2001).



Sin embargo, los REa. se han implicado como los principales encargados de la
regulacion de la CSM. Se ha demostrado que en ratones en los que se eliminé el gen
gue codifica para los REa (Knockout o KO), la ausencia de éste receptor suprime la
CSMy afecta a las conductas copulatorias (Wersinger & Rissman, 2000; Dominguez-
Salazar et al., 2004; Portillo et al., 2006). Ademas, se ha observado que también los
REB juegan un papel importante como parte de la regulacion, tanto del inicio de la
pubertad, como de la conducta eyaculatoria en los ratones a los que se les aplico

esta misma técnica de KO (Temple et al., 2003).

Neurotransmisores que regulan el comportamiento copulatorio

Existe una cascada excitatoria e inhibitoria que se expresa a través de la via
dopaminérgica y su receptor D2 en el nicleo accumbens (Acc) y en el hipocampo
(Hip) que comienza en el HYP liberando noradrenalina (NA) y serotonina (5-HT),
las cuéles a su vez causan la liberacion de encefalinas (opiodes) en el ATV y que
inhibe a su vez, la actividad de neuronas que liberan el &cido gamma aminobutirico
(GABA), neurotransmisor inhibidor proveniente de la substancia nigra del
mesencéfalo. Esta accion, bloquea las neuronas que contienen dopamina (DA) en el
ATV y en la amigdala (AMY), favoreciendo la liberacion de la DA en el Acc y en
ciertas partes del Hip. Este complejo de eventos neurales permite la actividad de la
via final comun dopaminérgica relacionada con la modulacién de la de la CSM
(Mitchell & Gratton, 1994)

Algunos estudios con sustancias que bloquean en forma especifica a un
neurotransmisor, han permitido conocer la participacién especifica de algunos de
ellos en la regulacion de la copula. Respecto a los receptores de adrenalina se sabe
que el receptor alfa 2 adrenérgico inhibe la CSM, mientras que el alfa 1 y beta 2 la
facilitan, y el beta 1 no tiene ningun efecto (Clark et al., 1985; Smith et al., 1987).

La influencia que ejerce la DA sobre la funcion sexual ha sido estudiada bajo la



administracion de antagonistas dopaminérgicos como el haloperidol o el
flupentixol, de lo cual se ha observado que se reduce el nimero de animales que
copulan, el niumero de animales que eyaculan, y se incrementan la latencia de
intromision y el intervalo posteyaculatorio (Paglietti et al., 1978, Pfaus & Phillips,
1989).

Originalmente se pensaba que la funcion exclusiva de la 5-HT en el cerebro
era inhibir la CSM (Malmnas & Meyerson, 1971), sin embargo, después de que se
describieran diferentes subclases de receptores para 5-HT éste concepto se ha
modificado, pues se sabe que los receptores 5-HTia y 5-HT, ejercen funciones
opuestas. Los primeros facilitan la copula, mientras que los 5-HT, la inhiben (Klint
& Larsson, 1995). Por otra parte, la participacion del GABA sobre la CSM ha sido
muy complicada de investigar, pues la manipulacion del sistema GABAérgico
generalmente se acomparfia de alteraciones motoras, por lo tanto, ha resultado
dificil distinguir si es la alteracion motora la que impide que el macho copule o si
realmente no quiera copular. Sin embargo, la administracion de antagonistas de
GABA A/B directamente sobre el sistema nervioso ejerce un efecto inhibitorio
sobre la copula. Aunque la infusion de agonistas de este neurotransmisor no
restauran éste efecto inhibidor sobre el comportamiento copulatorio (Fernandez-
Guasti et al., 1986). Finalmente, se ha observado que la acetilcolina regula la
actividad de los musculos estriados necesarios para realizar los patrones
copulatorios de monta e intromisioén, y esta involucrada en la ereccion peneana.
Existe evidencia que sugiere que este transmisor solo influencia mecanismos
periféricos (Agmo, 1976; Dail et al., 1986).



Antecedentes

El desarrollo postnatal de la rata macho consiste en una serie de eventos que
clasicamente se ha caracterizado por presentar cuatro periodos; los cuales
comprenden: 1) Periodo neonatal, el cual abarca la primera semana después del
nacimiento; 2) Periodo infantil, que se extiende del dia 8 postnatal hasta el dia 21 ; 3)
Periodo juvenil, que se presenta del dia 22 hasta el dia 35 de vida postnatal; 4)
Periodo peripuberal, el cual comprende del dia 55 al 60 de vida postnatal (Clegg,
1960; Ojeda, 1980). Sin embargo, recientemente, en un estudio realizado en nuestro
laboratorio, se observé que la etapa considerada como peripuberal inicia desde el dia
35 hasta el dia 56 de vida postnatal, coincidiendo con los picos maximos de T, justo
en los dias 35 al 49, antes de establecerse la maduraciéon sexual (Arteaga-Silva et
al., 2013).

Por otro lado, en cuanto a la regulacién hormonal de la maduracion sexual, se
sabe que las hormonas sexuales implicadas en este fenbmeno tienen un efecto
organizador sobre el desarrollo anatomico y funcional del SNC. Durante las primeras
fases del desarrollo embrionario y después de éste, la accién prenatal de las
hormonas gonadales sobre la organizacién de sustratos neurales, es la que regulara
las conductas tipicas masculinas y femeninas que se presenta en los individuos
durante la madurez sexual. De tal forma, que ya en la edad adulta, estas mismas
hormonas activan, modulan o inhiben la funcién de los circuitos neuronales que

participan en la expresion de la conducta sexual (Phoenix et al., 1959).

Factores que afectan la Conducta sexual

La correcta expresion de la conducta copulatoria en los mamiferos depende de

multiples factores neuroendocrinos, sin embargo; puede verse afectada por factores



ambientales. En este contexto, se ha reportado que algunos contaminantes pueden
interferir en el desarrollo y maduracion sexual de organismos expuestos a estos
contaminantes, impidiendo los procesos reproductivos propios de la especie (Frye et
al., 2012).

Los contaminantes a los que los organismos estan expuestos pueden ser
metales pesados, derivados de plasticos o fertilizantes. Dentro de este aspecto, es
importante considerar que los nifios y adolescentes se pueden encontrar en mayor
riesgo al estar en contacto con metales pesados como el cadmio (Cd), que se
encuentra en algunos juguetes, accesorios electrénicos, lapices y material de arte
como pinturas, entre otros productos. De tal forma, que desde edades muy
tempranas los seres humanos se pueden ver expuestos a este metal, que se
almacena en el organismo y puede provocar alteraciones gastrointestinales,

pulmonares y neurotéxicas (Jarup et al., 1998).

La informacién toxicologica que se tiene sobre la exposicién cronica a los
productos quimicos en los juguetes, en diferentes fases del desarrollo humano, suele
ser incompleta, debido a que estos quimicos interfieren con las funciones
reproductivas en los machos, afectando el sistema neuroendocrino, y dando como
resultado alteraciones en los érganos reproductores y en estructuras cerebrales que
regulan la expresion de la conducta sexual (Foro Intergubernamental sobre
Seguridad Quimica, Quinta Reunién-Foro V, 2006).

Dentro de los quimicos que se han estudiado como agentes toxicos, se
encuentra los metales pesados, como el plomo (Pb), el cobre (Cu), el zinc (Zn) y el
Cd. De estos, el Cd es un metal ampliamente utilizado para proteger contra la
corrosion al fierro y al acero, se utiliza en la fabricacion de pinturas para colorear
ceramicas Yy plasticos, asi como en la fabricacion de las baterias de hidroxido de Ni-
Cd para la industria automotriz. En la agricultura forma parte de fertilizantes
fosforados y de pesticidas. De tal forma, que en la actualidad, las cantidades de Cd a

las cuales los seres humanos nos vemos expuestos, es el resultado de las



actividades industriales humanas (Instituto Nacional de Ecologia y cambio climatico,
2009)

El Cd y sus compuestos, son vertidos a las aguas a través de los relaves
mineros y desagues de las industrias, depositandose en los rios y lagos, y llegando a
los alimentos a través de las aguas de riego (Wuana & Okieimen, 2011).
Adicionalmente, puede ser ingerido a través de los articulos de ceramica utilizados
en la cocina, especialmente cuando son usados para contener sustancias acidas
como los jugos citricos y el vinagre, produciendo una reaccién con el vidriado de
dichos articulos, extrayéndose cantidades de Cd que contaminan los alimentos y
bebidas. De tal forma, que los seres humanos nos encontramos continuamente en
contacto con el Cd, el cual es considerado un toxico publico por su impacto sobre el
ambiente y por los dafios que ocasiona sobre la salud (ATSDR, 1988). Se ha
reportado que la exposicion al Cd se asocia con cancer pulmonar y de préstata,
insuficiencia renal, enfermedades cardiovasculares, trastornos gastrointestinales y en
el higado (Fowler, 2009).

Ademas, algunos estudios de exposicion a Cd en madres embarazadas
muestran una concentracion promedio de 1.2 ug/L de Cd en la sangre del cordon
umbilical y una concentraciéon de 1.4 pg/L en la sangre materna, mismas que
deterioran la funcién neuropsicoldgica de los nifios (Benitez et al., 2009). En cuanto a
los efectos neurotdxicos del Cd en ratas de 13 dias de edad se encontré6 una
expresion aumentada de las MTs como respuesta al dafio inducido por este metal.
Estos resultados sugieren que la exposicion ambiental al Cd puede ser un factor que
modifique la salud neuroldgica de los nifios en la Ciudad de México (Rios, 2001).
Adicionalmente, se ha demostrado que la exposicion al Cd puede afectar seriamente
la salud reproductiva, causando infertilidad tanto en machos como en hembras de
diferentes especies (Byrne et al., 2009; Siu et al., 2009; He et al., 2009; Mouritsen et
al., 2010).



Los reportes de afectaciones a la salud por Cd han ido en aumento, asi que se
ha tenido que normar tanto a nivel nacional (NOM-009-SSA1-1993) como
internacional (OMS, 2006). De estas normas, se sabe que las cantidades de Cd a las
gue un ser humano puede exponerse van desde 0.25 a 0.50 ppm. Sin embargo, es
muy escaso el conocimiento que se tiene sobre los niveles a los que realmente
estamos expuestos a nivel nacional, tanto en zonas industrializadas como en rurales.
De esto se desprende la necesidad de ampliar la informacion acerca de los efectos
que la exposicion a Cd puede ejercer sobre sustratos neurales y Organos

reproductivos, a través del estudio de conductas tales como los de la CSM.

Quimica del cadmio

Segun la Agencia para Sustancias Téxicas y Registro de Enfermedades (ATSDR,
1988), en la actualidad, el Cd es considerado como uno de los metales mas toxicos,
razon por la cual se han realizado numerosas investigaciones respecto a los efectos

que causa tanto a nivel neuroldégico como a nivel de los 6rganos sexuales.

El Cd es un elemento del grupo 1I-B, con peso atomico de 112.4 y nimero
atomico de 48; es un metal suave, color plata-blanquecino que generalmente no se
presenta en el ambiente en forma pura pero forma compuestos con otros elementos
como el oxigeno (6xido de Cd), cloro (cloruro de Cd) o azufre (sulfato y sulfuro de
Cd). Ademas, este elemento se asemeja al Zn pero difieren en sus puntos de
ebullicién, 907 y 767 °C, respectivamente (ATSDR, 1998). Tanto el Cd como el Zn
forman una capa completa de electrones, lo que explica la falta de estabilizacién en
los campos del ligando, cuya estereoquimica esta determinada casi exclusivamente
por consideraciones electrostaticas; la geometria de coordinacion de ambos metales

es igualmente adaptable (Valle, 1995).



El Cd es uno de los mayores agentes toxicos asociados a contaminacion
ambiental e industrial, pues redne cuatro de las caracteristicas més distintivas de un

toxico, (Ramirez, 2002) que son:

1. Causa efectos adversos para el hombre y el medio ambiente.
2. Presenta bioacumulacion.

3. Persiste en el medio ambiente.

4. Es transportado a grandes distancias por el viento y el agua.

Principales fuentes de contaminacién y exposicién al cadmio

Las principales fuentes de contaminacion de Cd son: la industria minero-metallrgica
de metales no ferrosos, la metalurgia del hierro y acero, la fabricacion de fertilizantes
fosfatados, la incineracion de residuos de madera, carbon o “plasticos”, la

combustion de aceite y gasolina, y las aplicaciones industriales de Cd.

La concentracién de Cd en aire de areas industriales varia entre 9,1 y 26,7
ug/m® frente a un 0,1 a 6 ng/m® en el aire de areas rurales y el tiempo de
permanencia del Cd en suelos es de hasta 300 afios y el 90% permanece sin
transformarse (Ramirez, 2002). El Cd llega al suelo de los terrenos agricolas por
deposicion aérea (41%), con los fertilizantes fosfatados (54%), por aplicacién de
abono de estiércol (5%) y frecuentemente por efluentes que contienen residuos

liquidos y sdlidos de plantas hidrometalurgicas de Cd (Ramirez, 2002).

De menor importancia en contaminacion ambiental por Cd son las particulas
de polvo de caucho provenientes de las ruedas de automovil, de la galvanizacién con
Zn de tuberias, de plasticos que contienen pigmentos coloreados de Cd y de la
industria de ceramica glaseada. Se ha descrito intoxicacion por uso doméstico de

algunos utensilios baflados en Cd o por usar cubiertos de plata aleada con Cd y



pinturas a base de Cd. Entre la exposicion no ocupacional, la alimentacion y el
tabaco constituyen las dos fuentes principales de exposicion a este metal. Los
fumadores pueden inhalar 0.1 a 0.2 ug de Cd por cada cigarrillo con una absorcion
aproximada del 50%. Es por ello que, los fumadores forman un grupo especial,
cuando se investigan los efectos toxicos por exposicion a Cd (Ellis et al., 1979; Levy
et al., 1998).

Respecto a la exposicion al Cd por la alimentacion, se sabe que la absorcion
del Cd se da por el tracto gastrointestinal y es de aproximadamente el 50%. El Cd es
un elemento ubicuo que esta presente en mayor o menor grado en todos los
alimentos. De manera general, la concentracion de este metal en los alimentos es
relativamente baja, siendo en los alimentos de origen vegetal en los que se
encuentran las concentraciones mas altas, que no suelen superar los 200 mg/kg de
peso fresco. Las carnes y pescados contienen niveles de Cd del orden de 50 mg/kg y
en los productos lacteos y huevos la concentracion de Cd es mucho menor. Sin
embargo, algunos alimentos pueden contener concentraciones excepcionalmente
altas de este metal, entre los que se encuentran los 6rganos internos de los animales
de abasto, principalmente el higado y los rifiones, que pueden llegar a contener mas
de 1 mg/kg (Delfino, et al., 2003). Estos alimentos son generalmente consumidos en
forma esporadica y por ello la dosis tolerable de Cd propuesta por la Organizacion
Mundial de la Salud (World Health Organization, 1989), es de 400 a 500 mg por
semana para un adulto normal. Por otra parte, también se sabe que una dieta
deficiente en Ca, Fe o proteinas incrementa la velocidad de absorcion de este metal
(Ramirez, 2002).

En cuanto a la exposiciéon industrial, el Cd ingresa por inhalacion de humos y
vapores 0 por ingesta de los polvos de oxido de Cd y de sus compuestos. Los
puestos de trabajo de mayor riesgo en exposicion laboral se hallan en la industria
metallrgica primaria de Cd y de Pb—Zn, en la produccion y uso de pigmentos de Cd,
en la produccion de estabilizadores de plasticos con Cd y en la fabricacion de
baterias de Ni-Cd. En el hombre, los efectos por exposicion a Cd son: irritacion de las



vias respiratorias, toxicidad renal, causa de osteomalacia y ser asociado con cancer
(Ramirez, 2002).

En nuestro pais, un estudio realizado por Dias-Barriga et al., 1991, en tres
poblaciones del estado de San Luis Potosi cercanas a un complejo metallrgico
donde se realiza la fundicion de cobre y la refineria electrolitica del zinc, y donde se
reporta la capacidad anual de 600 toneladas de Cd (IMMSA, 1999), se encontraron
niveles de Cd en muestras de orina y cabello de hasta 1.45 y 0.91 ug/g en nifios de
entre 3-6 afios. Posteriormente, en 1997, un estudio realizado por Gonzalez, et al.,
se encontro la presencia de éste metal en muestras de sangre de estudiantes de la

UNAM en concentraciones mucho mas altas que las reportadas en la literatura (0.25
Mg/ dL).

En otro estudio presentado en nuestro pais México en el afio 2001 (Rios,
2001), se encontrd que existia una correlacion de 58% entre las concentraciones de
Cd en la sangre de la madre y las del cordon umbilical. Tal como lo narra el Dr. Luis
Camilo Rios Castafieda, en su investigacion se realizaron experimentos con ratas en
desarrollo expuestas a concentraciones ambientalmente significativas del metal, los
cuales mostraron graves alteraciones neurotoxicas. Estos resultados se compararon
con las concentraciones altas de Cd en la sangre del cordon umbilical y la sangre
materna de los recién nacidos (1.2 y 1.4 pg/L, respectivamente). Con esto se
concluyé que la exposicion ambiental al Cd puede ser un factor que modifique la
salud neuroldgica de los nifios en la Ciudad de México (Department of Health and
Senior Services, 2007). Por todo ello se considera que la poblacion de mayor riesgo
son las mujeres, las personas con deficiencias nutricionales, con bajas
concentraciones de hierro o trastornos renales, los fetos y los niflos con bajas

reservas corporales de hierro (Manahan, 2000).



Mecanismos de toxicidad del cadmio

El Cd tiene una gran variedad de 6rganos blanco donde ejerce sus efectos toxicos,
sin embargo, se ha demostrado que los principales 6rganos donde se bioacumula y

ejerce su toxicidad son el higado, los rifiones, el hueso y el pulmén (ATSDR, 2012).

La presencia de Cd en la célula provoca estrés oxidativo, es decir, un
desequilibrio entre la produccién de radicales libres y la capacidad de la célula para
defenderse de ellos mediante la actividad de enzimas antioxidantes (Ver fig. 5),
afectando numerosos componentes celulares, tales como ADN, lipidos y proteinas, a
través de reacciones de oxidacion (Gill et al., 1989b). Dentro de la célula, el Cd
disminuye la actividad de enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa
(GPX) vy la superoxido dismutasa (SOD), mecanismo que se ha propuesto para

explicar los efectos neurotéxicos y cardiotoxicos del Cd (Jamall & Smith, 1985a).

También se ha demostrado que el Cd altera el metabolismo del Zn, Se, Ca, Fe
y Cu (Petering et al., 1979; Jamall & Smith 1985b). Xu et al., (1995) proponen que la
toxicidad inducida por el Cd en los testiculos se debe a la interferencia de este metal
en los procesos donde participa el Zn en el control de la transcripciébn del DNA y
posteriormente conduce a la apoptosis. El secuestro del Cd por MTs impide la
interrupcion de los procesos transcripcionales dependientes de Zn (Xu et al., 1995).

Se sabe que la administracion de Cd aumenta los niveles de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en el testiculo de la misma forma que lo hace en otros
organos, como el higado. Ademas el Cd se considera un carcinégeno en humanos y

se cree gque puede interaccionar con otros metales (Cuypers et al., 2010).



Por otro lado, el efecto mas estudiado de éste metal es la modificacion del
balance de Oxido reduccion (Red-Ox; Cuypers et al., 2010), lo que puede favorecer
la interrupcion del metabolismo de macromoléculas; por ejemplo: la degradacion de
proteinas o lipoperoxidacion (LPO). Ademas, la elevada concentracion de ROS

puede activar vias de transduccién de sefales (Thévenod, 2009).

Neurotoxicidad por cadmio

En estudios experimentales con modelos animales, se ha demostrado que el Cd es
capaz de inducir neurotoxicidad (Viaene et al., 2000) y cambios en la neuroquimica
normal del cerebro (Gutiérrez-Reyes et al., 1998). Ademas, esta reportado induce
hemorragia y edema cerebral en ratas recién nacidas (Gabbiani et al., 1967a; Wong
& Klaassen, 1982; Méndez-Armenta et al., 2001).

Los posibles mecanismos por los cuales el Cd induce dafio a las neuronas
son: la interferencia con los procesos dependientes del Ca y del Zn, la induccion de
la apoptosis y el estrés oxidativo mediante la produccion de ROS, lo que conduce a
la ruptura de los potenciales de accion de las membranas mitocondriales y una
consecuente reduccién de los niveles intracelulares de glutation, asi como el
aumento de la actividad de la catalasa (CAT) y la SOD (Lépez et al., 2006; Monroe &
Halvorsen, 2006; Méndez-Armenta & Rios, 2007; Nava-Ruiz & Méndez-Armenta,
2011). Este efecto bloquea completamente por factores neurotréficos exégenos, tales
como el factor neurotréfico ciliar y el factor inhibidor de la leucemia, lo que con lleva a
la inhibicion de la transfosforilacion de receptor asociado a Janus cinasas (JAK1 y
JAK?2).
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Fig. 5 Esquema que muestra los efectos neurotéxicos del Cd. El ion Cd entra en las
células mediante canales de Ca e induce una disminucién en la actividad de la glutation
peroxidasa (GPX), catalasa (CAT) y la superoxido dismutasa (SOD), lo que produce un aumento
de radicales libres y aumenta los niveles de LPO con una interrupcién de membranas celulares y
mitocondriales, e induce apoptosis y/o necrosis. Por otra parte, los radicales libres inducidos por
el Cd producen dafio al DNA, mientras que la metalotioneina (MT) se activa principalmente como
eliminador de los radicales libres y Cd+2. Tomado y modificado de Méndez-Armenta & Rios,

2007.
La inhibicibn neuronal de Jak quinasa activada selectivamente en las
neuronas mediante el aumento del estrés oxidativo intracelular, puede ser uno de los
mecanismos por los que los metales pesados pueden ejercer sus efectos

neurotdxicos (Méndez-Armenta & Rios, 2007).

Efectos neuroendocrinos del cadmio

Ademas de bioacumularse en el cerebro y producir neurotoxicidad, el Cd también se
acumula y causa diversas alteraciones en todos los niveles del eje hipotalamo-

hipdfisis-gonada (HHG; Lafuente et al., 2001b).



Los disruptores endocrinos son compuestos naturales o sintéticos que
interfieren en la sintesis, metabolismo y/o accién de hormonas enddgenas. Dentro de
este grupo de moléculas, dentro del cual podemos incluir al Cd o mas
especificamente dentro del subgrupo de los metaloestrogenos (Byrne et al., 2009)
cuando se administra en pequefias cantidades, existe un grupo de compuestos
capaces de disparar respuestas celulares normalmente inducidas por estrégenos,
ademas de afectar su sefializacion (Ronchetti et al., 2013).

Se sabe que ElI Cd como disruptor endocrino en dosis muy bajas (ppm o ng),
puede interrumpir la funcionalidad del eje HHG alterando el equilibrio hormonal en
estos tres niveles glandulares(Ver Fig. 1), provocando diferentes efectos adversos
sobre la salud de las personas, animales o de sus descendientes, como el cancer,
alteraciones del comportamiento y anomalias reproductivas, dependiendo de donde
ejerzan su efecto sobre el eje HHG y del momento de la exposicion; es decir durante
el desarrollo fetal, la infancia, la pubertad o la etapa adulta (Arteaga-Silva et al.,
2015).

Se sabe que el Cd en el hipotdlamo altera las concentraciones de aminas
biogénicas hipotaldmicas como la dopamina, la norepinefrina y la serotonina, ademas
de las concentraciones de aminoacidos como el glutamato, el aspartato, la taurina y
el Acido Gama Aminobutirico (GABA; Lafuente & Esquifino, 1999), presentandose
diferentes efectos dependiendo de la edad de administracién del Cd. A pesar de que
los mecanismos involucrados en la alteracion de la actividad del eje HHG no se han
entendido completamente en la actualidad, si es bien sabido que la administracion de
Cd afecta los mecanismos de secrecion de hormonas adenohipofisarias como la
PRL, ACTH, GH, TSH y LH (Lafuente, 1999). El Cd atraviesa la BHE (Murphy, 1997)
y se acumula en distintas regiones cerebrales (Lafuente et al.,, 2003; Ong et al.,
2006)]. También puede depositarse en el plexo coroideo que constituye la BHE vy

destruye la ultraestructura del mismo (Manton & Kirkpatrick, 1984, Zheng, 2001).

Segun diversos autores (Wong & Klaassen, 1982; Choudhuri et al., 1996)

algunas patologias neuroldgicas, podrian ser debidas a un aumento en la



permeabilidad de la BHE al Cd y al estrés oxidativo que produce en el SNC
(Gutiérrez-Reyes & Albores A, Rios C (1998). Los efectos téxicos del Cd en el SNC
incluyen alteraciones en la sintesis y metabolismo de las aminas biogénicas y de los
aminoacidos neurotransmisores. Chandra et al., (1985) evidenciaron alteraciones en
la concentracion cerebral de DA, 5-HT y norepinefrina tras la exposicion al cadmio.
Nation et al., (1989) mostraron también cambios en el contenido de serotonina, acido
5- hidroxiindolacético (ac. 5-HIA), DA y norepinefrina en corteza prefrontal, estriado y
Acc, tras la exposicion al Cd solo o en combinacion con plomo. En esta misma linea,
la administracion IP de Cd durante 30 dias en rata adulta joven inducia un aumento
de la concentracion de 5-HT y de su metabolito, el ac. 5-HIA en distintas regiones
cerebrales (Gupta et al., 1999).

En cuanto a la hipdfisis, estudios clasicos sugieren que los gonadotropos
(células hipofisarias) de ratas y de monos son altamente sensibles al Cd (Allanson &
Deanesly, 1962; Girod, 1964; La fuente, 2013). Mas recientemente, se ha
demostrado una posible relacién entre la exposicién al Cd y la actividad hipofisaria,
en donde la exposicion al Cd en el aire urbano reduce la secrecién de la hormona
Foliculo estimulante (FSH) en los trabajadores varones (Ciarrocca et al., 2013). Por
otro lado, también se sabe que el Cd podria interactuar con el Pb en el retraso de la
aparicion y/o progresion de la pubertad, mediante la reduccion de las
concentraciones séricas de inhibina B en edades peripuberales (Gollenberg et al.,
2010). Més aun, se ha observado que en ratas macho adultas tratadas con Cd, se
manifestd una disminucién en las concentracion de la hormona FSH en plasma, lo
cual va acompafiado de un decremento en el nimero de espermatozoides y un
aumento significativo en la concentraciéon de T en plasma. Por el contrario, las
concentracion de la hormona luteinizante (LH) permanecen inalteradas, lo cual
sugiere que existe un control por retroalimentacion entre la T y la LH, que se ve
modificado por la presencia de este metal (Cd) (Hachfi & Sakly, 2010). En otros
estudios se ha reportado que el Cd es capaz de alterar la frecuencia del pulso y la

vida media de la LH en ratas machos puberes y adultas (Lafuente et al., 1999b).



A nivel testicular la administracion de Cd via IP en ratas adultas provoca la
disminucién de la concentracion de T en plasma (Lafuente, 2000a). Ademas, la
administracion de Cd en una dosis de 4 mg / kg de peso corporal durante 6 dias
induce, a nivel testicular, una disminucion importante de la actividad de las enzimas
esteroidogénicas testiculares: 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3B-HSD) y-17f3-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (17B-HSD), que son las enzimas clave para la
biosintesis de T (Yan, 2010), por lo tanto se observa también, una disminucién en el
recuento de espermatozoides testiculares asi como la pérdida en la movilidad
espermética, un aumento de la concentracion intracelular de especies reactivas de
oxigeno, una mayor lipoperoxidacién, fragmentacién del ADN y disminucion en la

concentracion de enzimas antioxidantes (Manna et al., 2008).

Efectos del cadmio en la conducta sexual masculina

Aunque muy probablemente los efectos agudos del Cd administrado mediante
inyecciones que se han observado en animales no se de en los humanos, se ha
observado que la intoxicacion aguda en hombres causa dafios histolégicos en los
organos reproductores, incluyendo los testiculos (Elinder, 1985). Ademas, se ha
demostrado que el total de Cd encontrado en los eyaculados de hombres fumadores,
es significativamente mayor que en los no fumadores (Oldereid et al., 1994). Por su
parte, Keck et al., (1995) determinaron que las concentraciones medias de Cd en el
plasma seminal de hombres normozoospérmicos es ligeramente superior en los

fumadores (0,55 pg/L) que en los no fumadores (0,42 ug/L).

En modelos animales los efectos agudos de la inyeccién de sales de Cd
solubles incluyen disminucién del peso de los O6rganos del aparato reproductor y
necrosis testicular (Parizek & Zahor, 1956; Parizelt, 1957). Las dosis utilizadas en
estos experimentos son por lo general mayores a 1 mg/Kg por inyeccion. Los efectos
del Cd en estas dosis produce una baja concentracion de T y esto a su vez puede
estar relacionado con la alteracion en los 6rganos genitales (Nordberg, 1972; 1975).



Sin embargo, son muy pocos los estudios en donde se evalla el efecto del Cd
sobre la conducta sexual. Asi, se sabe que la administracion de este metal por 19
semanas en ratas sexualmente expertas provoca una disminucién en el porcentaje
de sujetos que copulan. Efecto que se ve revertido por la administracion de T
(Madafousek et al., 1970). En otro estudio, en ratas macho Wistar realizado por
Saygi et al., (1991), se encontré que al administrar Cd en agua potable (10 mg/L)
durante 52 semanas, se observo una perdida en la capacidad reproductiva del 40%

de los animales, es decir que soélo el 60% de ratas presentaron copula.

Couto-Morales et al., 2010 reportan un retardo en el descenso testicular; asi
como una disminucién en la distancia anogenital, ambos parametros dependientes
de T, cuando se expone a ratas Wistar madres y a las crias en gestacién a Cd. Cabe
sefalar que en estos experimentos la administracién exégena de T no fue capaz de

revertirlos los efectos del Cd.

Un afio después Kamel et al., (2011) reportaron en ratas macho Wistar de
140-160 gramos de peso corporal, tratadas con Cd en una dosis toxica alta y una
baja (5 y 50 mg/L de agua potable) durante 12 semanas, un aumento en la latencia
de monta y de eyaculacion, asi como un aumento en el intervalo posteyaculatorio en
los animales tratados con la dosis toxica alta del metal y la disminucién en el nUmero

de montas y de eyaculaciones de éste grupo, comparados con el grupo control.

Por lo mencionado con anterioridad, queda claro que es necesario ampliar los
estudios que se tienen sobre los mecanismos de accion de este metal en la célula,
ampliar los conocimientos que se tienen sobre los efectos toxicos que ejerce en el
organismo, la disrupcién que ejerce a lo largo de todo el eje reproductivo, asi como
los efectos que éste metal ejerce en conductas importantes para el bienestar

humano, como es el caso de la conducta sexual.



Justificacion

La conducta sexual es de gran importancia para la sobrevivencia y perpetuacion de
las especies. Se sabe que una buena salud sexual en humanos permite un bienestar
personal y este a su vez se traduce en un bienestar social. La expresion de la CSM
depende de la interaccibn de factores neurales, endocrinos y sensoriales, que
pueden ser modificados por una exposicion continua a quimicos que se encuentran
en el ambiente como los metales pesados, tal es el caso del Cd, el cual se ha
demostrado que produce dafio testicular y una disminucion en la concentracion
sérica de T, la cual, para ejercer su regulaciéon sobre la conducta sexual, lo hace a
través de sus metabolitos y su unién con los RAy RE a y B en estructuras neurales
gue regulan el inicio y mantenimiento de la CSM, como son el area predptica medial,

la amigdala y el bulbo olfatorio.

En la actualidad se sabe que el Cd reduce el peso corporal de los animales
administrados con este metal, asi como también el peso de los testiculos, vesiculas
seminales y préstata. También se conocen datos que indican que la administracion
de Cd reduce la calidad del semen, afectando la fertilidad de los sujetos expuestos a
este metal. EI Cd altera también algunos pardmetros de la CSM que han sido
evaluados, como son: las latencias de monta y de eyaculacién, el nmero de montas

y de eyaculaciones, y el intervalo posteyaculatorio.

Sin embargo, a la fecha no existe un estudio en donde se analice de manera
conjunta y detallada los efectos que éste metal ejerce sobre las fases motivacional y
ejecutoria de la CSM asi como en la expresion de RA 'y RE a y B en sustratos

neurales que regulan esta conducta.



Hipotesis

La administracion de dos diferentes dosis de Cd (0.5 y 1 mg de CdCl,/Kg de peso
corporal) podria inducir una disminucién de las concentraciones séricas de T y por lo
tanto, alterar la expresion de RA y RE en el cerebro, provocando un deterioro de la

conducta sexual en sus fases motivacional y ejecutoria.

Objetivo general

Determinar el efecto de la exposicion postnatal al Cd sobre la CSM vy su relacion con
la expresion de RAy RE a y B en el &rea preodptica medial del hipotalamo, amigdala

medial y bulbo olfatorio en ratas macho adultas.

Objetivos especificos

Evaluar en ratas macho adultas con interaccion sexual previa, los efectos de la
exposicién a 0.5 y 1 mg de CdCl,/Kg de peso corporal desde el nacimiento hasta el

periodo peripuberal, asi como en el grupo control sobre:
1. Las fases motivacional y ejecutoria de la conducta sexual.
2. La concentracion de T en suero sanguineo en ratas.
3. La concentraciéon de Cd en sangre, HYP, BO y aparato reproductor.

4. Determinar la expresion de RAy RE ay B en sustratos neurales.



Disefio experimental

Sujetos experimentales:

Se obtuvieron ratas hembra gestantes del bioterio de la Division de Ciencias
Biolégicas y de la Salud de la Universidad Autébnoma Metropolitana unidad Iztapalapa
las cuales fueron colocadas en cajas de manera individual y mantenidas en ciclo
invertido de luz-oscuridad 12: 12 (encendido de luz a las 8:00 pm y apagado a las
8:00 am) a una temperatura constante (24 °C) y libre acceso a comida y agua. El dia
del nacimiento (dia cero), las crias se sexaron y los machos se separaron en
camadas de 6 animales por hembra. Las crias hembra se reservaron a lo largo de
todo el experimento y se utilizaron hasta el dia 120 de vida posnatal, cuando iniciaron
las pruebas de CSM. Estas fueron tratadas previamente con benzoato de estradiol
(Sigma, Chemical Co. St. Loise. MO, EEUU) 10 pg/0.1 ml 48 horas antes de la
prueba de CSM y progesterona 1 mg/0.1 ml 4 horas antes de la prueba (Sigma,
Chemical Co. St. Loise. MO, EEUU).

Todos los machos junto con sus respectivas nodrizas fueron divididos en tres

grupos, a cada uno de los cuales se le administraron los siguientes tratamientos:

G Grupo | Control: 0.1ml de solucion salina por via IP

G« Grupo Experimental Il: 0.5 mg/Kg de CdCl, (Sigma, Chemical Co. St. Louis.
MO, EEUU)disuelto en 0.1ml de solucién salina (IP)

@ Grupo Experimental Ill: 1mg/kg CdCI, (Sigma, Chemical Co.) disuelto en
0.1ml de solucion salina (IP)

Todos los grupos fueron administrados diariamente a partir del dia de
nacimiento hasta el dia 56 de vida postnatal como se muestra en el esquema de

administracion (Fig. 4). Cuando los sujetos cumplieron 120 dias de edad se



sometieron a las correspondientes manipulaciones experimentales para cumplir cada

uno de los obijetivos.

ESQUEMA DE ADMINISTRACION
Registro de peso corporal y administracion de tratamientos

Dias de vida post natal

S .

sexado de Ia, slgnalé e 6 Inicio de pruebas de CSM
inicio de tratamientos (dia 1) (dia 120)

1 56 120

Fig. 4 Esquema de administracion de los grupos experimentales. Los animales
se administraron diariamente a partir del dia del nacimiento hasta el dia 56 de vida postnatal.
Una vez que cumplieron los 120 dias de vida, se iniciaron las pruebas de conducta sexual.

Los sujetos experimentales (Ss) se manejaron segun los lineamientos para la
conduccién ética de la investigacion, la docencia y la difusion en la Division de
Ciencias Biolégicas y de la Salud de la UAM-Iztapalapa, del Comité de Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del Instituto Nacional de Pediatria y del
Institute of Laboratory Animal Resources, Commission on Life Sciences, National

Research Council.

1. Evaluacion de los efectos del cadmio sobre la fase ejecutoria de la

conducta sexual

Al dia 120 postnatal se realizaron de manera individual tres pruebas de ejecucion
sexual (iniciando a las 14:00 horas) durante la fase oscura del ciclo y bajo luz roja. El
macho se colocé en un redondel de Plexiglas de 50 cm x 42 cm de base y 42 cm de
altura con piso de aserrin durante 5 minutos para que se adaptara al mismo. Pasado

este tiempo, se introdujo a una hembra receptiva tratada previamente con benzoato



de estradiol (5ug/50ul, 48 horas previas a la prueba) y progesterona (500ug/50ul 4
horas previas a la prueba), con la que se le permiti6 interactuar libremente.

La sesion tuvo una duracion de 30 minutos durante los cuales se registraron

los siguientes parametros:

- Latencia de monta: Es el tiempo que transcurre desde que la hembra es
introducida a la caja hasta que el macho realiza la primera monta de la serie

copulatoria.

- Latencia de intromision: Es el tiempo que transcurre desde el ingreso de la
hembra a la caja hasta que se da la primera intromision de la primera serie

copulatoria.

- Nimero de Montas: Es el nimero total de montas que ocurren antes de la

eyaculacion.

- NOmero de intromisiones: Es el total de intromisiones que ejecuta la rata macho

antes de la eyaculacion.

- Latencia de eyaculacion: Es el tiempo que transcurre desde la primera intromision

hasta la eyaculacién de esa serie copulatoria.

- Intervalo Post-eyaculatorio (o refractario): Tiempo que transcurre desde la

eyaculacion hasta la primera intromision de la segunda serie copulatoria.

- Hit rate: Se calcula dividiendo el numero total de intromisiones entre la sumatoria

del nimero de montas e intromisiones (HR= I/M+l).



2. Evaluacion de los efectos del cadmio sobre la fase motivacional de la

conducta sexual

Una semana antes de comenzar esta prueba, tanto animales controles como
tratados con Cd fueron sometidos a tres pruebas de habituacion a la arena de
motivacion sexual incentiva (MSI). Cada prueba tuvo una duracion de 10 minutos
con una diferencia de 48 horas entre cada una. Durante estas sesiones, las cajas de
incentivos sexual y social se encontraban vacias y entre un animal y otro la caja se
limpié cuidadosamente con una solucién de etanol al 30%, esperando a que esta se

evaporara completamente. A

Esta prueba experimental se realiz6 a las 12:00 horas y consistié de dos
sesiones de 10 minutos cada una. Durante la cual se colocaba a un macho del grupo
control o tratado con Cd en el centro de la arena. Dicha arena consiste en un campo
abierto y dos cajas conectadas a este. En una caja se coloca un macho que funge
como incentivo social y la otra caja alberga a una hembra en estro, que desempefa
el papel de incentivo sexual (Ver Fig. 8). La conexidén entre las cajas pequefias y la
arena principal esta dada mediante una malla metalica que permite contacto visual,

olfativo y auditivo, pero no fisico.

Se calculd la intensidad de la motivacibn por medio del cociente de

preferencia, que se obtuvo utilizando la siguiente formula:

Tiempo con la hembra

Cociente de preferencia:
Tiempo con la hembra + Tiempo con el macho

Si el cociente de preferencia es igual a 0.5 significa que el macho pasa igual
tiempo con ambos incentivos; si el cociente de preferencia es mayor que 0.5 pero
menor o igual a 1, significa que el macho pasa todo el tiempo con el incentivo sexual;
y finalmente, si el cociente de preferencia es menor a 0.5 significa que el macho pasa

mas tiempo con el incentivo social.



Caja de Motivacion sexual incentiva (MSI; Agmo, 2002)

Arena principal en la que se coloca
el sujeto experimental

Compartimento lateral
en el que se coloca el

incentivo social (rata
macho)

Compartimento lateral
en el que se coloca el
incentivo sexual (rata
hembra)

Fig. 6. Fotografia en la que se muestra la caja de motivacién sexual utilizada en el

laboratorio para realizar las pruebas de motivacion sexual incentiva (MSI; Agmo, 2002).

Al finalizar la segunda prueba de motivacién sexual incentiva, se practico la
eutanasia de los animales por decapitacion (sin previa insensibilizacién) empleando
una guillotina. Se obtuvieron muestras de sangre y suero sanguineo y se disecaron

los 6rganos reproductivos, asi como bulbos olfatorios y el hipotalamo.



3. Cuantificaciéon de la concentracion de testosterona en suero sanguineo

en ratas con interaccion sexual previa

La cuantificacion de T en suero sanguineo en los grupos control (n=10), asi como los
tratados con 0.5 mg/kg (n=10) y 1mg (n=10) de CdCl,se realizé mediante la técnica
de radioinmunoanalisis (RIA). A los animales de los tres grupos experimentales se
les realiz6 eutanasia por decapitacién inmediatamente después de la Ultima prueba
conductual, esto con la finalidad de obtener las muestras sanguineas colectando
éstas Ultimas en tubos con anticoagulantes y tapon separador de suero (BD
Vacutainer SST, México, D.F). El suero se obtuvo por centrifugacién 15 minutos a
1500 rpm.

La T en suero se midio utilizando un kit comercial (TKTT-1, Diagnostic Product
Corporation, CA, Estados Unidos). El método consiste en un RIA con %I marcado,
disefiado para la determinacion cuantitativa de esta hormona. Para ello se utilizaron
tubos recubiertos con anticuerpos anti-T, en donde la hormona marcada con **|
compite por los sitios de union al anticuerpo con la hormona presente en la muestra.
Luego de la incubacion, los tubos fueron introducidos en el contador gamma (Cobra,
Packard, Estados Unidos) donde la cantidad de cuentas leidas estan inversamente
relacionadas con la cantidad de hormona presente en la muestra, que se determind

comparando las cuentas con una curva de calibracion (Martinez-Mota at al. 2008).

4. Cuantificacién de la concentracion de cadmio en sangre, hipotalamo,
bulbo olfatorio y aparato reproductor en ratas con interaccion sexual

previa

A los 120 dias de edad y después de los registros de conducta sexual y MSI, los
sujetos de cada uno de los grupos fueron decapitados para la obtencion de 1 ml de
sangre y la posterior determinacion de Cd. Estas muestras fueron colectadas en
tubos con EDTA. Los cerebros fueron rapidamente disecados y colocados sobre

hielo para la obtencién rapida de los BO's y el HYP.



Posteriormente, a cada una de las muestras de sangre como a los tejidos se
les agregaron 800 pl de &cido nitrico al 30% y fueron centrifugados por 15 minutos.
Se colectd una alicuota de 100 pl del sobrenadante y se diluyé 1:5 v/v con agua

desionizada.

Para cada andlisis, se utilizaron estandares y curvas de calibracion. El
contenido de Cd se expresé como pg de Cd/dL de sangre y el contenido de Cd en
tejidos cerebrales se expres6 como pg de Cd/g de tejido humedo. Las lecturas se
realizaron en un espectrofotometro de absorcion atémica (Perkin-Elmer, Modelo
3110; Norwalk, CT, USA)

La determinacion de Cd en sangre, aparato reproductor y en las regiones
cerebrales se realiz6 por espectrofotometria de absorcién atémica con un horno de
grafito (HGA-600) y un auto-muestreador (AJS-60, Perkin Elmer). Toda la cristaleria,
tubos de polipropileno y puntas de micropipeta fueron inmersos por 24 horas en una
solucion de acido nitrico concentrado/agua desionizada y finalmente lavados con

agua desionizada antes de ser utilizados.

5. Determinacion de la expresion de RA y RE a y B en sustratos neurales de

ratas con interaccion sexual previa

Preparacion de los tejidos para inmunohistoquimica por flotacion

De cada uno de los grupos experimentales se obtuvieron seis individuos al azar al
término de los registros de conducta sexual, los cuales se anestesiaron con
pentobarbital sédico (40 mg/kg; Sedalphorte, México, D.F.) y fueron perfundidos por
via intracardiaca con solucion amortiguadora de lavado vascular (pH 7.4; Ver anexo).
Seguida de paraformaldehido (4%) en solucidbn amortiguadora de fosfatos salino
(phosphate-buffered saline; PBS) 0.1 M a un pH de 7.4 con una bomba peristéltica
(Masterflex, Vernon Hills, IL, Estados Unidos). Al finalizar la perfusion, se disecé el
cerebro de cada uno de los individuos, mismos que fueron post-fijados en

paraformaldehido por 12 horas. Posteriormente se realizaron 3 lavados de 30



minutos cada uno en solucion PBS 0.1 M para retirar el exceso de paraformaldehido.
Una vez libres de fijador, los cerebros se sumergieron en soluciones crecientes de
sacarosa al 10, 20 y 30% en PBS 0.1 M, permaneciendo en cada una, al menos 12
horas o bien, hasta que los cerebros descendieran al fondo del contenedor.
Inmediatamente los cerebros se colocaron en contenedores circulares de pvc, en
donde se orientaron para luego embeberlos en medio de inclusién para cortar tejido
en congelacion (Tissue Tek CRUO-OCT Compuond, Sakura, Estados Unidos). Una
vez terminado este proceso, los contenedores con las muestras de cerebro se

almacenaron a -70°C, hasta que se realizé la inmunohistoquimica por flotacion.

Tanto para el proceso de inmunohistoquimica, como para la tincion de NISSL
con violeta de cresilo, se realizaron cortes coronales seriados de 40um de grosor en
un criostato (CM 1850 UV, Leica Microsystems, Nussloch GmbH, Alemania), los
cuales se lavaron en PBS 0.1M para su procesamiento posterior. Se realizaron 8
cortes seriados de cada area, divididos de la siguiente manera (2 cortes para la
tincion con violeta de cresilo, 2 cortes para inmunohistoquimica de REa, 2 cortes

para inmunohistoquimica para de REB y 2 cortes para RA).

Técnica de NISSL

Con la finalidad de analizar si el tratamiento con Cd disminuye la poblacién de
neuronas en las regiones cerebrales de interés para este estudio, se montaron cortes
seriados en portaobjetos cargados (King-on HIER super charged Slides; Biocare
Medical, CA, USA) en medio de montaje con gelatina para cortes en congelacion
para evitar que se desprendan los tejidos del portaobjetos. Posteriormente se tifieron
con violeta de cresilo (Sigma, St. Louis, MO, Estados Unidos) durante 20 minutos.
Finalmente, se enjuagaron con agua destilada y se dejaron secar al aire. Una vez
secas las laminillas se aclararon con xilol y se montaron con medio permanente
(Entellan OB467707, MERCK, Alemania) colocando un cubreobjetos.



Las areas para cada region cerebral evaluada se definieron de acuerdo con el
Atlas estereotaxico de Paxinos y Watson (2005). Cada area se delimitd de la

siguiente forma:

Hipotalamo

Area predptica medial (APOm)

En la figura 7 se muestra el area definida para la medicion del APOm. Esta &rea se
muestra delimitada por color rojo en el diagrama con un &rea de 850 000 um2. Las
estructuras que se incluyeron en la medicion de ésta seccion fueron: Area preéptica
medial (APOm), nucleo predptico ventrolateral (VLPO), ndcleo preodptico
ventromedial (VMPO), nucleo periventricular anteroventral (AVPe), nucleo alar (Al),
organo vascular de la lamina terminalis (VOLT) y el nucleo preéptico medial (MnPO).

Este corte corresponde a las coordenadas interaural 9.0 y bregma 0.00.
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Fig. 7. Limite del area seleccionada para realizar las mediciones del area predptica media
(APOm). Diagrama del Atlas esteriotaxico de Paxinos y Watson (2005) donde se muestra definida en
color rojo el area que compone el APOm. A) Figura 33, coordenadas bBregma-0.00 y B) Seccién del
APOmMm tefida con violeta de cresilo (tincién de NISSL) de sujetos control amplificado a 10x.



Amigdala

Amigdala medial (meA)
En la figura 8 se muestra el area definida para la medicion de los diferentes

parametros de la meA. Esta area se muestra delimitada por color rojo en el diagrama

con un area de 800 000 pm?. Coordenadas interaural 5.88 y Bregma -3.12.
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Fig. 8. Limites del area seleccionada para realizar las mediciones del nucleo
amigdaloide medial. Diagrama del Atlas esteriotaxico de Paxinos y Watson (2005) en donde
se muestra definida en color rojo el area que comprende éste nucleo. A) Figura 59, Bregma
5.88 y B) Seccion del nlicleo amigdaliode medial tefiido con violeta de cresilo (tincién NISSL)
de un sujeto control amplificada a 10x.

Bulbo olfatorio

Capa celular granular del bulbo olfatorio accesorio

En la figura 9 se muestra el area definida para la medicion de los diferentes
pardmetros del bulbo olfatorio. Esta area se muestra delimitada por color rojo en el
diagrama con un area de 500 000 um2. Coordenadas interaural 16.08 y Bregma -
7.08.
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Fig. 9. Limite del area seleccionada para realizar las mediciones del bulbo olfatorio
accesorio. Diagrama del Atlas esteriotaxico de Paxinos y Watson (2005) en donde se muestra
definida en color rojo el area que comprende esta estructura. A) Figura 2, coordenadas Bregma
7. 08 y B) Seccion del bulbo olfatorio tefiida con violeta de crtesilo (tincion NISSL) de un sujeto
control amplificada 10x.



Inmunohistoquimica por flotacion

Una vez lavados los tejidos con PBS 0.1M, se procedio a bloquear la actividad de la
peroxidasa enddégena con perdxido de hidrogeno al 3% durante 10 minutos y se
realizaron dos lavados de 5 minutos cada uno con PBS 0.1M, posteriormente se
realizé un lavado con PBS 0.1M + Twin 20 al 0.1%. Inmediatamente después, los
cortes se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con albumina sérica
bovina (BSA, Sigma-Aldrich, USA) al 5% en PBS 0.1M + Twin 20 al 0.1 %.
Posteriormente los cortes fueron incubados a 4°C en BSA+PBS+Twin 20 + el

anticuerpo primario (REa, REB o RA segun sea el caso):

» REa (anticuerpo policlonal en conejo para REa; Santa Cruz Biotechnology,

Dallas, Texas, Estados unidos). Dilucion 1:200

= REB (anticuerpo policlonal en conejo para REB; Santa Cruz Biotechnology,

Dallas, Texas, Estados Unidos): Dilucién 1:200

= RA (anticuerpo policlonal en conejo para RA; Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, Texas, Estados Unidos): Dilucion 1:50

Después de 72 horas se realizaron cinco lavados de PBS 0.1M+Twin 20 al
0.1%, cada uno de 5 minutos. Posteriormente los cortes fueron incubados durante 1
hora a temperatura ambiente con inmunoglobulinas anti-conejo biotiniladas
(Biotinilate linked universal, Dako, CA, Estados Unidos). Se realizaron tres lavados
de 10 minutos cada uno con PBS 0.1M y se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente con el complejo Estreptavidina- peroxidasa del rabano (HRP) biotinilada
(Streptavidin-HRP; Dako) después de lo cual se realizaron tres lavados de 10

minutos cada uno con PBS 0.1M.

El revelado del marcaje inmunohistoquimico se realiz6 con diaminobenzidina

(DAB, Dako) durante 2 minutos aproximadamente, se detuvo la reaccion con agua



destilada y se realizaron 3 lavados de 5 minutos con agua destilada para eliminar los
restos de DAB. Finalmente los cortes fueron montados en portaobjetos cargados y
con medio de montaje de gelatina, y posteriormente con medio permanente (Entellan
0OB467707, MERCK). Los cortes fueron observados por microscopia de luz en un
microscopio (DMLS, Leica Microsystems, Nussloch, Alemania) a un aumento de 10X

y se determiné el nimero de neuronas reactivas.

Determinaciéon morfométrica

Las laminillas fueron observadas con un microscopio de luz acoplado a una camara
digital (DFC 300FX Leica Microsystems, Nussloch, Alemania). El tamafio del area y
la densidad éptica (D.O) se evaluaron a través de un programa de andlisis de
imagenes (Metamorph, version 4.5; Molecular Devises, Downington, PA, Estados
Unidos). El conteo de células totales tefiidas con violeta de cresilo (tincion de NISSL)
y de las células inmunorreactivas a REa, REB y RA fueron expresadas en 100 000
p2 (calculado del nimero de células contadas en relacion al area de la cual estas
fueron contadas).

Estudios previos han demostrado que las mediciones de D.O reflejan cambios
en la expresion de proteinas, paralelos a aquellos utilizando un ensayo bioquimico de
medicion de proteinas como el Western blot (Mufson et al., 1997). Por lo tanto, en

estas mismas células, la D.O fue expresada como unidades arbitrarias de D.O.

Analisis estadistico

Todos los parametros fueron expresados como la media = E.S. Los datos de
motivacion sexual y cOpula, las concentraciones séricas de T y la cuantificacion de
Cd en sangre y tejido, asi como la determinacién de la expresiéon de los RAy RE (ay
B) en los cerebros, se analizaron por una ANOVA paramétrica de dos vias, para cada



parametro, seguida por la prueba post hoc de Tukey. Los valores de p < 0.05 fueron

considerados significativos.



Resultados

Cuantificacion de cadmio en sangre, hipofisis, algunos sustratos neurales que

regulan la conducta sexual y aparato reproductor masculino

Al cuantificar la concentracion de Cd sangre, hipdfisis, estructuras del SNC vy del
aparato reproductor, se observé que los sujetos tratados con éste metal presentan
concentraciones significativamente mayores (p<0.05) de manera dosis dependiente,
excepto en la vesicula seminal y la préstata, donde la mayor concentracién de Cd se
observo en los animales tratados con la dosis de 0.5 mg/kg de CdCl, por Kg de peso

corporal.

En estructuras del SNC la mayor bioacumulacion de Cd se dio en el BO
seguido del HYP (Ver tabla 1). En la hipofisis la media de la acumulacion del metal
se presentd de la siguiente manera: 0.006+0.006 pg/g para el grupo control,
1.956+£0.322 para el grupo experimental tratado con la dosis de 0.5 mg/kg y

2.414+0.544 para el grupo tratado con la dosis toxica mas alta del metal.

En el aparato reproductor encontramos que la mayor cantidad de Cd
acumulado se encuentra en la vesicula seminal, seguida del testiculo, el epididimo y
la prostata (Ver tabla 1). La mayor bioacumulacion de Cd se observé en la sangre, y
ésta fue de manera dosis dependiente (Ver tabla 1).

CTRL 0.5 mg/kg 1 mg/kg
TEJIDO (X+DS) ug Cd/g  (X+DS) ug Cd/g de  (X+DS) ug Cd/g

de tejido tejido de tejido
Bulbo olfatorio 0.010+0.002 0.543+0.059* 1.36310.983"
Hipofisis 0.006+0.006 1.956+0.322* 2.414+0.544"
Hipotalamo 0.007+0.001 0.247+0.091* 0.712+0.334"
Testiculo 0.114+0.130 1.455+0.781* 2.100+1.231°
Epididimo 0.006+0.0017 1.716+0.974* 2.071+0.840"
Préstata 0.006 +0.003 1.253 £ 0.489* 0.702+0.221"
Vesicula seminal 0.008 + 0.004 2.843+0.384* 2.490+0.849"
Sangre 0.875 + 0.496 367.75 £ 29.329* 451.5 + 33.673"

Tabla 1. Resultados de la cuantificacion de Cd en sangre, estructuras del sistema nervioso
central y érganos reproductores masculinos (n=18 animales por cada grupo).*diferencias significativas
comparado con el grupo control.



Testosterona en suero sanguineo

Respecto a los resultados correspondientes a la cuantificacion de T en el grupo de
los animales control, asi como en los animales tratados con Cd, encontramos que la
T disminuye de manera significativa en los animales tratados con Cd comparado con
el grupo control. Los promedios de la cuantificacion de ésta hormona fueron 6.22
ng/ml para el grupo control, y 1.69 ng/ml y 1.28 ng/ml para los animales tratados con

las dosis toxicas baja y alta de Cd, respectivamente.

No encontramos diferencias significativas en la cuantificacion de T en suero
sanguineo entre los animales tratados con las diferentes dosis de Cd (0.5 y 1 mg/kg
de CdCly) (Ver grafica 1).

10

T

Grupos experimentales:

3 . Control

2 Tx 0.5 mg/Kg CdCl,

! y A Tx 1 mg/Kg CdCl,

Testosterona en suero sanguineo (_ *ES) ng/ml
(92}

Gréfica 1. Se muestran los resultados de la cuantificacion de testosterona (T) en suero
sanguineo (n=18 animales por cada grupo).*diferencias significativas comparado con el grupo control.



Motivaciéon sexual incentiva (MSI)

Respecto a los resultados correspondientes a las pruebas de MSI observamos que el
namero de visitas que realizaron los sujetos experimentales a la hembra receptiva,
que fungia como incentivo sexual, fue significativamente menor en los animales
tratados con la dosis baja del metal (0.5 mg/kg CdCl,) comparado con el grupo de los
animales controles, pero no asi en el grupo experimental que fue administrado con

1mg/kg de CdCl,, donde no encontramos diferencias significativas (Ver tabla 2).

El nimero de visitas al macho (incentivo social) que realizaron los sujetos
experimentales fue significativamente menor en los animales tratados con las dos
dosis toxicas (0.5 y 1 mg/kg de CdCl,) comparado con el grupo control. El grupo que
realiz6 el menor nimero de visitas al incentivo social fue el tratado con la dosis toxica
baja del metal (0.5mg/kg de CdCl,).

Respecto al tiempo que permanecieron los sujetos experimentales dentro de
la zona donde se encontraba el incentivo sexual (una hembra en estro), éste valor
resulté significativamente menor en los animales tratados con la dosis toxica de 1

mg/kg de CdCl,). No se encontraron diferencias significativas entre el grupo tratado

con 0.5mg/kg de CdCl, y el grupo control.

Parametro de la MSI Control 0,5 mg/kg CdCI2 1 mg/kg CdCI2

Numero de visitas a la 1540,36 12+0,36* 16+0,36
hembra

Numero de visitas al macho 13+0,29 10+0,29* 11+0,29*
Tiempo total con la hembra 236%7,52 223+7,52 172+7,52*
Tiempo total con el macho 81+4,30 115+4,30* 116+4,30*

Tabla 2. Se muestran los resultados obtenidos durante la prueba de Motivacion sexual incentiva (MSI,
n=18 animales por cada grupo).*diferencias significativas comparado con el grupo control.



Cociente de preferencia (_ *ES)

<T

Los sujetos experimentales tratados con Cd (0.5 y 1 mg/kg de CdClI2)
permanecieron mayor tiempo en la zona del incentivo social comparado con el grupo
control, pero no se presentaron diferencias significativas entre los animales tratados
con Cd (Ver tabla 2). Todos los sujetos experimentales pasaron mayor cantidad de

tiempo con el incentivo sexual comparado con el incentivo social).

Respecto al cociente de preferencia de lugar, que como ya mencionamos con
anterioridad, es un indice que estima la intensidad de la motivacién sexual en los
individuos, éste valor result6 menor en los animales tratados con Cd de manera dosis
dependiente (Ver gréafica 2). ElI promedio del cociente de preferencia de lugar del
grupo control fue de 0.77 comparado con 0.63 y 0.57 que fueron los promedio de los
grupos tratados con 0.5 y 1 mg/kg de CdCl, respectivamente. Sin embargo, todos los

animales presentaron motivacion sexual.
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Grafica 2. Se muestran los resultados correspondientes al cociente de preferencia de lugar de
la MSI (n=18 animales por cada grupo).*diferencias significativas comparado con el grupo control.



Ejecucion sexual

Respecto a los resultados correspondientes a la fase ejecutoria de la conducta
sexual, encontramos que el numero de montas que realizaron los sujetos
experimentales resultd significativamente mayor en los animales tratados con Cd
comparado con el grupo control. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre los dos grupos tratados con dosis toxicas de Cd (0.5 y 1 mg/kg de
CdCly).

El nimero de intromisiones result6 mayor en los grupos experimentales
tratados con ambas dosis del Cd (0.5 y 1 mg/kg de CdClI,) comparado con el grupo
control (Ver tabla 3). No encontramos diferencias significativas entre los grupos

tratados con Cd.

Las latencias de monta y de intromisidn, que como se explicé con anterioridad,
son parametros de la copula que han sido utilizado como indices de motivacion

sexual, resultaron significativamente mayores en los sujetos experimentales tratados

con Cd, esto de manera dosis dependiente, comparado con los sujetos del grupo
control (Ver tabla 3).

(XES) (XES) (XES)

Numero de montas (6.9+0.36) (11.8 + 0.36)* (11.8+0.36)*
Numero de intromisiones (12.3£0.28) (15.5 £ 0.28)* (16.3+0.28)*
Latencia de monta (seg) (51+6.57) (88.7+ 6.57)* (13146.57)**

Latencia de intromision (seg) (70.11£13.7) (155.05+£13.7)* (281.83+13.7)**
Latencia de eyaculacion (seg)  (549.2+ 36.16) (872.8+36.16)*  (824+36.16)*
Tabla 3. Se muestran los resultados correspondientes a los parametros de la copula:

NUmero de montas y de intromisiones, y las latencias de monta, intromisién y de eyaculacion
(n=18 animales por cada grupo). *diferencias significativas comparado con el grupo control.



La latencia de eyaculacion resulté significativamente mayor en los animales
tratados con las dos dosis de Cd empleadas en éste experimento. No se encontraron
diferencias significativas entre los grupos experimentales tratados con las dosis

toxicas baja y alta del metal (0.5 y 1 mg/kg de CdCly).

Asi mismo se encontraron diferencias significativas en el numero de
eyaculaciones entre los sujetos del grupo control y los tratados con las dosis toxicas
baja y alta de Cd, pero no hubo diferencias significativas entre estos dos ultimos
grupo. El promedio del nUmero de eyaculaciones del grupo control fue 2.22 (+ 0.09) y
1.37 (£ 0.09) y 1.7 (x 0.09) de los animales tratados con 0.5 y 1 mg/kg CdCl;
respectivamente (Ver panel 1A). Sin embargo, es importante mencionar que en el
grupo experimental tratado con 1 mg/kg de CdCl, anicamente 4 de los 18 animales
utilizados en el experimento, tuvieron una eyaculacion; es decir, sélo el 22% de los

animales tratados con la dosis toxica alta del metal presentaron eyaculaciones.

Respecto al intervalo posteyaculatorio, encontramos diferencias significativas
entre el grupo control y los animales tratados con Cd, resultando mayor en los
animales tratados con las dos dosis téxicas del metal. Los promedios de este
pardmetro de la copula fueron los siguientes en los tres grupos experimentales:
Animales controles (360.22 + 18.87), grupo experimental tratado con 0.5 mg/kg CdCl,
(529.61 £ 18.87) y grupo experimental tratado con 1 mg/kg CdCl, (471.89 + 18.87)
(Ver panel 1B).

Al comparar los resultados del Hit rate o tasa de aciertos en este experimento,
se observan diferencias significativas entre los animales del grupo control y los
tratados con Cd, resultando significativamente menor en los animales tratados el
metal. Por lo tanto, la eficiencia copulatoria resulté menor en los animales tratados
con Cd comparado con los animales del grupo control. No encontramos diferencias

significativas entre las dos dosis de Cd (Panel 1 C).
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Panel 1. Se muestran los resultados de la coépula correspondientes al numero de
eyaculaciones (A), intervalo posteyaculatorio (B) y Hit rate o tasa de aciertos (C).Grupos Ctrl y Tx 0.5
mg/kg de CdCI2, n=18 animales por cada grupo, Tx 1mg/kgCdCl,, n=4). *diferencias significativas comparado
con el grupo control.



Inmunohistoquimica por flotacion

Para la medicion del nimero de células inmunorreactivas (IR) y la intensidad de la
expresion de la proteina, densidad éptica (DO) para RE a y B, asi como para el RA
en HYP, AMY y BO, se tomé en cuenta un area de 100, 000 . A continuacién se

muestran los resultados correspondientes a la inmunohistoquimica por flotacion.

En el nimero de células IR en el HYP para REa no encontramos diferencias
significativas entre el grupo control y los sujetos tratados con Cd (p=0.37), ni entre los
animales tratados con las dosis toxicas baja y alta del metal; y respecto a la DO en la
misma area Yy para el mismo receptor, tampoco encontramos diferencias
significativas entre el grupo control y los animales tratados con Cd (p= 0,45; ver tabla
3).

No encontramos diferencias significativas en el nimero de células IR en el
HYP para el REB entre el grupo control y los sujetos tratados con Cd (p=0.98). No
hubo diferencias significativas en la DO del HYP para el REB entre el grupo control y
los sujetos tratados con Cd (p= 0.17).

Respecto a los resultados del nimero de células IR (p=0.27) y DO (0.33) en el
HYP para el RA, no se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y
los animales tratados con Cd.

En la AMY, no encontramos diferencias en la DO (p=0.88) y el numero de
células IR (p=0.64) para el REq, ni en la DO para el REB (p=0.44). Para el expresion
del RA, no encontramos diferencias en la DO (p=0.74) y el nimero de células IR (p=
0.33) entre los animales tratados con Cd comparado con el grupo control (Ver tabla
3).

Encontramos diferencias significativas (p= 0.006) en el nimero de células IR
en la AMY para el REB entre el grupo experimental tratado con la dosis de 1 mg/kg
de CdCI, comparado con el grupo control, resultando mayor en los animales tratados
con Cd (ver tabla 3).



Respecto a los resultados correspondientes a la DO (p= 0.61) y nimero de
células IR (p= 0.14) en el BO para RE a, no encontramos diferencias significativas
entre los sujetos tratados con Cd y el grupo control. Tampoco se presentaron
diferencias entre los sujetos tratados con Cd y los del grupo control en la DO para los
RE. Sin embargo, encontramos diferencias significativas en el numero de células IR
(p= 0.04) entre los animales tratados con 0.5 mg/kg de Cd y el grupo control,
resultando menor en los animales expuesto al metal. También se encontraron
diferencias en el numero de células IR en el BO en la expresion del RA (p=0.01)

entre los animales tratados con Cd, comparado con el grupo control (Ver tabla 3).

Finalmente, no encontramos diferencias significativas entre los animales
tratados con Cd y los animales del grupo control, respecto a la DO para RA en el BO
(p=0.20; ver tabla 3)

Estructura | Receptor Células de células IR (100,000 p*; X+ ES) DO de lainmunorreaccién (100,000 p*; X+ ES)
el St Control Tx 0.5 mg/Kg Tx 1 mg/Kg Control Tx 0.5 mg/Kg Tx 1 mg/Kg
APOmM REa 182 £19.97 | 141 +23.63 148 £23.63 0.099 £0.038 | 0.087 £0.046 | 0.164 +0.042

REB 236 £33.24 | 236 +42.04 227 £42.04 0.087 +0.039 | 0.129 +0.055 | 0.251 +0.055
RA 179 £24.86 | 128 +29.45 97 +26.88 0.051 +0.032 | 0.066 +0.038 | 0.126 +0.034
meA REa 148 £16.12 | 130 +17.41 128 £19.07 0.086 +0.039 | 0.108 +0.038 | 0.062 +0.042
RER 166 £7.62 138 £9.02 125 £8.23* 0.083 +0.019 | 0.045 +0.023 | 0.064 +0.020
RA 132 £10.59 | 98 £11.43 103 £11.43 0.120 £0.033 | 0.088 £0.035 | 0.060 +0.035
BO REa 205 £15.75 | 161 ¥17.01 163 £20.84 0.112 £0.035 | 0.129 +0.038 | 0.098 +£0.047
RERB 190 £19.19 | 113+22.71* 186 £22.70 0.124 £0.041 | 0.091 £0.049 | 0.181 +0.050
RA 189 £17.82 | 151 +17.82* | 104 £16.27* | 0.072 £0.031 | 0.128 £0.031 | 0.150 £0.029

Tabla 3. Se muestran los resultados del numero de células inmunorreactivas (IR) asi como la

densidad optica (DO) de la inmunorreaccion de los animales tratados con Cd, asi como de los
animales controles, para la expresién de los RE a y By RA. APOm (Area predptica medial del
hipotdlamo), meA (Amigdala medial) y BO (Bulbo olfatorio). N=6 animales por cada grupo
experimental.  (*p<0.05, diferencias significativas comparado con el grupo control).
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Tx 1 mg/kg

A continuacion, se muestran fotomicrografias representativas de los

resultados correspondientes a la inmunohistoquimica por flotacion:

Hipotalamo

REa REB

Panel 3. Se muestran los resultados correspondientes a la
inmunohistoquimica por flotacién en cortes coronales que muestran la regién del
hipotalamo. Inmunorreaccion a REa (receptores de estrégenos alfa), REB (receptores de
estrogenos beta) y RA (receptores de andrégenos en un sujetos controles (A, B 'y C
respectivamente). Inmunorreaccion a REa, REB y RA en animales tratados con 0.5 mg/kg de
CdCl, (D, E y F respectivamente) y finalmente, inmunorreaccién a REa, REB y RA en animales
tratados con 1mg/kg de CdCl, (G, H, | respectivamente) n=6 animales por cada grupo.
Fotografias tomadas en 10X. Escala de barra= 200um.



Tx 0.5 mg/kg Control

Tx 1 mg/kg

Amigdala

Panel 4. Se muestran los resultados correspondientes a la
inmunohistoquimica por flotacion en cortes coronales que muestran la region de la
amigdala. Inmunorreaccion a REa (receptores de estrégenos alfa), REB (receptores de
estrogenos beta) y RA (receptores de andrégenos en un sujetos controles (A, B y C
respectivamente). Inmunorreaccion a REa, REB y RA en animales tratados con 0.5 mg/kg de
CdCl, (D, E y F respectivamente) y finalmente, inmunorreaccion a REa, REB y RA en animales
tratados con 1mg/kg de CdCl, (G, H, | respectivamente). n=6 animales por cada grupo. Escala

de barra= 200um.
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Bulbo olfatorio

REa REB RA

Panel 5. Se muestran los resultados correspondientes a la
inmunohistoquimica por flotacién en cortes coronales que muestran la region del bulbo
olfatorio. Inmunorreaccion a REa (receptores de estrégenos alfa), REB (receptores de
estrégenos beta) y RA (receptores de androgenos en un sujetos controles (A, B y C
respectivamente). Inmunorreaccion a REa, REB y RA en animales tratados con 0.5 mg/kg de
CdCl, (D, E y F respectivamente) y finalmente, inmunorreaccion a REa, REB y RA en animales
tratados con 1mg/kg de CdCl, (G, H, | respectivamente). n=6 animales por cada grupo. Escala
de barra= 200um.



Evaluacion de la poblacién neuronal

Los resultados correspondientes a la poblacion neuronal evaluada mediante la
tincion de NISSL se muestran en la tabla 4 y en el panel 6. No encontramos
diferencias significativas en el niamero de neuronas en el APOm entre los

animales tratados con Cd y el grupo control (p=0.21).

En el meA y BO, encontramos diferencias significativas entre los animales
tratados con Cd y el grupo control (p=0.0003 y p=0.016 para meA y BO
respectivamente), pero no hubo diferencias entre los animales tratados con 0.5 y
1 mg de CdCl,/Kg.

Region
Control Tx 0.5 mg Tx 1 mg

CdCl,/Kg CdCl,/Kg
380 +39.49 289 +43.26 289 +39.49
392 +26.4 252 +31.3* 189 +28.5*

____BO |

657 £76.11 368 +76.11* 319 +69.47*

Tabla 4. Se muestran los resultados de la poblacion neuronal del APOm (Area predptica
medial), AMY (Amigdala) y BO (Bulbo olfatorio) de los animales tratados con Cd, asi como de los
animales controles. N=6 animales por cada grupo experimental. (*p<0.05, diferencias significativas
comparado con el grupo control).
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Panel 6. Se muestran los resultados correspondientes a la poblacién neuronal en el
APOm (Area predptica medial), meA (Amigdala medial) y BO (Bulbo olfatorio) en los
animales tratados con Cd, asi como en el grupo control. n=6 animales por cada grupo. Escala
de barra= 200um. (*p<0.05, diferencias significativas comparado con el grupo control)



Discusién

El Cd es un metal toéxico presente en la corteza terrestre en una cantidad
promedio de 0.5mg/g (Lafuente, 2013). Los desechos industriales de este metal
contaminan las aguas y los suelos, y como consecuencia, los vegetales, las
carnes, los granos y los alimentos marinos (Copes et al., 2008; Perillii et al.,
2010), por lo que en mayor o menor grado, el Cd esta presente en todos los
alimentos. La dosis tolerable de Cd propuesta por la OMS es de 400 a 500 ug de

Cd por semana para un adulto (Delfino et al., 2003).

Una vez que el Cd penetra en el organismo, se fija en todos los tejidos,
pero se almacena principalmente en el higado y los rifiones, combinandose de
forma selectiva con las MTs, que son pequefias proteinas compuestas por un alto
namero de residuos de cisteina. Cuando la capacidad de estos O6rganos para
sintetizar MTs es sobrepasada, el Cd puede ejercer su efecto toxico (Delfino et al.,
2003).

A pesar de que la principal fuente de exposicion al Cd en la poblacién en
general estd constituida por la ingesta de agua y alimentos contaminados, el
habito de fumar ejerce un gran efecto sobre las concentraciones de Cd en sangre.
Stoeppler & Brant (1980) encontraron una media de 1.83 pg/L de Cd en sangre en
fumadores (n=353) contra 1.02 pg/L en no fumadores (n=602). Las
concentraciones de referencia para el Cd en sangre aun no estan bien definidas
debido a que la demanda de analisis de Cd en los laboratorios ha sido muy baja.
Sin embargo, el analisis por activacion neutrénica, la absorcion atomica
electrotérmica y la voltametria de disolucion anddica con pulso diferencial son
considerados un método de referencia para evaluar las concentraciones de Cd de
referencia en muestras biolégicas, cuyo promedio esta por debajo de los 10 ug/L
(Delfino et al.,, 2003). Sin embargo, desde la década de los 90s, la
espectrofotometria de absorcion atomica ha resultado un método muy fiable para
cuantificar las muestras de Cd en exposiciones tanto cronicas como agudas
(Saygi et al. 1991).



Los efectos toxicos de este metal dependen de la via de acceso, la
cantidad y el tiempo de exposicion (agudo o crénico). Una vez dentro del
organismo, el Cd se elimina lentamente, alcanzando una vida media de 20 afios

dentro del organismo (Duvilanski, 2014).

En el presente estudio se cuantifico la concentracion de Cd en sangre,
hipdfisis, 6érganos del aparato reproductor y algunas estructuras del SNC
importantes para la activacion y mantenimiento de la conducta sexual, por
espectrofotometria de absorcion atobmica. Normalmente, para acceder al encéfalo,
las sustancias deben cruzar la BHE, pero el plexo coroideo es capaz de
secuestrar los metales pesados tales como Cd, Pb y Hg para actuar como un
sumidero téxico y proteger el cerebro de la acumulacion de metales (Zheng et al.,
1991). Debido a que las especies metélicas (el metal libre o un complejo metélico
como la transferrina) son muy hidrofilicas, es muy dificil que sean capaces de
distribuirse a través de la BHE a una velocidad suficiente para cubrir las
necesidades del cerebro. Las propiedades de la BHE limitan en gran medida la
difusién de moléculas no lipofilicas dentro y fuera del cerebro (Pardridge, 2003).
La entrada de especies metdlicas en el cerebro a través de las membranas de las
células endoteliales de la BHE intacta podria estar mediada por un proceso de

difusién limitada a través de la via paracelular (Yokel, 2006).

Respecto a los efectos del Cd a nivel neuroendocrino, y en especial sobre
la glandula adenohipdfisis, las evidencias iniciales indican que este metal modifica
la liberacibn de neurotransmisores hipotalamicos y la secrecion hormonal
adenohipofisaria (Lafuente, 2013). En este trabajo, y de acuerdo con estudios
realizados por Poliandri et al. 2003 y Lafuente, 2013, el Cd se acumula tanto en el
hipotalamo como en la glandula hipofisaria, asi como también en el higado y las
gonadas, ocurriendo la mayor acumulacion de este metal en la adenohipoéfisis que

en el hipotalamo.

En el presente trabajo encontramos que el Cd es un metal capaz de
almacenarse también en el BO de manera dosis dependiente. Hasta el momento
no se habia registrado la cuantificacion de Cd en el BO de ratas tratadas con

Cdpor via IP, esto quiza se deba a que las principales vias de exposicion al Cd en



los humanos son la ingesta de agua y alimentos contaminados con una dosis
promedio de 20-50ug por dia (Dawar-Husain, 2013; Duvilanski & Cabilla, 2014) en
los sujetos expuestos al metal dentro del rubro no ocupacional, y la inhalacion de
particulas de Cd, en fumadores en los que se ha detectado hasta 5 veces masCd,
comparado con no fumadores (Benedetti et al., 1999, Satarug et al., 2003) y
sujetos expuestos ocupacionalmente al Cd, principalmente en la fabricacion de
baterias, en el sector minero y en soldadores (Bernhoft, 2013; Duvilanski &
Cabilla, 2014), siendo los 6rganos con mayor toxicidad reportada el higado y el

rinén (Dawar-Husain, 2013).

En el presente estudio, tomando en cuenta nuestros resultados que
demuestran que el Cd se almacena en el BO, apoya los datos obtenidos por
Dawar-Huisain (2013) quien demostro los efectos toxicos de este metal en el BO,
sin realizar cuantificaciones del metal, en una dosis superior a la mas toxica
utilizada en el presente trabajo (2mg/kg de peso corporal), pero en un tiempo mas
breve (30 dias). El encontr6 en secciones histologicas de animales tratados con
este metal, que se presentaban cambios histopatoldgicos, principalmente edema
y necrosis, en las capas mitral, fibrosa y glomerular del BO. También se sabe que
los dafios ocasionados por la exposicion cronica a este metal en trabajadores de
fabricas en baterias de Ni-Cd pueden incluir pérdida completa o parcial de la
olfaccién (anosmia e hiposmia), falso sentido de la olfaccion (disosmia) y
fanstosmia (olfaccién alucinada) (Sunderman, 2001). Sin embargo, los efectos
toxicos del Cd no quedan restringidos a la capacidad de almacenarse en el
cerebro, y particularmente en estructuras muy importantes para la activacion y
regulacion de la conducta sexual como son el HYP, la hipdfisis, y en el caso de la
rata, el BO. Diversos estudios han reportado los efectos dafinos de este metal en
el aparato reproductor masculino y la disminucién en la secrecién del principal
androgeno producido en el testiculo, la T, el cual fue uno de los objetivos del

presente trabajo (Kamel et al., 2011; Lafuente, 2013).

La T juega un papel crucial en la copula. Es bien sabido que la remocién
quirtrgica de los testiculos en la rata macho produce la interrupcién total del

comportamiento copulatorio. A pesar de que este efecto es permanente, la



administracion de T exdgena restaura la actividad sexual (Parkes, 1966; Beach,
1970).

Contrario a los resultados que obtuvimos respecto a la cuantificacion de Cd
en testiculos de ratas expuestas a Cd, Saygi et al.,, (1991) no encontraron
cantidades apreciables de este metal en el testiculo. Esto puede deberse a las
diferencias que existen entre el presente trabajo y el realizado por este grupo de
investigadores. Ellos administraron una dosis diferente de Cd (10 mg/L de agua),
el tiempo de exposicion al metal (52 semanas), la via de administracion (oral) o el
esquema de administracion (ratas de 5 semanas de edad). Ademas, el limite de

deteccién de Cd utilizado en su procedimiento fue de 0.1 pg/ml.

Nuestros resultados correspondientes a la cuantificacion de T en suero
sanguineo, apoyan los resultados obtenidos en estudios anteriores que
demuestran la disminucién de este androgeno por la administracion del metal in
vivo en ratas Wistar (Amara et al., 2008; Kamel et al., 2011; Jahan et al., 2014).

Respecto a los efectos del Cd sobre la copula, cabe mencionar que a la
fecha son muy pocos los trabajos que se han realizado al respecto. El estudio
mas antiguo data del afio 1971 y fue realizado por Madlafousek et al. Este grupo
de investigadores realizd6 dos experimentos. El primero de estos consistié en
evaluar los efectos de éste metal sobre algunos pardmetros de la copula y el
segundo consistié en comprobar si la administracién de propionato de T era capaz
de revertir los efectos sobre la cépula producidos por la administracion del metal.
Reportando que a partir del noveno dia de la administracion del metal, el
porcentaje de animales que copulaban se reducia a solo 30%, efecto que se
revertia si administraban el andrégeno; este hecho lo correlacionaban también a
un aumento en el peso de las vesiculas seminales y préstata después de la
administracion de la hormona, restituyendo la funcion endocrina en el testiculo.
Estos autores encontraron diferencias en el intervalo posteyaculatorio de las ratas
antes y después de la inyecciéon del metal, siendo mayor este pardmetro después
de la administracion del metal, pero no en las latencias de intromision y

eyaculacion ni en las frecuencias de monta e intromision.



Los estudios de motivacion sexual son de suma importancia para
determinar los efectos que tienen sobre la conducta sexual ciertas hormonas,
medicamentos y/o lesiones en diferentes partes de la corteza cerebral (Agmo,
1997). A la fecha el método mas utilizado para medir la motivacion sexual en la
rata macho, es la caja de MSI creada por Agmo en el 2010, sin embargo también
existen otras formas de medir la MSI como es la caja de Preferencia de lugar
(Meyerson et al., 1973). El uso de este tipo de metodologia en conjunto con los
parametros para medir la conducta sexual han permitido obtener datos fiables
como lo demuestran los estudios de Matuszczyk & Larsson, 1993; Agmo, 1997.
Adicionalmente, se han utilizado algunas conductas precopulatorias vy
postcopulatorias para observar la importancia de algunas estructuras cerebrales

como el APOm en la ejecucién de estas conductas (Paredes et. al., 1993).

Los estudios de los efectos del Cd se han centrado principalmente en los
efectos que este ion causa a nivel testicular. Asi pues existen reportes de necrosis
e incluso esterilizacion de ratas macho de diversas cepas por la administracién de
Cd via IP (Parisek, 1957; 1960). Contrario a lo que se ha reportado en la literatura
previamente, en el presente estudio se encontré que todas las ratas; tanto las
tratadas con dosis toxicas bajas como las tratadas con dosis toxicas altas fueron
capaces de copular, aunque en la dosis de 1mg/kg solo 4 de 18 sujetos tuvieron
la capacidad de copular, observandose, sin embargo, una disminucion en la
capacidad de copular de las ratas de manera dosis dependiente. Las diferencias
entre los resultados obtenidos y los reportados previamente en la literatura
(Parisek, 1957; 1960) podrian deberse a diferencias en el esquema de
administracion, adicionalmente otros factores que pudieron haber influido en los
resultados reportados en el presente trabajo fueron la forma de administracion,

asi como las concentraciones de Cd que se administraron.

Nuestros estudios corroboran que el Cd afecta la conducta sexual de las
ratas macho como se ha reportado en trabajos previos (Parisek, 1957; 1960) para
el caso de las ratas macho Wistar. Se aporta nueva informacién en lo que se
refiera a los efectos del Cdsobre la motivacién sexualincentiva; asi como la
ejecucion sexual ya que en ningun otro trabajo se toman en cuenta todos los

parametros copulatorios (nimero de montas, niumeros de eyaculaciones, latencia



de monta, latencia de intromision y latencia de eyaculacion). Consideramos que
nuestras aportaciones son de utilidad y pueden contribuircon la informaciéndelos
estudiosreportados para seres humanos, en cuyo caso se podria decir que el Cd
puede ser una causa de disminucién de la fertiidad como se ha reportado

previamente (Akinloye et al., 2006).

En relacion a los resultados obtenidos en el presente trabajo sobre la
relacion que existe entre la administracion de Cd y el almacenamiento de este
metal en el cerebro, asi como el efecto que ejerce sobre la concentracion de T;
uno de los objetivos del presente trabajo fue investigar los efectos que este metal
podria ejercer sobre la expresion de los RA y REa y REB en el cerebro de ratas
expuestas al Cd desde el nacimiento hasta el periodo peripuberal. Como se
mencioné con anterioridad en los resultados, en el presente trabajo no
encontramos diferencias significativas en la determinacion de la expresion de los
receptores para estrogenos y andrégenos en las estructuras neurales que regulan
la conducta sexual. Sin embargo, cabe aclarar que estos datos se dejan a reserva
para estudios posteriores, debido a que se presentaron algunas inconsistencias
en las secciones evaluadas, y también se encontraron perforaciones en los
tejidos. Cabe mencionar que estos datos son novedosos, pues ho existe un
estudio donde se evalle los efectos que el Cd puede ejercer sobre la expresion
de los RE y RA. Sin embargo, diversos estudios han demostrado claramente la
toxicidad del Cd en el eje HHG. El primer estudio lo realiz6 Lafuente et al., 2013.
Estos autores administraron Cd durante un mes a ratas peripuberales y adultas de
la cepa Sprague-Dawley en dosis de 50ng/ml en agua potable (una dosis muy
pequefia) y 2mg/kg de peso corporal, ésta Ultima, una dosis muy toxica, pues es
40 veces mas alta que el limite de ingesta de Cd considerado como seguro para
humanos en muchos paises (Piscator, 1985; LoOpez-Artiguez et al., 1993) y
encontraron que los efectos téxicos del Cd, con respecto a la regulacion de
gonadotropinas, son dependientes de la edad en la que se expone al animal a
éste metal. El aumento de FSH en los animales adultos tratados con Cd puede
explicarse debido a la acumulacion de Cd en el testiculo afecta a la actividad de
las células de Sertoli, disminuyendo la sintesis de inhibina (sefial inhibitoria de la

secrecion de FSH; Ultee-van Gessel et al., 1985). Sin embargo, los efectos que



produce la administracion del Cd pueden variar mucho dependiendo de la dosis
en que éste se administre. Muchos estudios han demostrado la capacidad del Cd
para mimetizar los efectos biologicos de los estrogenos en cantidades muy

pequefias, actuando como un disruptor endocrino.

El estradiol (Ez) es una hormona clave en diversos procesos celulares que
ocurren en la glandula adenohipofisaria, como son la liberacion hormonal, la
proliferacion y muerte celular a través de vias de sefalizacion genémicas y no
gendmicas mediante la unién especifica a dos receptores intracelulares: REa y
REB (Spady et al., 1999; Zarate et al., 2009).Algunos estudios muestran que el Cd
posee actividad tipo estrogénica e incluso androgénica, uniéndose directamente a
receptores para estrogenos y andrégenos respectivamente (Garcia-Morales et al.,
1994; Aquino et al., 2012; Johnson et al., 2003; Byrne et al., 2009). Estos efectos
del Cd que mimetizan a los estrogenos ha sido relacionada con algunos canceres
hormonodependietes. Existen evidencias de que los efectos de Cd son
bloqueados por un antiestrogeno lo que sugiere que los efectos del Cd estan
mediados por la via gendmica de los REa. Los efectos androgénicos del Cd
también han sido estudiados con el cancer de prostata. El primer estudio que
sugiere una relacién entre el Cd y este padecimiento mostré que el riesgo de
padecer esta enfermedad se incrementaba en trabajadores ocupacionalmente
expuestos en fabricas de baterias de Ni-Cd (Potts, 1965). En la actualidad, los
mecanismos precisos por los cuales los androgenos podrian causar
carcinogénesis prostatica aun son desconocidos. Estos datos sugieren que el Cd
es también un metaloandrégeno y podria explicar, en parte, el riesgo a padecer

cancer de préstata asociado con la exposiciéon al metal (Byrne et al., 2009)



Conclusioén

Los resultados del presente trabajo muestran que la exposicion cronica a Cd en
ratas macho, desde el nacimiento hasta la pubertad, produce una reduccion en
las concentraciones de T en suero sanguineo. Se encontré Cd en la sangre de los
animales tratados este metal, y se observdé que se bioacumula en el aparato
reproductor, asi como en estructuras neurales que regulan la conducta sexual,
como son el hipotalamo, la hipdfisis y el bulbo olfatorio. Respecto a los efectos
que produce la exposicion a Cd sobre la motivacién sexual, podemos concluir que
este metal no suprime la motivacién sexual incentiva, pero si disminuye la
intensidad de la motivacion de manera dosis dependiente. EI Cd es un metal que
también altera los patrones de la cépula, aumentando el numero de montas e
intromisiones, las latencias de monta, intromision y de eyaculacion, asi como el
intervalo posteyaculatorio y disminuyendo el numero de eyaculaciones, y
disminuyendo la eficiencia reproductiva. De tal forma que nos queda claro que
agentes nocivos, como es el caso de Cd, que se encuentran en el ambiente
pueden influir en la regulacibn neuroendocrina, generando un déficit en el

desarrollo conductual de la funcion reproductiva.



Perspectivas

Conocer en los animales con exposicion cronica a Cd:

e Los efectos que este metal produce bajo la dosis tolerable recomendada
por la OMS (400 a 500 pg por semana) con las principales vias de
exposicidn (respiratorio e ingesta)

e Los efectos que este metal produce en dosis muy pequefias para evaluar
sus efectos como un disruptor endocrino, y correlacionarlo con sus efectos
sobre la conducta sexual

e Los efectos que este metal ejerce en diferentes esquemas de
administracion. Por ejemplo, desde la gestacion hasta la etapa infantil, o
desde el nacimiento hasta la edad adulta.

e Los efectos que este metal ejerce sobre las concentraciones plasmaticas
de estrégenos y 5a-DHT

e Los efectos que este metal ejerce sobre otras conductas, como son: el
aprendizaje, suefio-vigilia, depresion, ansiedad, agresion, estrés, vy
conducta maternal

e Los dafos histopatoldégicos que produce este metal en tejidos como el
testiculo, préstata, pene, vesicula seminal, asi como sus principales
organos diana (higado, rifién, pulmon, hueso)

e Investigar posibles tratamientos como antioxidantes y una dieta alta en Zn
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ANEXO
SOLUCIONES PARA PERFUSION DE TEJIDOS E INMUNOHISTOQUIMICA

1. Preparacion de PBS 0.2M (Solucion Buffer Fosfato Salino): 1.1 L para
soluciones 2,3y 4.
Se disolvieron por separado las siguientes soluciones:
A) 6.05 gramos de fosfato monobasico de Potasio (KH,PO,4) en 220 ml de
agua destilada
B) 25.4 gramos de fosfato dibasico de sodio (Na;HPO,) en 900 ml de agua
destilada

Se tomaron 209 ml de la solucién Ay 891 ml de la solucién B.

Se ajusto el pH a 7.4 y se almacend la solucion de PBS en refrigeracion a
4°C

2. Solucion de lavado vascular para perfusion, 1 L.
Se disolvieron por agitacion en 950 ml de agua destilada los siguientes
solutos:
A) 0.5 gramos de carbonato de sodio (Na,CO3)
B) 0.25 gramos de cloruro de potasio (KCI)
C) 8.50 gramos de cloruro de sodio (NaCl)

Se adicionaron 50 ml de PBS 0.2 M. Ajustar el pH a 7.4. Se almacen¢ la

solucion de lavado vascular en refrigeracion a 4°C.

3. Preparacion de Paraformaldehido al 4%, 1 L.
Se calentaron 500 ml de agua destilada a 50-60°C y se conservaron a la
misma temperatura, se agregaron 40 grs de paraformaldehido méas 8 gotas
de NaOH con el propoésito de facilitar la dosilucion. En caso de ser
necesario se pueden agregar mas gotas de NaOH. Se enfrié la solucién
hasta los 15°C y se agregaron 500 ml de PBS 0.2 M. Se ajusté la solucién

a un pH=7.4y se refrigerd a 4°C.
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. Preparacién de PBS 0.1 M, 1L.

Se disolvieron 8.5 grs de cloruro de sodio (NaCl) en 500 ml de agua
destilada. Se afadieron 500 ml de PBS 0.2 M. Se ajusté la solucion a un
pH= 7.4 y se almacend a 4°C

. Peroxido de hidrégeno al 3%

Se diluyeron 300uL de peroxido de hidrogeno en 10 ml de agua destilada

. PBS-Twin 20 al 0.1%

Se diluyeron 100pL de Twin 20 en 100 ml de PBS

. BSA al 5%

Se diluyeron 0.5 grs de BSA en10 ml de PBS-Twin 20 al 0.1%

. Medio de montaje con gelatina para cortes en congelacion
Se mezclaron 500 ml de agua destilada y 500 ml de etanol al 80% y se
calentaron posteriormente a 55°C. Se afiadié 1 gr de gelatina y se mezclé

con agitacion continua. Se dejo enfriar la solucion y se almacend a 4°C.
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